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sobre:
"Mejoras introducidas on el objeto de la asíoste 
"principal nS 219.642 concedida en 15 de Noviembre de 
"1955, por "NUEVO PaCdEDDalENiO Pnî A LA OBTIIÍOION DE

0 I E A, Société Anonyme, entidad suiza, domiciliada 
en RASILLA, Suiza.

El presente Certificado de Adición tiene por 
objeto ciertos perfeccionamientos introducidos en la 
obtención del antibiótico ¿ramioidina S, o sea un decapep- 
tida cíclico con la doble presencia de la secuencia ácido- 
amínica (L-valino-L-omitino-L-leucino-D-íenila1anina-L- 
prclino).

De acuerdo con la patente principal nS 219.642 
(Case 3245/1-3), se obtienen amidas mediante reacción 
con aminas ¿e esteres de acido carbónico, que en el compo­
nente alcohólico muestran un sustituyante atrayente de
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electronos. En el primer Certificado de AniciónnS 231.337 
(Case 3483/Í—3) se protege el empleo de este procedimiento
para la obtención ¿e polipeptidas lineares o cíclicas. 
Entre otros se describe un procedimiento para la obtención 

5. de la gramicidina S. Se caracteriza porque une sal de un 
áster prolínico linear de 10 miembros, correspondiente a
la gramicidina, cuyos grupos o-amínicos de los
restos ornitinicos están protegíaos y que en el componente
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alcohólico muestra un sustiruyente atrayente de electronos, 
por ejemplo, el trif'luoroacetato del correspondiente áster 
decapeptida-p-niti-oienílico, se trata con agentes básicos 
y a continuación los grupos amino protegidos se transforman 
en grupos amino libres. Este procedimiento resulta compli­
cado, porque la sal del áster decapeptidico, empleada como 
producto inicial, se ha ce obtener de la pentapeptida.

Se ha descubierto ahora que se puene obtener la 
gramicidina S en forma sencilla si una sal de un áster penta- 
peptídico con la secuencia ácido amínica de la gramicidina, 
es decir, un áster de ácido L-valilo-L-ornitilo-L-leucilo- 
D-f enilalanilo-L-prolino-carbónico, cuyo grupo 0^-amínico del 
resto ornitinico está protegido y que en el componente 
alcohólico presenta un sustituyante atrayeirce de electronos, 
se trata con agentes básicos y después los grupos ^-amínicos 
protegidos se transforman en grupos amino libres. Fue 
sorprendente que en este caso no se originara una autocicli- 
zación de la molécula del pentapeptida,sino que dopáoléculas 
de peptida. se reunieran directamente al decapeptida cíclico. 
Una duplicidad de los componentes cel anillo durante la 
formación de un polipeptida cíclico hasta ahora solo fuá 
observada en el c-hexaglicilo que se obtiene de la30
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triglicinopeptida linear, por ejemplo, por el procedimiento 
descrito. Esta forma de reacción ce los derivados triglicí-
nicos se consideró hasta ahora como una. excepción que quizás 
estuviera justificada por una determinada inestabilidad
del c-triglicilo (Helv.Ohim.Acta 39. 879 (1956)).
Otros tripeptidas, tales como por ejemplo la glicilo-DL—
fenilalenil-glicina y la glicilo-gLicilo-DL-fenilalanina 
dieron el tripeptida cíclico y no hexapeptide. Tampoco 
la tetraglicinopeptida duplica su molécula durante el cierre 
del anillo. Además es conocido el c-glicilo-L-leucilo-glici- 
lo-L-leucilo-glicilo, que se obtiene del tioéster del 
hidrobromuro de la pentapeptida por autociclización.
Ya se mencionó la decapeptida ciclica de la gramicidina que 
se obtiene de la correspondiente decapeptida linear, asimismo 
sin duplicación de la molécula. Una duplicación de la 
L-valilo-L-omitilo-L-leucilo-D-fenilalanilo-L-prolino-penta- 
peptida durante la ciclización era por lo tanto imprevisi­
ble. La nueva síntesis de gramicidina es, debido a su 
sencillez, un importante avance técnico. El procedimiento 
se efectúa ,partiendo de la L-valilo-L-ornitilo-L-leucilo- 
D-fenilalanilo-L-prolina en la forma descrita en la 
patente principal na 219.642 y en la primera adición na 231.337. 
El grupo J-amínico del resto ornitinico se deberá proteger 
durante la reacción, convenientemente mediante la introduc­
ción de un resto, que, sin abrir el anillo, se puede 
disociar, como por ejemplo el resto tosilo-, tritilo-, 
carbobenzoxi- o trifluoroacetílico. El componente 
alcohólico del éster empleado como material inicial 
puede ser cualquier resto orgánico que presente uno o 
varios sustituyentes atrayentes de electronos, especialmente
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el grupo ciano, nitro, sulfo o metanosulfonílico, que 
preferentemente estén separados nel áster-oxigeno por una 
cadena carbónica de 1-5 átomos de 0. Ejemplos de tales 
componentes alcohólicos son por ejemplo el resto del 
alcohol cianmetílico o del p-metsnosulfonilfenol.

Las sales del áster del ácido peptidocarbónico 
empleadas como material inicial, que en el componente
alcohólico muestran un sustituyante atrayente de elec-
tronos, se pueden obtener por ejemplo por reacción

unde la N-trifenilometilo-pentapeptida coi^ áster halógeno- 
hidrogénico ael correspondiente alcohol en presencia 
de una base orgánica terciaria y ulterior disociación 
del resto trifenilometílico por tratamiento con ácido 
diluido o por hidrización catalítica de un áster corres­
pondiente de la N-carbobenzoxi-pentapeptida en presencia
de un ácido. Como sales adecuadas para la reacción según 
la presente invención caben mencionar eapecialment$á.as de 
los ácidos halogeno-hidrogánicos, tales como ácido clorhídri­
co o de ácidos grasos halogenados, tales como el ácido 
trifluoroe cático.

Como agentes alcalinos para la reacción según la 
presente invención se emplean por ejemplo bases inorgánicas, 
tales como alcalihidróxidos o carbonatos, o bases orgánicas 
preferentemente aminas terciarias.

El procedimiento se realiza ventajosamente en 
presencia de disolventes orgánicos, tales como dimetilo- 
forma mi da , acetonitrilo, dioxsno, tetrahidrofurano qáus 
mezclas, en caso dado, también en presencia de agua. El 
renctimiento se puede aumentar mediante la adición de 
catalizadores ácidos a la sal del áster peptídico, por
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ejemplo, áciuo acético glacial o ácido sulfúrico.

La invención se describe con más detalle en el 
siguiente ejemplo. Las temperaturas están indicadas en grados 
Celsio.
EJEMPLO.

340 mg. de trií'luoroacetato de áster L-valilo-N^ -
tosilo-L-ornitilo-L-leucilo-D-i'enilalanilo-L-prolino-nitrofení
lico se disuelven en 6 mi. de diinetilformamida, se mésela 
con 6 gotas de ácido acético glacial y en 5 horas, agitando, 
a 559 0. se gotea en ?0 mi. de piridina. A continuación 
se sigue aginando durante 2 horas a. esta -temperatura,después 
se vaporizan los disolventes totalmente en vacio. El 
residuo se disuelve en 60 mi. de metanol-isopropanol-agua,
1:1:1 , y se filtra a ¿ravés de una columna con intercambia­
dores de iones fuertemente ácidos y a 'través de una columna 
con intercamb.iadores de iones fuertemente básicos.
Este se lava aún con 200 mi de lsjmisna mezcla, los filtra­
dos reunidos se vaporizan en vacío hasta secar. El residuo 
se cristaliza de metanol-agua non lo que se obtienen 125 mg. 
de Di-J -tosilo-gramic idina S en forma del dihidrato.
La lejía madre se vaporiza hasta secar y el residuo se cro­
matografía en 2 g. ce óxido de aluminio. Con cloroformo y con 
áster acético se pueden eluir 20 mg. de produtt en bruto; 
estos dan, después de recristalizar de metanol-agua, aún 10 
mg. de di-hidrato de Di-tosilo-gramicidina-S puro. El 
rendimiento total es por lo tanto de 135 mg.= 31% d.t.

Este producto se transforma en la gremioidina S de la 
siguiente forma: 60 mg. del dihidrato de la Di-tosilo-
gramiciaina 8 se disuelven en 20 mi. de amoniaco líquido y 
se mezcla con lOOmg. de sodio (en trozos pequeños). Terminada
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la disolución del sodio quedas solución de color azul. 
Agregando poco cloruro de amonio se evapora e3/ámoniaco 
y el residuo se libera en alio vacío ael mercaptano formado.
El producto de reacción se recibe con etanol absoluto al 
que se la han agregado algunas gotas ue una solución de ácido 
clorhídrico en áster acético. El disolvente se vaporiza des­
pués de la filtración. El residuo se disuelve en pocas gotas 
de etanol al 65% y se mezcla a 50* tanto con agua hasta que se 

forme un enturbiamiento señalado. A continuación cristaliza 
el dihidrocloruro de lagramicidins S en forma de agujas 
finas. Punto de fusión 268-2703 0. bajo descomposición 
(introducción del tubito del punto de fusión a 2503 0.)

La sal trifluoroácidoacctica del áster L-valilo-p^ -
tosilo-L-ornitilo-L-leucilo-D-fenilalanilo-L-prolino-p-nitro-
fenílico, empleada como material inicial, se puede obtener

500 mg. ¿e N-tritilo-L-valilo-(N^ -tosilo)-L- 
ornitilo-L-leucilo-D-fenilálanilo-l-prolino (obtenías por 
ejemplo según la paten.te adicional N3 231.337 ) y 800 mg. 
de Di-(p-nitroíenilo)-sulíito se nejan reposar en 1,5 mi. 
de piridina absoluta durante 20 horas a tempera tura de 
ambiente. La mezcla de reacción se diluye entonces con 
áster acético, se agita tres veces con uno solución de 
ácido cítrico, uespuós con agua, se seca sobre sulfato de 
sodio y se vaporizo en vacío hasta secar. La resino residual 
se frota con éter—petroleter 1:1 con lo que/el estar mtro- 
fenílico sólido. El rendimiento es de 5fO mg. = 93 % d.t.

435 mg. nel áster nitrofenilico así obten!, o se 
disuelven en 10 mi. de ácido trifluoroacético y a -53 0. 
se mezclo lentamente con lOml. de agua. Se forma, una
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precipitación de triienilocr.rbinol. Los disolventes se vaporizan
uOLr&.liQ.eiiue en  a l e o  v a c i o írots el

30 .

residuo varias veces con éter—petroleter 1:1 y eter aba. Como 
precipitación sólida se obtienen 340 mg. de triíluoro— 
acetato.

N__0_JT__A
Descrito s*-Liicienteme-rse la natu¿-aleza del 

invento,así como la marera ce realizarlo en la práctica? 
debe hacerse constar que les disposiciones anteriormente 
indicadas son susceptibles de modificaciones ue detalle, 
en cuanto no alteren su principio fundí me...tal. cambíen 
se hace constar que el invento corresponde s una solicitud 
de patente presentado en Suiza con fecha 19 de Diciembre 
de 1956 na 40869? acogiéndose, por lo tanto a los beneficios 
que conceden los Convenios internacionales en vigor y 
siendo lo que constituye la esencia del reformo mvenro y 
por lo que se solicita Segundo Oertificadpáe Auicrén en 
España: "Mejoras introducidas en el objeto de le patente 
principal nS 219.642 concedía: en 15 de noviembre de 1955, 
por "NUEVO PhüOEDIlíih.sí'O LA OBi'EhciOA' hi AMIDAS" ? carac­
terizándose urinas mejoras por lo sigurente:

1 2,— Mejoras en el procedimiento para la obtención 
de amidas, objeto de la pateare principal, caracterizándose 
porque una sol de un ester cel ácido L—valilo—1—ornitilo—L— 
leucilo-D-fenilalanilo-L-prolino-carbónieo, cuyo grupo 
d -amínico del resto ornitínico está protegido y que en 
el componente alconolico presenta un sustituyante atrayente 
de electronos, se trata con agentes básicos y a continuación 
los grupos amínicos protegidos se transforman en grupos 
amino libres.
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33.- Mejoras, según reivindicación 1§, caracterizán­
dose porque se emplean sales de un áster que en el compo­
nente alcohólico presente un grupo nitro.

43.- Mejoras, según reivindicación 1§, caracterizán­
dose porque se emplean sales de un áster que en el componente 
alcohólico presente un grupo sulionilico.

53.- Mejoras,según reivindicaciones 1§ y , 
caracterizándose porque se emplean sales del'áster ciano- 
metílico.

63.- Mejoras, según reivindicaciones 19 y ja, 
caracterizándose porque se emplean sales del áster p-nitro- 
fenílico.

ya.- Mejoras según reivindicaciones la y ^a, 
caracterizándose porque se emplean sales del áster p-metano- 
sulfonilo-fenílico.

83.- Megoras,según reivindicaciones 13 - ya, 
caracterizándose porque el sustituyante en el componente 
alcohólico está separado del áster -oxígeno por una cadena 
de nitrógeno de 1-5 átomos ce carbono.

93.- Mejoras, según reivindicaciones 19 - 83, 
caracterizándose porque el grupo J-aminico del resto 
ornitínico se protege por el resto tosílico.

103.- Mejoras,según reivindicaciones IB - 83, 
caracterizándose porque el grupo ¿/Lsminico del resto 
ornitínico se protege por el resto tritílico.

113.- Mejoras, según reivindicaciones 13 - 83,
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caraoterizánáose porque el
ornitínico se protege poT̂ ál resto carbobenzoxi.

122.- Mejoras, según reivindicaciones 1* - 8$, 
caracterizándose porque el grupo ^-amínico üel resto 
ornitínico se protege^or el resto triíluoroqcetílico.

132.- Mejoras según reivinuicaciones 13 - 123, 
caracterizándose porque como sal del áster pentapeptídico
se emplea el trifluoroacetato.

143.- Mejoras según reivindicaciones 13 - 13&, 
caracterizándose porque como agentes básicos se emplean 
bases orgánicas terciarias.

153.- Mejoras según reivindicaciones 13 -143, 
caracterizándose porque se reacciona en presencia de 
un catalizador.

162.- Mejoras introducidas en el objeto de la 
patente principal n2 219.642 concedida en 15 de Noviembre 
de 1956, por "NUEVO PROCEDIMIENTO PAítA LA OBTENCION DB 
AMIDAS"; tal y como queda substancialmente descrito en
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