10

{
P~ 27,130
% 374-980
4\§§& Cephalosporin 60/63{5, .
O\ 2 @ %Q
\b‘(@ - 3@ e w

MEMORIA DESCRIPIIVA
que se presenta para unir a la solicitud
de
PATENTE DE INVENCION
formulade el 14 de julio de 1.964, con el ndmero 302.082
en |
ESPANA
por VEINTE aflos
a2 nombre de GLAXO LABORATORIES LINITED, entidad briténica,
establecida en Greenford, Middlesex, Inglaterra, por:
"UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE DERIVADOS DE
CEFALOSPORILIAM

Este invencidn se refiere & mejorss en o rela-
cionadas con los antibidticos y, en particular, se refie-
re o derivados de la cefalosporina C antibidtica que tie~

ne la estructura:

S

R—NH_T——‘/ (1)

‘o .o N o CHo0AC

COH
2

en la que R es el grupo HOOC.CH(NHZ)(CH2)3CO, es decir el

-]



“\ ;

10

15

25

30

1.4 WGt e

grupo alfa~amino-adipoilo.

La cefalosporina ¢ ha sido convertida en Acido
T-amino cefalospordnico (7-ACA) y la amina resultente ha
sido acilada con diversos agentes de acilacidn, para for—
mar T-acilamido andlogos a la cefalosporina G, de activi-
dad mejorada o modificada. Por ejemplos el dcido 7-fenilg
cetamido~cefalosporanico (7-PACG), obtenido por reaccidn
de 7-ACA con un halogenmuro de fenilacetilo, posee una ac-
tivided contra ciertos organismos mucho mds grande que la
cefalosporina C. Se pueden preparar, asi, compuestos de
la férmula (I) en la que R es un grupo acilo diferente
del alfa-aminoadipoilo. La actividad de los compuestos
de la férmula (I), en la que R es un grupo acilo, alfa-
aminoadipoilo o diferente, puede ser modificada adicional
mente por reaccidn con un nucledfilo que reemplace el gru
po acetato en el metileno exoeiclico. Se puede demostrar

que los compuestos de este tipo tienen la férmula:

R_NH——

—N CHy-Z (m)

AN

002H
en lg que R1 es un grupo acilo y
Z es el residuo del mmeledfilo.
Por ejemplo, Z puede ser el grupo piridinio y

R fenacetilo, a saber, el compuesto de la férmula:

5
06H5CH200.NH—-—-( ;
4.—-1 p CHy - * \ (1II1)
0 < >
co,
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siendo obtenido este compuesto, por ejemplo, por reaccidn
de piridina con T-PAC en un medio acuoso.

2 puede ser, tembién, el residuo de un nucledfi
lo como se describe en la patente belga mimero 617.687,
es decir uno seleccionado entre los siguientes:

a) tiourea y tioureas sustituidas.

b) tioamidas aromdticas y alifdticas.

¢c) tiofenol y tiofencles sustituidos.

d) tioles y tioles sustituidos.

Los compuestos de la férmula (II) en la que %
es piridinio o piridinio substituido, poseen una intere-
sante actividad antibidtica pero los métodos existentes
para su preparacién conducen solamente a bajos rendimien-
tos del producto final deseado. Asi, en nuestras manos, lg
reaccidén de 7-PAC con piridina en medios acuosos de acuerdo
con el método de Hale, Newton y Abraham, Biochem. J.,
1961, 794 403. ha conducido s rendimientos de solamente
22%, aproximadamente.

Por otra parte, la reaccidén de los deidos T-aci
lamidocefalospordnicos con nucledfilos que contienen azu-
fre puede conducir a rendimientos mds elevados, pero los
compuestos resultantes pueden poseecr la desventaja de ung
baja solubilidad en aguna que disminuye su utilidad como
antibidticos para fines précticos. Los intentos de reem—
plazar en estos compuestos el residuo nucleofilico que
contiene azufre con un nucledfilo del tipo de la piridi-
na, han encontrado poco éxito.

Se ha descubierto, ahora, que este reemplaza-
miento puede ser facilitado mediante el uso de ciertas sa

les metélicas. Los derivados resultantes de piridinio o
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de piridinio substituido de la cefalosporina pueden ser

- obtenidos con rendimientos comparables por 1o menos con

los obtenidos por reaccidén directa y, posiblemente, mejo-
res.

De acuerdo con la invencidén se proporciona, vor
lo tanto, un procedimiento para la preparacidén de deriva-

dos de cefalosporina de la férmula general:

B - NH— : |
! 1/
),._ r\% CH,- N: \> (V)
0 P
02“ .

en cuys formula R1 es un grupo acilo, o de derivados and-

logos en los que el nicleo de piridina estd sustituido por
uno o més dtomos o grupos, que comprende hacer reaccionar

un compuesto de azufre de la férmula general:

s
R® - W ...._(

/_..N y CHy S — ¥ (v)

CO2X

en ouya férmula R®

es un grupe acilo o un 4tomo de hidréd-
genoj la varte -S5-Y es el residuo de un nucledfilo, y X
es un catidn, con piridina o con una piridina substituida
en el nicleo (el "reactivo de piridina") en un medio de
reaccidn que contiene disuelto en &1 una sal de mercurio,
de plata o de oro, siendo capaz dicha sal de formar come
plejo con lg parte idn -S-Y y de ionizarse en agus, sien-
do acilado después el compuesto resultante, en el que R2

representa hidrdgeno.
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X puede ser hidrdgeno, un metal alecalinn, azonio
o cmonio cuaternario.

Es de sefialar que los grupos R1 N R2

son relati
venente sin importancia en el procedimiento de acuerdo
con la invencién, teniendo luger la reaccidén sobre el gru

po metileno exociclico.

COMEUESTO3 DE AZUFRE

El compuesto de la férmula (V) puede ser obteni
do por reaccidn de un compuesto de la Férmula:

S
R2-TH 7~

L
. SV OOk

coox

en la que R® y X tienen los significados definidos arriba,
con un nucledfilo que contiene azufre (YSH o una sal del
nismo) o a vartir de un precursor de cefalosporina apro-
piademente substituido, vor ejemple, utilizando el método
de la patente belga N2, 621.452. Los nucledfilos que con-
tienen azufre que pueden ser utilizados, incluyen los des
critos en la patente belga N2. 617.687, es decir tiosulfa
tos, tloles, tloureas, tiocamidas o tiofenoles. De éstos,
ge han obtenido buenos resultados utilizando 2-mercapto—
pirimidinas, por ejemplo, la 2-mercapto~4-metilpirimiding
y tiosulfatos de metales alcalinos. Se utilizan, tembién,
los ditiocarbamatos descritos en la patente belga NE,

637.547 es decir los de la férmula general

6
: R

m . 8. C8.N
~ 1!

T 362,82
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(en la cual M es un metal alcalino o un grupo aménico y
R0 eg un dtomo de hidrégeno o un grupo alifitico, aralifd
tico o arflico, y R! es un grupo alifdtico, aralifdtico o
arilico, o R® v R! forman juntos un grupo divalente), o
los compuestos de la ©£érmula R3. CZ.H o R3.SOZSH, siendo
% azufre u oxigeno y siendo RS un grupo alifdtico, arilo,
aralifdtico, heterociclico o alifdtico substituido por he
terociclico, 0 sales solubles de los mismos. Alternativa-
mente, se pueden utilizar compuestos de la foérmula Ale
0.CO8H o sus sales solubles, siendo Alc un grupo alcohi-
lo.

3e han obtenido resultados particularmente buenos
con nucledfilos de este Wltimo tipo y, especialmente,
con el dcido tiobenzoico y con sus séles de metales alca~
linos, por ejemplo tiobenzoato sédico; compuestos de la

férmulas

H

N
HS. CO / \I (R
N

en la que el grupo HS.CO-~ estd unido en posicidn alfa, be

ta o gomma, preferiblemente alfa o gamma; R4 es un grupo
alcohilo 01 - 04 o un anillo de benceno condensado, y n
es 0y, 1 6 2, ¥y sus sales de metales alcalinos, por ejem~—
plo, deido tibpioolinico y tiopicolinato sbédico; y come

puestos de la férmula:

HS.CO(CHp)p ——f —H— (2",
| N

Q

"o- 36282
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enla quemes 0 6 1 v Q es oxigeno, azufre, NH 0 N-alco-
hilo (Cy - 04) ¥ By v n tienen los significados definidos
arriba, y sus sales de metales alecalinos, por ejemplo,
2=-tilolecarboximetiltiofeno y su sal de sodio. Cuando Q =
I, puede ser necesario proteger el dtomo de hidrdgeno du
rante la preparacidn del tiodcido. En nuestras manos, es—
tos nucledfilos han conducido a elevados rendimientos de
compuesto de la férmula (V).

Los compuestos de la fdérmula (V) se pueden pre~
parar por los métodos genersles descritos en las patentes

belgas N°. 617.687 y 637.547.

GRUPOS ACITO

Mientras que Rr! puede representar un gfupo aci-
lo en términos generales, se pueden utilizar derivados a-
cilicos especificos representativos de alcanoilo, alque-
noilo, alcanoilo substituido, por ejemplo aralcanoilo, ari
loxialcanoilo, S-ariltiosleanoilo y S-aralcohiltioalcanoi
1o, etec. Estos derivados acilicos inecluyen los que tienen
las férmulas gencrales:
(1) R'(CHZ)nCO - en la que R' es fenilo, cicloalcohilo,
fenilo substituido, cicloaleohilo substituido o gruvos O,
N 4 8, on particular heterociclicos monociclicos de 5 4 6
miembros, y n es un entero de 1 a 4. Ejemplos de este gru
1o incluyen fenacetilo, nitrofenilacetilo, fenilpropionilo,

ciclopentil acetilo, tienil=2-acetilo tienil-3-acetilo y

ciclohexilacetilo, y los de las solicitudes espafiolas mi-

meros 298.060 y 298,061,
(i1) On52n*100- donde n es un entero de 2 a 7. EL zrupo

alcohilo puede ser recto o ramificado y, si se desea, pug

. 2
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de estar interrvmpido por un dtomo de oxigeno o de azufre,
o sustituido por uno o mds 4tomos de haldgeno. Ejemplos
de tales grupos incluyen hexanoilo, heptanoilo, octanoilo
y butiltioacetilo.
(4ii) Cpllyy, 400~ donde n es un entero de 2 a 7. El grupo
algquenilo puede ser recto o ramificado y, si se desea,
puede estar interrumpido por un dtomo de oxigeno o de azu
fre. Ejemplos de tales grupos inecluyen acrililo, crotoni-
lo y aliltioacetilo.
(iv) R'O CR"R"'.CO- donde R' tiene el significado defini
do en (i) o es un grupo alcohilo, y R" y R"' son isuales
o diferentes y es cada uno de ellos un dtomo de hidrdgeno
o un grupo alcohilo, arilo o heterocieclico. Un ejemplo de
tal grupo ez el fenoxiacetilo.
(v) R'SCR"R"'.C0~ donde R'y, R" y R"' son como se han de-
finido arriba. Ejemplos de tales grupos tio incluyen S-fe
niltioacetilo, S-clorofeniltiocacetilo y S-bromofeniltioa—~
cetilo.
(vi) R'(CH,),S(CH,),CRR"'.CO~ donde R', R" y R"' son co-
mo se han definido arriba, m es un entero de 1 a 4 ¥y n es
0 6 un entero de 1 a 4. Ejemplos de sste grupo incluyen
beta~benciltioacetilo, benciltiopropionilo y beta~fenetil
tioacetilo. |
(vii) R'CO~ donde R' tiene el significado definido arriba.
Ejemplo de tales grupnos incluyen‘benzoilo, benzoilo sus-
tituido y ciclopentanoilo.

En general, se prefiere que R! sea seleccionado
de los grupos acilo de la seccidn (i).

Debe seiialarse que, si se desea, Rr1 puede ser

alfa~omino-adipoilo, es decir, el grupo acilo de cefalos-

— 8 — ‘ o ': ‘ B :. r‘ . N



10

15

20

porina C o cualquier otro grupo acilo gue contenga un
Zrupo anmino, por cjemplo, los descritos en la patente

belga nimero 635137.

REACTIVOS DE PIRTIDINA

En el procedinmiento de acusrdo con la inven-
cidn, se pueden usar piridinas sustituidas en el micleo,
en lugar de la piridina, y ejenmplos de tales piridinas
sustituidas incluyen alfa-, beta— y gamma~picolina, luti-
dinag, nicotinamida, isonicotinamida, &cido nicotinico y
dcido isonicotinico y sus esteres. Preferiblemente, el
reactivo de piridina no debe contener azufre. Si el gru-
po R! contiene un 4tomo de azufre o de halégeno, el reac—
tivo de »piridina wuede atacar, también, al grupo Rl.

Lg naturaleza precisa del reactivo de piridina
dependerd de la naturaleza del producto final y de sus
propledades antibacterianas concurrentes. Por ejemplo, cl
reactivo de piridina puede ser piridina misma o uno que

tenga la formulas

— /(%)

an la que R’ es alcohilo inferior, carbamoilo, N-monoalco
hilo inferior-carbamoilo, N,N-dialecohilo inferior-carba~
moilo, alcoxi inferior-carbonilo, hidroxialcohilo infew
rior, M~(hidroxi-alcohilo inferior)-carbamoilo o alecohilo
inferior-carbamoilo, y p es 1, 2 6 3. Los términos "alco-

hilo inferior" y "alcoxi inferior" indican grupos que con

-9 - o .
. . ,
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tienen de 1 8 6 y, preferiblemente, de 1 a 2 4tomos de capr

bono. Ia molécula de piridina puede estar sustituida con

. . 5
dos o mis especies diferentes del grupo R .

SALES METALICAS

Se pueden utilizar sales de plata, mercurio u

oro. Se prefiere utilizar, en varticular, seles merciricas

(Hg**). Ls eficacia de la reaoccidn depende, tambidn, de

otros factores incluidos la naturaleza del anidn de la

sal, el tipo de cationes que ésta produce en sclueiln acug

sa, y la solubilidad de la sal en agua.

La sal metdlica es, ventajosamente, ung de la

férmula HgD, o HgD, que proporciona cationes Hg*+ v/0

1 R . .
HgD™, preferiblemente el primero, en solucidn acuosa,

siendo D~ un anidn débilmente nucleofilico; una sal de ag

cidn semejante HgnEo de mercurio con un anién divalente o

polivalente, en la que E es un anidén n-valente, siendo n

2 6 mayor, o una sal de la férmula Ag F, donde T es un

anidn m-valente de una naturaleza débilmente nucleofilica,

y m es 1 4 mayor.

ElL anidn de la sal debe ser sustancislmente no

oxidante pera el compuesto (V) y, especialmente, vara la

parte -S-Y, en las condiciones de la reaccidn y,

preferi-

blemente, debe ser un anidn de un dcido fuerte, es decir,

un dcido que tienc un valor pKa en solucidn acuosa infe-

rior a 2, para facilitar la Fformacidn de los cationes de—

seados.

Las propiedades nucleofilicas del anidn pueden

competir con las del nuclelfilo elegido; por lo tanto, es

conveniente que el anidn tenga una constante nucleofilica

- 10 -
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inferior a la del idn acetato para el desplazamiento nu~
cleofilico habitual en una operacidn en medios acuosos en
un centro de carbono tetraddrico (véase, por ejemplo, la
"Phygical Organic Chemistry" de Hine, de MeGraw-Hill,
1962, pdginas 159-161). Ias sales merciricas con aniones
de constante mucledfilice inferior a la del acetato favo-
recen, generalmente, las remcciones rapidas del tipo re-
querido. La solubilidad de la sal en agua es, también, un
factor importente: el sulfato mercirico da aniones en
agua con una constante nucleofflica ligeramente inferior
a la del acetato, pero es menos soluble en agna gue el
acetato mercirico, y se ha descublerto que es inferior
conmo activador en el desplazamiento de la parte de tioben
zoilo. Ias sales mercuricas y de plata con los atributos
deseritos arriba incluyen perclorato, nitrato, trifluvorog
cetato y tetrafluoroborato. EL perclorato mercurioso po-
see, también, las propiedades deseadas.

Ia sal metdlica debe ser utilizada en una canti
dad equivalente por lo menos al compuesto de la férmula
(V), v, convenientemente, se utiliza en un exceso de va-
rias veces, por ejemplo, de 2 a 5 equivalentes.

En luger de utilizar la sal metdlica y el com-
puesto de la Férmula (V), se puede ntilizar una sal de
un metal apropisdo con el compuesto de la fdrmula (V),
nor ejempld, la sal de plata, y ésta puede ser preforma-—
da o formada in situ en la mezcla de roaccidn.

Corto los reactivos de piridina reaccionan con
las sales metdlicas para formor complejos bien definidos,
estos complejos pueden ser utilizados en lugar de las sa-

les metdlicas simples. Por ejemplo, la piridina y el per-

-1l - . .
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clorato mercirico reaccionan en agna pare formar un con-

puesto que tienme probablemente la estructura:

> L

/ N\ 7\

N e Hg —— H

Lk

(0104)2

. o
El uso de tales complejos puede ser ventajoso en luvar

de sales metdlicas simples, cuando estas dltimas son aptas
para descoriponerse en solucidn acuosa,permitiendo asi con

trolar la concentracidn de idn metdlico con mds exactitud.

COHDICIONES DE REACCION

(i) EN MEDIO AGCUOSO

En general, se prefiecre utilizer agua como ne-
dio de reaccidn aunque el agua puéde entrar en reaccidn y
competir como nuclebéfilo con el reactivo de piridina. Aun
gque la reaccidén puede ser conducide en condiciones no
acuosas con un éxito razonable, los rendimientos totales
mejores, slendo constantes otrog factores, parecen ser ob
tenidos cuando se utiliza asua como medio de reaccidn,
presumiblemente porgue esto facilits la formacidn de los
cationes deseados de las seles metdlicas, los cuales a
su vez parccen ser esenciales para el éxito de la reac-
cibn. El sgua puede ser afiadida & los otros reaccionantes
bien sea en el contenido de una solucidn acuosa del reac-
tivo de piridine o de la sal metdlica. Si el reactivo de
piridina es de baja solubilidad en agpa, se pueden usar
disolventes orgdnicos miscibles con agua para mejorar la
solubilidad. Ia reaccidn se efectia, preferiblemente, a

una temperatura en el margen de 20 & 1009C, siendo parti-~

- 12 -
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cularmente eficaz el margen de 35 a T70¢C. Ia reaceibn pue
de ser efectuada, en general, enVun tiempo més corto del
que es posible en el reemplazamiento directo del grupo a-
cetato. Esto reduce el efecto destructivo del reactivo de
piridina sobre el producto requerido.

El curso de la reaccidn puede ser seguido me-
diante electroforesis sobre papel. Los compuestos de la
férmula (IV) son, normalmente, betainas. Sin embarso, se
comporian como bases débiles durante la adicidn de un pro
tén a pH 1,9, de tal manera que pueden ser separados de
lag mezclas crudas vor electroforssis sobre papel. ILas
fraceiones se delectan como manchas oscuras cuando se cxa
ning el papel bajo la luz ultravioleta; la zona puede ser
separada, irrigada con agua, y determinada la cantidad de
betains vor absorcidn ultravioleta de la solueibn acuosa.

1 en la férmula (IV) es tienilacetilo,

Por ejemplo, si R
entonces la relacién de la densidad Sptica a 240 milimi-
eras con respecto a la densidad dptica a 255 milimicras
es una guia de la pureza de la fraccidn: para esta betal-
na particular la relacidn debe ser de 1,09:1 y la Ei%cm
384 a 240 milimicras y 351 a 255 milimicras.

Completada la reaccidn, el producto contiene
una sal del resto de la parte -S~Y que puede ser separa-
da por filtracidn. Cualesquiera iones metdlicos remanen—
tes pueden ser eliminados por precipitacidén (por ejemplo

cono sulfuros, por medio de H,.S8). Tos productos finales

2
desendos son solubles en agua y pueden ser liberados de
impurezas 4eidas por percolacidn a través de una resins
cambiadora de aniones. Los eluatos acuosos pueden ser con

centrados seguidamente por secado por congelacidn, y el

n e Qf
- 13 - 3@2",&5%3
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residuo purificado por cristalizacidn.

(ii) BN MEDIO KO ACUOSO

En vista del hecho de gue las sales de mercurio,
de plata o de oro son necesarias para el éxito de la reag
cidn y, también, porgue cstas sales parecen funcionar
idnicamente, es sorprendente encontrar que la reaceidn
puede ser efectuads en medios orginicos substancialmente
no acuososg, independientemente del grado de polaridad de
estos Ultimos, siendo en general las condiciones de la
reaccidn y los reactivos diferentes de los descritos arri
ba. La reacciln puede ser efectuada, sin embargzo, a cual-
quier temperature hasta el punto de ebullicidn de la mezcla
de reaccldn, compatible con la estabilidad.de los reacti-
vos. El curso de la reaceidn puede ser sezuido, también,
electroforéticamente como se ha descrito arriba.

Los medios que pueden ger utilizados incluyen
nitrilos de dcidos alcanoicos inferiores, por ejemplo ace
tonitrilo o propionitrilo; hidrocarburos halogenedos, por
sjemplo cloruro de metileno, tetracloruro de carbono, clg
roformo, dicloruro de etileno o percloroetileno; nitroal—
canos inferiores, por ejemplo nitrometano; compuestos ni-
troaromdticos, por ejemplo nitrobenceno; &teres ciclicos,
por cjemplo dioxano o tetrahidrofursno; amides ds la £ér-
mula general R6.CO.NR7.R8, donde R® es un dtomo de hidrd-
geno o un grupo alcohilo que contiene de 1 a 5 dtomos de
carbono y RY ¥y RS, que pueden ser iguales o diferentes,
son cada uno de ellos un gtomo de hidrdgeno o un grupo
alcohilo que contiene de 1 a 5 4tomos de carbono, o, al-

ternativamente, R/ v R® formen juntos un grupo alifdtico

- 14 - 3@}2‘»2
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divalente que, junto con el 4tomo de nitrdgeno adyacente,
forma un anillo heterociclico, Ejemplos de amidas de este
tipo son la H,H~dimetilformamida, lg N,N-dietilformemida,
la Nyl-dimetilacetamide, la formamida y la Ne-metilformemi
de. Otros disolventes que pueden ser utilizados incluyen
H-aleohilo inferior-pirrolidonas, por ejemplo la N-metil—
pirrolidons, y sulfdxidos de di~alcohilo inferior, por
ejemplo el sulféxide de dimetilo (aunque este Ultimo for=
na mezclas ecxposivas con el perclorato mercirico).

Tos reactivos de piridina en si, pueden ser uti
lizados como medio de reaccidn siempre que sean liguidos
a la temperatura de la reaccidn.

El medio de reacciln no necesita ger liquido a
la temperatura ambiente. Se pueden utilizar sdélidos, por
ejemplo la formamida, en tanto sean liquidos a la tempera
tura de reaccidn.

Log complejos de reactivos de piridina y sales
metdlicas pueden ser utilizados con ventaja en los medios
no acuosos, debido a su solubilidad en ellos generalmente
mejorada.

En la prdctica, el compuesto (V) puede ser disuel
t0 0 suspendido en el medio elegido que contienc reactivo
de piridina, preferiblemente en exceso para la reaccidn:
gezneralmente, es satlisfactoria una mezcla l:1 de reactivo
de piridina y del medio elegido. Se aflade una sal (por
ejemnlo perclorato merclirico); una relacidén de dos equiva
lentes moleculares para uno del compuesto (II) es satis—
factoria y, generalmente, es aconsejable mantener esta re
lacién mor debajo de 6:1. La reaccidn puede ser realizada

g unos 509,

- 15 - 3@2082



£ $3 ]

10

15

20

25

30

Con la relacidn de 2:1 mencionada arriba, se pre
cipita la mayor parte del mercurio, pudiéndose evitar las
ctapas adicionales (por ejemplo el paso de sulfuro de hi-
drdgeno) para su eliminascidn. Se puede extraer con agua
el derivado de piridinio en un estado bastanite puro, y ol
exceso de reactivo de vpiridina se elimina mediante una
nueve oxtraccidn, por ejemplo con dicloruro de metileno.
Tas impurezas idénicas pueden ser eliminadas de la fase
acuosa con cambiadores adecuados; la evaporacidén deja en—
tonces la betaing como residuo, o blen se puede precipitar
ésta en forma de sal mediante la adicidn de un deido, por
ejemplo dcido nitrico o percldrico, como se describe en
la solicitud britdniea No. 43.441/63.

Con el fin de que pueda ser bien entendida la
invencidn, se dan los siguientes ejemplos a titulo de ilug
tracidén Unicamente. En los ejemplos, los compuestos son

nombrados con referencia a la substancia cefam, a saber:

Preparaciones 1-11a

Preparacidn de tiodcidos y de sus sales sbdicas

Método A A partir de los cloruros de decido nor el método

deserito para el 4cido tiobenzmoico (Organic Synthesis,
1952, 32, 101); 4cido tioanisico (Block y Bergmann, Ber.
1920, 53, 975); 4cido para~nitrotiobenzoico (XKhaletskii y

Yanovitskaya, J, Gen, Chem, USSR., 1949, 19, 11935 C. 4.




1950, 44, 2952); deido 2-tiofuroico (Patton, J. Amer.

Chem. Socey 1949, 71, 3571) dcido tionicotinico (Bohm ¥
liichalolki, Roczniki Chem, 1954, 28, 501).

Método B A partir del anhidrido mixto con cloroformiato
de etilo como se describe por Cronyn y Jui. (J. Amer. _
Chem. Soc., 1952, T4, 4726).

Ias propiedades de los tiodeidos o de sus sales

se resumen en la Tabla I.
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Prevaracidn 12

Acido 3-picolinoiltiometil-T-(2'~tienilacetamido )mcelfe3-

=gli=4=-0ic0

(a)  Se aisolvid deido tiopiecolimico (13,9 g, 100 mi
limoles) en agua (250 ml) que contenia bicarbonato sddico
(844 g, 100 milimoles) y la solucidn résultante se afiadid
a T-2'-tlenilacetemidocefalosporanato de sodio (20,9 g)
en agua (250 ml). Ia solucidn fue czlentada a 502 dursnte
29 horas bajo nitrégeno. Ia mezcls se enfrid ¥ el sdlido
grisiceo se recogid por filtracidn y se secd para dar la
sal de sodio cruda (11,6 g, 46,7%). Gste material fue agi
tado en una mezcla de acetona (290 ml) y agua (290 ml)
con acetato de etilo (500 ml) y acidificado con decido
clorhidrico 2N (12,5 ml). La capa acuosa (pH aproximado
2) se volvid & extraer con acetato de etilo (2 x 250 ml).
Los extractos reunidos fueron lavados svucesivamente con
cloruro sédico al 10% (250 ml) y agua (2 x 250 ml), y se
secaron (Ha2SO4). Ia evaporacidén hasta 50 ml aproximada-
mente dio un s6lido cristalino blanco (10,44 g, 43,9%),
[ elfa / %8 - 78,62 (¢ 0,85 en dioxano), )\ mnaw. (HZO)
274~-276 Ly ( €l7.500) y 232 npm (21.700). (Encontredo:

¢, 50,8; H, 3,65. Cooth7N3058, requiere C, 50,5; H, 3,63).

573

Bste material proporciond espectros satisfactorios infra-
rrojo y de resonancia magnética de protones presentd sola
nente una menchs cuando se sometid a cromatografis sobre
papel son un sistema de acetato de etilo: n~butanol : ace
tato sbdico 0,1M (ph 5,0) (8:1:8), con papel Whatman Ne 1
temponado con acetato sddico 0,11 a pH 5,0.

Se obtuvieron rendimientos de 59 a 63% realizan

do la reaccibén a un pH mds bajo, por cjemplo de 4,5 a 5.

. . - . gﬁ,éf,ﬂ
- 19 - CLB -~ SPE I PO 2:-2
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Bn estos ejemplos se afiadid decido fosfdrico 1enﬁaﬁente a
1a mezcla de reaccidn (que contenis fosfato disédico)
hagte que se aleanzd el pH requerido.

Se pueden obtener rendimientos todavia mds ele-
vados operando g ung temperatura mis alta y durante un
tiempo mds corbo que anteriormente y, tombidn, operando a
un pH de 3,6 2 4,6, siendo el pH natural obtenido utlli-
zendo una solucidn de deido tiopicolinico con 7-(2'-tieni
lacetamido)-cefalosporanato sédico. Bsto se demuestra en
la preparacidn 12(b).

(b) Se disolvidé dcido tiopicolinico (6!'8 g) en agua
(150 m1) a 752, con agitacidn. Se afiadid 7-(2'=tienilace-
tamido )-cefalosporanato sddico (9,93 g) y se agitd la mez
cla, (pH = 3,6) a 759 durante dos horas. La suspensién eg-
pesa (pH = 4,6) fue enfriada, agitada a 52 durante una
hora v, seguidomente, filtrada. El sélido humedo fue di-
suelto en una mezcla de acetona (240 ml) y asua (80 ml) a
402, v ge afladid dcido clorhidrico concentrado (8,5 ml).

Se afiadid lentamente agua (400 ml) y se enfrié
la mezcla hasta 5%, se agitd durante dos horas, y se fil-
tré. Io torta de filtracidn fue lavada con agua (25 ml)

Y secada a 402 durante la noche, bajo vacio. El rendimien
t0 de dcido 3-picolinoil-tiometil-7-(2'-tienilacetamido)-
cef-3~em—4~oico fue del 83,54 de la teoria (9,42 g),
[~alfa;7D - 79,82 (cy 0,8 en dioxano).

Los resultsdos de la preparacidn 12(a) y de las
preparaciones posteriores de los compuestos de la férmula
(v) (&1 = tienil-2-acetilo) efectuadas de manera similar,

8¢ resumen en la Tabla Ila y IIbh.
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HOTAS SODRE LAS TADLAS ITa y ITb

Hétodos de aislamiento:

A

td

&

RN

Sslcs de sodlo insolubles formadas y purificadas co
mo tales o convertidas en el dcido libre como en el
cjemplo.

llejores rendimientos obtenidos realizendo el despla
zamiento nueleofilico a pH 5,0.

Purificado por la via de la sal de ciclohexilamina.
lezela de reaccidn cruda acidificada y purificada
como deido libre.

Aproximademente un 50% del producto aislado fue pre
eipitado durante la reaccidn o por enfriamiento has
ta 02 al Tinal de la reaccidn. Bl resto fue alslado
por acidificaciln de las aguas madres, y purificado
por reprecipitacibn con dcido desde solucidn neutra
v, Tinalmente, en disolventes orgénicos mediante la
adicion de agua.

Las rotacionss dpticas son para dioxeno (c, 1%), a

excepeidn de para la sal gldica 16, la cual fue de-

ferminada en BHOH-H,0 (2:1), la sal de sodio 23 y

los 4cidos 18, 24, 29 y 30 determinadas en sulfdxi-
do de dimetilo, y la sal de potasio 25, determinada
en acetona—agua (1:1).

Tas absorciones ultravioleta son para las soluciounes
en tampon Jde fosfato 0,1 molar ajustadas a pH 6,0,

a excepcidn de para el compuesto 12, que fue deter-
ninada en agua y pare los compuestos 18 y 21 que
fueron determinadas en etanol.

Tos espectros infrarrojos (en nujol) y los espectros

\ T s s
de resonancia magnetica de protones (en piridina)

'
- .
[ LN
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de cada uno de los compuestos, fueron concordantes

con la estructurs indicada.

Compuestos del %ipo

l “._. i -CONH-—-—--_—-‘/S\.

5~ 2
N~
0 CHy-S-Y

3

002X

de las Tablas ITa y ITb fueron sometidos a reaccidn favo-
recida por compuestos merciricos en un medio de agua~piri
dina (1:1 en volumen) a 502 conforme a las linees genera-
les descritas en el Ejemple 23. Los resvultados se indican

en la Tabla IIT.
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Ejemplo 23

N-(7=2'=tienilacetamidocef~3~cm~3=ilmetil ) piridinio~d—car—

boxilato a partir de dcido 3-benzoiltiometil-T-(2'-tienila~

cetamido )—cef-3—em~4~0ico, utilizando perclorato mercdri-

0.

Se disolvid el tiobenzoato (9,492 g) en piridi-
na (100 ml) a 512, y se afiadleron sucesivamente agua (25
ml), solucidn de perelorato mercirico (50 ml) / preparada
suspendiendo 6xido mercirico amarillo (0,25 moles) en
agua (100 ml) y afiadiendo dcido perclérico (0,52 moles),
agitando y £filtrando, y completando hasta 250 ml con
asua_/ (25 ml), agitendo (se empezd a formar un precipita
do negro en el egpacio de unos minutos). Ia reaccién conm-
tinud durante 25 minutos y entonces se trasladé el matraz
a un evaporador rotatorio y se evapord la mezcla (a la
trompa de agua) a 50-532 durante 20 minutos. Se efiadid
agua (150 ml) y se hizo pasar sulfuro de hidrdgeno por la
suspensién durante 20 minutos. La suspensién negra fue irang
ferids a la perte alta de una columna (diémeﬁro interior
5,4 cm) gque contenia una mezcla Intima de Dowex—1 (OAc )
(150 ml) y Deacidite FFP (0Ac™) (150 ml) sobre Zeo-karb
226 SRC 47 (H%) (50 mL) (todas las resinas de una aberiu-
ra de malla de 149-74 micras). La elucidn con agua dio
1560 1l que fueron secados por congelacidn para dar un
261lido crema. Le clucidn adicional con agua dlo 220 ml,
que fueron filtrados y concentrados hasta 25 ml por evapo
raciln rotatoria a 302 ¥, sezuidamente, utilizados pars
disolver el material secado por congelacidn. Ia solucidn
resultonte fue filtrada y tratada con 4cido nitrico (peso

especifico 1,42; 1,0 ml) con agitacibn. Al cabo de 2 horas

P
vl o d
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a 52 se recogid el precivitado de color ante por filtra~
cidn ¥ se secd sobre P205 a la temperatura embiente y a
0,5 m de presidn para obtener la sal de Acido nitrico
(5.902 g, 61,6%), \max. (H,0) 240 m/u (Ejl_c’r{’Cm 329) ¥ 255
m (Ei%cm 300). La eveporacidn del filtrado hasta 5 ml
aproximadanente, dioc una sesunda tanda (0,052 g, 0,Gh),y
A\ max. (Hzo) 240 (Ef‘”om 309) ¥ 255 mom (E]:E""som 283).

Ta sal de deido nitrico (5,742 g, 12 milimoles)
fue suspendida en agua (20 ml) y tratada, gota a gota,
con amoniaco (peso especifico 0,88) con azitecibén hasia
que se disolvid justemente el sélido (pH 4,0). Ie solucibn
parda resvltante fue diluida haste 45 ml con asua v se hi
zo paser hacia abajo por una columna (diémetro.interior
2,1 ci) que contenie una mezcla intima de Dowex-1 (OAcT)
(15 ml) y Deacidite FF (OAc™) (15 ml) sobre Zeo-Karb 226
SRC 47 (H") (30 ml) sobre Descidite FF (OAc™) (15 ml). Ia
elucidn con agua did 568 ml cuando la rotacidn del.eluato
ers despreciable. Bste fue secado por congelacidn vara
dar un sblido blanco que fue triturado con metanol geco
(45 ml) para dar ¢l derivado de piridinio (4,436 g, 89,235
recuperado), /alfa/D + 47,89 (¢, 1.125 en Hao), N nex.
(1,0) 240 (B}%  380) 7 N inf. 255 mpu (E}"  348).

Ia Tabla IV muestra rendimientos de N-(7-2'w
tienil-acetamido~cef-3~emn~3-ilmetil )piridinio-4-carboxily
t0 a partir de dcido 3-benzoiltiometil-T7-(2'-tienilacetam
nido)ecef-3~em-4~0ico a 502 en piridins acuosa al 50% (vo-

lunen/volumen) en presencis de diversas sales metdlicas.




60°T Gg AN SBIOY G=€ 0°2 Am 9000 )71
- 0PBWIOT oUnFUTY 0°2 A Lmomv mwm

€T T 09 8BI0Y €-G°2 0°2 ¢(t20000)8H

TT°T 0" VL “uTH G2 G2 ¢("ot0)em

0T"T a6 w GL°0 0°T S(Yo10)%m

TT°T V1€ W 7T 02 S (1108 )8t

LO°T 6°€T sBI0Y ¥ 0°2 Cagsy

OWTXBU 0%
‘A°D o ~U2 LWL PUSI un 01BOZUSCOTS ©p SOTOU
UQTOBToY ‘oS TWLIPUSY vaxed odusTy /I0PezT{BeLe0 9P SOTO BPBITITLIN T8

AT VIdYdD




10

15

20

25

30

Ejemplo 24

Preparacidn de H-(7-2'~tienilacetamidocef=3~en-3-ilmetil)

=piridinio-4-carboxilato & partir de 2"-(7-2'-tisnil-ace-

temido=d=carboxicef=3=-cm-3-ilmetiltio )4 "-metilpirinidina.

El derivado de mercapto pirimidina (4,98 g) fue
disuelto en piridina (40 ml) a 518; se afiadid rdpidemente
une solueidén de acetato mercirico (7,70 g, 2,25 equiv.)
en piridins acuosa (25 ml + 10 ml) y se redujo por lavado
con asua (25 ml). DIa solucidn se oscurecid rdpidesmente y,
eventualmente, empezd una precipitacidén de un sblido ne-
sro y fino.

Ls mezcla fue agitada vigorosamente durante una
hora, y entonces se trasladd el matraz s un evaporador ro
tatorio ¥y se eliminaron los disolventes bajo presida redu
cida a 509, durante 25 minutos. Se afiadidé asua (10 ml) ¥y
se volvid a evaporar durante otros 10 mimutos.

El residuo fue puesto en suspensidén con asus.
(50 m1) y se tratd con sulfuro de hidrdseno durante 15 a
20 minutos. La suspensidn negre fue trasladada cuidadosa-
nente hasta la parte alta de una columna de resina cambia
dora de iones de lechos miltiples, que comprendia lechos
de Zeo-Karb 226 SRC 47 (H') (25 ml), Dowex-1 (OAc™) (50
ml) y Deacidite FF (OAc ) (50 ml) (todas de una abertura
de malla de 149-T4 micras) rellenada en himedo en este or
den con cada uno de los lechos separado vor papel de fil-
tro. La elucidn con azua did un eluato amarillo gue fue
secado por congelacidn hasta un sdélido amarillo.

Por tratamiento con agua (20 ml sproximadamente)
este sb6lido fue disuelto s6lo parcialmente, dejando un re

siduo emarillo pdlido (0,8 g) (que subsigzuientemente se
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demostrd que era 2-mercapto-i-metilpirimidina por électrg
foregis, cromatografia, y espectros U.V. e I.R.). Este
fue eliminado por filtracidn y la solueidn de color naran
ja fue tratada con dcido nitrico concentrado (0,8 ml, pe-
80 especifico 1,42), con agitacidén. Después de ser en-
friado & 02 se raecogzid por filtracién el nitrato de piri-
dinio precipitado y se secd sobri Py05 & vaoio (2,73 g;
53,3%), Amax. (H0) 240 mpu (57, 315), 255 mpm (87"
282).

El nitrato (1,0 g) fue suspendido en acetona
acuosa (25 ml) y neutralizado con solucidn de amoniaco 2.
Se elimind por filtracidn un residuc amarillo sueio y la
solucidn amarillo pdlido resultante fue aplicads a una co
lumna (10 ml) de Dowex-1 (0Ac™) (abertura de malla 149-T4
micras) y elufda con agua. Los eluatos casi incoloros fue
ron recogidos y secados por congelacidn en tandas. La tri
turacidn de los sbélidos secados por congelacidn con meta-
nol dio unos »olvos blancos (siendo retenido por el meta-
nol una pequeila cantidad de oolof amarillo) (0,75 g 8T
de recuperacidn; rendimiento total 46,4%). Los datos U.V.
sobre la muestra menos pura (primera fraccidn): )\ max.
(1,0) 240 (% 365) y N (inflexién) 255 mpm (EL°_ 333).

La Tabla V contiene los resultados de experimen
tos similares en los cuales se ha convertido 2"-(7-2'-tig
nilacetanido=d=carboxi=cef-3=en=-3-ilmetiltio )=4 "-metilpi-
rimidina en Me(7-2'-tienilacetamidocef-3~em-3-ilmetil )pi~
ridinio~4~carboxilate en presencia de diversas sales mer-

ro.
curiceas.
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N (7=2!=tienilacetamidocef—3-cm=3=ilmetil )piridinio~d—car

boxilato, por via de S-(7-2'-tienilacetamidocef—3-em—3—~

ilmetil)tiosulfato, a partir de 7~(2'-tienilacetamido)ce~

falosporanato de sodio.

Se disolvié 7~(2'~tienilacetamido)cefalosporana
to de sodio (4,18 g: 10 milimoles) en ague (28 ml) y dio
una solucidn transparente, pH 5,8. A 8sta se afiadid tio-
sulfato sddico pentahidrato (2,73 g : 11 milimoles) en
agua (7 ml) y la mezcla se ajustd hasta 60 ml antes de
ger trasladada a un recipiente a 902. Se puede utilizar
tiosulfato amdnico en lugar de la sal de sodio. Ia reac—
cidn fue realizada a esta temperatura durante 30 minutos,
con agitacidn vigorosa, bajo nitrdgeno; o bien la reaccién
puede ser reelizada a 379 dursnte 64 horas, o a 502 duran
te 40 horag. Ia solucidn fue enfriada seguidamente hasta
272 y se afladid piridina (80 ml); se afladil gota a gote,
con agitacidn, solucidn de perclorato mercirico (22 ml
de solucidn M : 22 milimoles) (o se puede utilizar una 80
lucidn 411) de tal manera que la temperatura no excedid de
los 252, Ia adicibn requirid 7 minutos y la mezcle fue
agltada durante 53 minutos mds a 2523 en otras reacciones
esta etapa fue realizada en 25 minutos a 509,

Ia solucidn verde fue enfriade hasta ~/ 102 en
hielo y se tratd con sulfuro de hidrdgeno durante 7 minu-
tos. El sulfuro mercirico precipitado fue separado sobre
un lecho de tierra de diatomeas y se lavd a fondo con
agua; el filtrado fue extraldo con Amberlite LA~1 (40 ml)
en benceno (100 ml), Amberlite LA=1 (20 ml) en benceno
(50 ml) y con cloruro de metileno (2 x 100 wl) (TA repre-

oo 302682
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sents cembiador de aniones liquido). Los extractos«;rgéﬁi
cos fueron extraidos de nuevo con agna (50 ml). Ias solu-
ciones acuosas reunidas fueron evaporadas en evaporador
rotatorio a 302 durante media hora para eliminar los di-
solventes orginicos disueltos, antes de ser trasladadas a
una columna consistente en alumina deida de Yoelm (25 ml)
sobre Dowex—1 (forma de acetato) (50 ml), sobre Zeo-Karb
226 (forma de hidrdgeno) (10 ml). La elucidn con agua se
realizd hasta que la rotacidn (tubo de 1 dm) fue inferior
a 0,022;5 el eluato total fue secado entounces nor congela—
cidn.

El residuo fue disuelto en aguwa (40 nml) y trata
do con Acido nitrico (decido nitrico concentrado : agua en
proporcién 1:1) hasta que el pH disminuydé hasta 1,5. Ia
mezela fue enfriada hasta 02 durante 1 hora, después de
lo cual se separd el nitrhidrato por filiracidn, y se la~
vd con agua. Bl producto fue sccado a vacio sobre P,05.
Se obtuvo una segunds tanda de producto a partir de las
aguas madres. Rendimiento: 2,12 g (4,5%), )\(inflexién)
238-240 m (Ei%cm 320),)\1n&x. 255 mm (Ei%cm 289),
[falfa_7%3 4 402, (tampdn de fosfato de pH 6 : €=0,98).
Este producto puede ser aislado también por el método
descrito en el Ejemplo 23 para el tlobenzoato.

Una muestrs del nitrhidrato anterior (1 g) fue
suspendida en agua (10 ml) y llevada a soluecidn elevando
el pHE haste 5,0 con solucidn de amoniaco 7,5 N. La mez-
cla fue eluida desde una columns (15 ml) Dowex-1 (ciclo
de acetato), hasta que la rotacidn del eluato fue <0,02°
(tubo 1 dm). El eluato fue secado por congelacidn y el

residuo precipitado en metanol (20 ml) para der un sdélido
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blanco (0,775 g : 90% a partir del nitrhidraﬁo),ﬂ)\(inflg
. 2 1% %
s / T /
xidn) 2423m/u ( T om 372)s N\ max. 255 nu (Ei om 341),
Zfalfa_7b =4 47,52 (agua, 0=0,965). Rendimiento total =
4.0%.

. Ejemplo 26

(a) Acildo 3~benzoiltiometil-7-—(2'-tienilacetamido)cef—3—

—em-4-01c0.

Se calentaron juntos a 902, con agitacién, duran
te 1 hora, 7-(2'-tienilacetamido)cefalosporanato de sodio
(4,27 kg), solucidn de tiobenzoato sbédico (40% peso/volu~
men; 5,35 litros), ortofosfato de dihidrdgenc y sodio di-
hidrato (1,88 kg), dcido ortofosférico (7,27 ml) y agua
(27,8 litros). E1 pH controlado de la mezcla de reaccidn
fue de 4,5 al principio, subiendo hasta 5,2 al final de
la reaccidn. La mezcla de reaccidn fue enfriada hasta 102
durante 30 minutos y el 3-(benzoiltiometil)~7-(2'~tienila
cetamido )cef-3~em~4—0ato de sodio cristalino fue separado
por filtracidn.

El producto crudo fue disuelto en una mezcla de
acetona (125 litros) y agua (125 litros) a 352, y se agi~
t4 mientras se afiadia lentamente deido clorhidrico concen
trado (3,5 litros) y la mezcla se enfrié hasta -52 duran~
te la noche. El material cristalino fue separado por fil-
tracidn, lavado con agua y secado a 402 dursnte la noche
o vaclo, para dar dcido 3~benzoiltiometil~T7-(2'-tienilace
%smido)cef—}em—dr—oico (4,047 kg, 83,5%), [alfa 7 - 1318
(¢, 1 en dioxano), A max. 237-238, 272-275 m/u (E%%em

481 y 372 respectivamente), identificado por su espectro

infrarrojo.

T 3o2us”
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d—carboxilato.

El tiobenzoato (23,73 g) fue disuelto en piridi
na (125 nl) y la solucidn resultante fue calentada hasta
512. Se afiadid solucidn de perclorsto mercirico (125 ml)
/ preparada por suspensidn de dxido mercirico amarillo
(54,15 g, 0,25 moles) en agua (100 ml), afiadiendo dcido
percldrico (Peso especifico 1,543 55,5 ml; 0,52 moles),
agitando, f£iltrando y completando hasta 250 ml con aguai7
vy la mezcla se agltdé hasta 512 dursnte 50 minutos. Ia
mezcla fue enfriada hasta 02, se afiadid 4cido tiobenzoico
(50 ml), y se continud la agitecidn durante 10 minutos.
Ia solucién fue filtrada a través de un lecho de tierrs
de diatomeas, y extrafda sucesivamente con benceno (300
ml), con una solucidn de cambiador de aniones Amberlite
TA 2 (150 ml) en benceno (300 ml), con una solucidn de
LA 2 (50 ml) en benceno (100 ml) y con benceno (100 ml).
El precipitado fue lavado con agua (2 x 100 ml) y los 1a
vados se ubilizaron pars extraer de nuevo las capas orgd-
nicas por dos veces.

La solucidn y los nuevos extractos fueron tras—
ladados sucesivamente a la parte alta de una columna (dig
metro interior 6,5 cm) que contenia alumina (decido de
Woelm. actividad 1, iSO ml) sobre Zeo-Karb 226 SRC 43
(H%) (25 m1) (abertura de malla 149-74 micras) sobre ali-
mina (fecido de Woelm, activided 1, 150 ml), sobre Sephadex
CM C~25 (medio) (H%) (25 ml). Ia elucidn con agus hasta
que el efluente tenfa alfs = 0,082 (tubo 1 dm) dio 950
ml, que fueron tratados con deido nitrico 4 N (125 ml),

manteniéndolos seguidamente a 02 durante 2 horas. El pre-
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cipitado eristalino fue separado por filtracidn, lavado
con agua (25 ml) y acetona (300 ml) y secado a vacio a 409
durante 3 horas para dar la sal nitrhidrato (15,63 g
(15,63 gy 65,4%), [ elfa /) (tampén de fosfato pH 7) +
242,32 (¢ 1,20), A max. (tampén pH 7) 239 m /0 (Ei%cm 321),
>\inf. 255 m (Ei%cm 294), agua (Karl Fischer) 2,7%, con

tenido de mercurio {:10 partes por millén.

Ta sal nitrhidrato (9,561 g, 20 milimoles) fue
suspendida en agua (66,0 ml) y agitada con una solucidn de
Amberlité T4 2 (10,0 ml) en éter de petrdleo (punto de eby
1licidn 40-602; 60 ml). La capa acuosa fue extraida exclp
sivamente con IA 2 (2 ml) en éter de petrdleo (25 ml),
con LA 2 (2 ml) en éter de petrdleo (25 ml) y con éter de
petrdleo (2 x 25 ml). Las capas organicas fueron extraidas
de nuevo sucesivamente con agna (20 ml y 10 ml) y la so-
lueidn y los extractos se hicieron descender por una co~
lumna de resina Dowex—1 (forma OAc; 18 ml, abertura de ma
1la 149~74 micras), sobre Sephadex CM C-25 (medio) (18 ml).
Ia elucidén con agua dio 170 ml cuando la rotacidén del
eluato era despreciable. Esta solucidn fue secada por con
gelacidén para dar un sélido blanco, que fue triturado con
metenol seco (90 ml), manteniéndolo seguidamenie a 09 du-
rente dos horas. Bl sdlido fue separado por filtracién, lg
vado con metanol (40 ml) y secado a vacio durante la no-
che a la temperatura ambiente para dar el derivado de pi-
ridinio (7'304 g, 881'0% de rendimiento), [_alfa;ZD 1 48112
(¢, 1'03 Hy0), )\lnéx. (H,0) 239 m/m (Ei%cm 383), )\inf.
255 mm (E%%cm 352), humedad (XKarl Fischer), 0'7%, contg
nido de mercurio <10 p.p.m., color Lovibond (solucidn al

10%, celda de 2 ecm) 0'8Y, 0'2R.
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Biemplo 27(8)

Acido 3-benmoiltiometil-7=(2'~tienilacetanido)-cef~3=em-4

~0ico

Se disolvieron en agua (125 ml) dcido 7-tienilg
cetamidocefalospordnico (4,975 g 12,5 milimoles), bicar-
bonato de sodio (1.05 g, 12,5 milimoles) y tiobenzoato de
sodio (4,0 g, 25 milimoles). La solucidn fue filtrada y
el filtrado se calenté a 502 durante 18 horas, en una co-
rriente de nitrdgeno. El precipitado cristalino fue reco-
sido, lavado con agua y secado a vaclo sobre P205 para dar
3-benzoiltionetil-7(2 '~tienilacetamido )~cef~3~cm=-4~-0at0 de
sodio (4,39 g 70,6%), ) max. (lMujol) 1758 (beta~lactoma),
1660 (~5-C0-), 1648, 1530 (COMH) y 1625 em™' (CO,”).

La sal de sodio fue suspendide en acetona acuo-
sa al 50% (50 ml) y cubierta con acetato de etilo (100 ml)
mientras se afiadia dcido clorhidrico 2N. La mezcla fue a-
gitade hasta que se disolvid casi todo el sélido. Ia ace-
tona fue separada a vacio y las capas fueron separasdas.
La capa acuosa fue extralda con mds acetato de etilo (50
ml), los extractos se reunieron, se lavaron con azua y se
secaron (Mg804). La evaporacidn dio un sélido blanco (4,2
g) que fue cristalizado en agua~acetona 2:1 en ebullicidn
(180 ml) para dar el compuesto del titulo (1,6 s, 25,8%),
éfélfa_7§6 - 1382 (dioxano), )\ x. (tempdn de Fosfato de
pH 6) 238-239 nm ( £ 23.500), 273-274 m/ (21.050),Y néx.
(nmnjol) 1770 (bete~lactama), 1722, 1700 (COOH), 1682
(-SCOPh), 1643, 1538 cm™! (COWH) (Encontrado: C, 53,4;
H, 4,1; N, 6,13 S, 20,0. 021H18N205S3 requiere C, 53,1; H,
3,83 M, 5,95 S, 20,3%). Una segunda tanda (2,337 g) llevd

el rendimiento total hasta 63,5%.
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Bjemplo 27(b)

3~benzoiltiometil-T~(2'~tienilacetanido )~cef~3-em—4~0at0

de plata
Bl deido (2,32 g, 4,7 milimoles) en dioxano

(135 ml) fue tratado con solucidn de nitrato de plata
0,20, Se afiadid agua (110 ml) y la solucidn amarillo tur-
bio fue sglitada vigorosamente y tratada con hidréxido sd-
dico 0,1V (aproxinmsdamente 50 ml) para llevar el pH =
7,0. Bl precipitado pardo fue recogido por filtracidn, la
vado a fondo con agua y secado a vacio para dar la sal de
plata (2,54 g) (Encontrado: Ag, 19,5%, 021H17N20583Ag re-~
quiere Ag, 18,6%).

Bjemplo 27(c)

fiemcoidn de 3~benzoiltiometil-7-(2'~tienil-acetamido )-cef

~3-cu—4-0ato de nlata con piridina acuosa

Ta sal de plata (0,58 g, 1 milimol) en piridina
(8 ml) y azua (8 ml) fue calentada a 462 durante 17 horas.
Lm mezcla fue dilufda con agua (25 ml), filtrada a través
de tierra de diatomeas y lavada tres veces con cloruro de
metileno. La capa acuosa fue secada por congelacidn, el
residuo pardo fue triturado con ague (10 ml), filtrado y
el Tiltrado Tue secado de nuevo por congelacidn pars dar
un so0lido pardo claro (0,115 g). Le electroforesis a ten-
sibn elevada indicd la presencia del derivado de piridina
del dcido 7-(2'-tienilacetamido)cefalosporanico.

Bste material en sgua fue hecho descender por
una columna de cambio de iones de Dowex-1 (forma OAc™
aproximadamente 10 ml) y los eluatos fueron recogidos hag

ta que presentaron rotaciones opticas despreciables. Los
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eluatos combinados fueron secados por congelacidn vara
dar une muestra crude de metil-T7-(2'~tienilacetamido)~cef
-3~em-4—o0ato de 3-piridinio. Ta electroforesis mostrd una
mencha intensa correspondiente a la mostrada por una mueg
tra pura del compuesto de piridinio.

Un ensayo en blanco con gcido 3-benzoiltiometil~7
(2'—tienil)acetamido )~cef-3~em~4~oico (0,479 g, 1 milimol)
calentado en piridina (8 ml) y agua (8 ml) durante 16 ho-
ras a 462 y tratade como anteriormente, no presentd nin-
gin signo de formacion de metil-T-(2'~tienilacetamido)-

cef-3-em-4-0ato de 3-piridinio.

Ejemolo 28

Metil-7-(2'=tienilacetamido )-cef-3~em—~4-o0at0 de 3~-piridi-

nio a partir de decido 3-benzoiltiometil-T-(2'~tienilace—

tanido )~cef-3~cmn~4-0ico, utilizando nitrato de plata

Se disolvid dcido 3-benzoiltiometil-7-(2'-tie-
nilacetamido )-cef~3~em-oico (4,275 g, 9,0 milimoles) en
piridina (45 ml) y se tratd a 502 con nitrato de plate
(3,06 g, 18 milimoles) en agua (45 ml). La mezcla de reac
cibn fue calentada a 5® durante 5 horas. Se tomd una par-
te alicuota al cabo de este tiempo y se analizd por elec-
troforesis y absorcidn ultravioleta, demostrandose la pre
sencia de un 24% del compuesio de piridinic. La solucidn
enfriade fue dilufda con agua (50 ml), extraida con c¢loru
ro de metileno (50 ml) y filtrada. £l residuo fue lavado
con agua, el extracto orgdnico fue lavado con agua, ¥
las aguas de lavado reunidas y la capa acuosa fueron he-
chas pasar a través de una columna de Dowex I (forma Odc—,

100 ml). La elucidén fue continuada hasta que ¢l alfap des
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gendié por Gebajo de + 0,0259, ELl volumen de los sluatos
rounidos fue reducido hasta 50 ml por evaporacidn rotato-
ria a <352. Esta solucién fue hecha pasar a través de
una columna de Dowex I (forma OAc™, 40 ml).

Los eluatos fueron secados por congelacidn para
dar una goma parda (0,86 g) que fue triturada con metanol
para pro~orcionar el compuesto de piridinio como un g0li~
do de color de ante (0,43 g), /N max. (£,0) 240 mpm
(2% 342) o 25¢ mp (£1%  309). Se logrd una purifica-

] em 1 em-
cion adicional por cambio de iones y por trituracidn en
metanol pera dar el compuesto de piridinio en forma de
eristales de color crems muy claro (0,215 g) Zfélfa;7b
47,62 (C 1,04 en H)0), Améx. (H,0) 240 m/m (E1 o 358)
Ninf. 255 mu E1' 329), relacidn 1,09. Los espec—
1 cm

tros infrerrojo y de r. m. n, confirmaron la identidad de

eate producto.

Iijemplo 29

MetimT-(2t~tienilacebamido )~cef=3~em~4-0at0 de 3-piridi-

nio a pariir de dcido 3-benzoiltiometil-7-(2'-tienilace~

tamido )ecef~3~em—4-0ico, utiligando cloruro mercurico.

Se calenid 4cido 3-benzoiltiometil-7-(2'-tienila
cetamido)-cef-3-em-4-oico (4,745 g, 10 milimoles) en piri
dina (25 ml) en un bafio termostatico a 502, se agitd y se
tratd con una solucidn de clorurc mercirico (5,43 g, 20 mi
limoles) en azua (75 ml). Al cabo de 3 horas se tomd una
nuegtre de 10 microlitros, se sometid a electroforesis: la
manche de producto Ifue elufda y determinada por su abgor-
cibn vltravioleta a 240 y 255 milimicras (relacidn 1,11).

te andlisis demostrd que habla presente el 30% del pro-
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ducto requerido.

1 gélido gris fue recogido por filtrseidn y la
vado con agua (25 ml). Bl filtrado combinado y las agLas
de lavado fueron extraldas con eloruro de metileno (3 x
50 ml) y filtradas. La capa acuoss fue hecha vasar a tra-
vég de una columna de Dowex-1 (forma OAc™, aproximadamen-
te 130 ml) hasta que el eluato tenfa alfan <+ 0,022, Un
secado vor congelacidn dio una goma parda que fue disuel-
ta en agua y cromatografiada sobre una colurma de Deacidi
te UF (forma Okc—, aproximadamente 50 ml). Se recogleron
dos fracciones y se demostrd que contenian 96% y 88 del
producto requerido, respectivamente. El tratamiento de es
tas fracciones con metanol dio cristales de color ante
(1,2 g, 29% de rendimiento) del compuesto de piridinio,

)\nmx. (H20) 240 m (E;%Cm 367) y 255 e (El%cm 333).
Este fue purificado nuevamente por cromatografia sobre
Deacidite FF (forma OAc™, 100 ml) y se desechd la primera
fraceidén de color pardo (0,37 g). Ias fracciones subsiguien
tes fueron reunidas y cristalizadas en metanol pars dar
el derivado de piridinio (0,52 g, 12%) /- alfa]D L 469,

)\ma,x. (H20) 240 m (E::%cm 356) y )\ inflexidn 255 m 0
(Eq%cm 324), relacidn 1,10; los espectros infrarrojo y de
r. . n. confirmaron la identidad del producto.

Tog extractos en cloruro de metileno fueron se-
cados, evaporados y el producto fue triturado con acetona
pars Obiener acido 3-benzoiltiometil~7-(2'-tienilacetami-
do)-cef-3~em-4-o0ico recuperado (1,38 g, 29%) de vpureza

D 90+

La siguiente tabla resume los rendimientos maxi

mos de netil-7-(2'-tienilacetamido)-cef-3=en~id=o0ato de

- 46 - v e, B
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3-piridinio obtenidos por calentamiento de diversos acidos
3mY—8-metil-7(2'-tienilacetanido)~cef-3~em~4~o0ico a 502 en
piridina acuosa al 50% volumen/volumen, en presencis de
diversas sales metadlicas. Das cifras fueron obtenidas en-
sayando la mezcla de reaccion de la maners siguiente:
muestras de 10 microlitros fueron sometidas a electrofore
sis, las manchas que correspondien al compuesto de piridi
nio requerido fueron separadas, eluldas con agua en matre
ces de 10 ml y se midid su absorcidn ultravioleta a 240 y
250 m/u. Ia relacifn de densidades Opticas a estas longi-
tudes de onda (1,10 para el material puro) fue utilizada

como otro criterio de pureza.

€
(AN
%
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¥jemplo 46

(a) Conversidn de acido 3-bengoiltiomotil—7~(2'—ticnilo—

cetamido )—cef=3~an~4-0ico en H-(-2'-%ienilacetanidocerf

—3—om—3-ilmetil )-piridinio—4—carboxilato utilizando

. ’ a e
nitrato mercurico en medlos anhidros.

S¢ obtuvieron los siguientes resultados disol-
viendo el #iobenzoato (0,237 g, 0,5 milimoles) en piridi-
na (2,5 ml) y afiadiendo una mezcla de nitrato @ercirico
anhidro (0,406 g, 1,25 milinoles) secado varios dias so-
bre P205 a vacio) en el segundo disolvente (2,5 ml). Se
calentaron las mezclas a 502 durante 5 horas, se separaron
partes alicuotas a intervalos adecuados, y se ensayaron
por electroforesis con elucién de la memcha correspondien
te al compuesto de piridinio y medida de su absorcidn ul-
travioleta a 240 y 255 m. Los resultados siguientes re-
presentan el tiempo que se tarda en lograr el resultado
maximo y el rendimiento de compuesto de piridinio en esie
momento para mezcle de piridina con cada wno de log disol

ventes mencionados:

Disolvente Tiempo para resul- Rendimiento
tado maxino

Acetonitrilo 3,0 horas 2755

Acetona 2,5 - 3,0 horas 1

Dioxano 3,0 horas Teo

Dicloruro de metileno(~) A - o

N,N-dimetilformamida(“) # 17 horas 11

(-) EL agente electrofilico era nitrato de plata

#/ Lo solucidn ers piridina: dicloruro de metileno =
2:98 (en volumen)

# To se demostrd que este tiempo de reaccidn fuera el

mnejor.
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(b) Conversidn de 4cido 3-benzoiltiometil-7-(2'-tienilo~

0ido)~cef~3—em—-4—o0ico _en N-(7-2'-tienilacetamidocef~

J—em~3~ilnetil )-piridinio~4-carboxilato utilizando

perclorato mercirico en medios anhidros.

Se obtuvieron los siguientes resultados disol-
viendo el *iobenzoato (0,238 g, 0,5 milimoles) en piridi-
na (2,5 ml) y afiadiendo una mezcla de perclorato merciri-
co anhidro (1,25 milimoles) (preparado por secado por con
gelacidn de 1,25 ml de una solucidn 1M en agua, y secando
el producto sobre P205 a vaclo durante varios diasj en el
gegundo disolvente (2,5 ml). Las mezclas (calentamiento
inicial hasta 35° aproximedamente) se dejaron a 25-302 du
rante 4 horas y se separon partes alicuotas a intervalos
adecuados para ensayarlas a lg luz ultravioleta como se

ha descrito en el Ejemplo 1.

Disolvente Tiempo para resul- Rendimiento
tado maximo

Acetonitrilo 2 horas aproxima- 6'7%
damente

N-metilpirrolidona < 0,5 horas T2d%

Yjemplo 47

Preparacidn de N-7-(2'-tienilacetamidocef—3~em~-3=ilmetil)

—piridinio-4—carboxilato a partir de 2-(4'-carboxi-7'-2"-

tienilacetanidocef—-3'—-em~3'-ilmetiltio )=4~metil-pirimidi-
na

A una solucidn agitada con turbulencia de 2-(4%-
carboxi~7'-2"-tienilacetamidocef-3'-ilmetiltio )-4-metilpi
rimidina (4,6 g, 10 milimoles) en piridina (50 ml) se afig
did una solucidn de perclorato mercirico secado por con-

gelacidn (8 g, 20 milimoles) en acetonitrilo (50 ml). Ia

TN WA
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mezcla fue ggitada con turbulencia a 509 durante 20 minu-
tos v, sermidamente, se svapord hasta sequedad en un eve~
porador rotatorio a {;409 durante 35 minutos. EL residuo
fue suspendido en asua (100 ml) v se hizo pasar una co-
rriente de sulfuro de hidrdgeno a través de la suspensidn
durante 15 minutos. Se separd cualquier exzceso de sulfuro
de hidrdgeno lavando con nitrdgeno durante 20 minutos an-
tes de separar por filtracidn a fravés de tierra de diato
mezs ¢l sulfuro mercirico precipitado. ¥l filtrado se hi-
%0 pasar, sesuidamente, en direccidn descendente por una
columna (de 3 om de difmetro) gque contenia secciones de
Zeo-Karb 226 en el ciclo de hidrégeno (20 m1), De-~acidite
FP en el ciclo de acetato (60 ml),Zeo-Karb 226 en el ci-
clor de hidrégeno (20 ml1), ¥ Dowex~1 en el ciclo de ace-
tato (60 ml). Ia clucidén de la columna fue continuada uti
lizando aguas de lavedo procedentes del relleno de tierra
de diatomeas, hasta que se hubieron recogido 1,5 litros;
los cluatos se reunieron geguidamente, y se secaron por
congelacidn, El sélido secado por congelacién (3,54 g)
fue suspendido en agua (15 ml aproximadamente) ¥ la suse
pensidn (a pH 3,5) fue ajustada a pH 4,5 mediante la adi-
cidn de amoniaco. Después de filtracidn pars eliminar una
pequefia cantidad de material insoluble, se ajustd el fil-
trado a pH 1,2 mediente adieidn de dcido nitrico. La sal
nitrato del derivado de piridinio separada como un sélido
eristalino de color emarillo pilido (2,9 =, 60i) A mex.
237-239 mm (‘1‘1/°0 314), A (inflexién) 255 nm (L}zécm
286), [%éli;7b + 432 (G, 1,1 en tampdn de fosfato de pH
7).

En un experimento similar, el uso de nitrato mer

- H2 -
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etdrico seco (4 g, 12,4 milimoles) dio como resultado la
formacidn del derivado de piridinio (0,68 g 35%): )\max.
240 m (E17c 369), )\(1nflex1on) 255 mm (B . 337)
(relacidn 1,095), [alfaJD 4 432 (¢ 1,0, en agua). El
derivado de piridinio aislado en otro experimento utili-~
zando nitrato mercirico tenis >\1nax. 240 m (E1ﬂom 363)
)\ (inflexidn) 255 m (E1” 328) (relacidn 1,09)

[alfa /i + 472 (¢ 1,0, en agua),

Los experimentos en tubo de ensayo con evalua—
cibn electroforética han demostrado que el derivado de pi
ridinioc se forma a partir del derivado de 4-metil-2-mer-
captopirimidina cuande se mezclan los sgiguientes disolven
tes con piridina en volimenes iguales, y se utiliza nitra
to mercirico como activador electrofilico. En cada caso,
el derivado de piridinio fue reconocido por la relacidn de

absorbencia (soluciones acucsas):

densidad Sptica a 238 m/u

densidad Sptica a 255 m
1. Sulféxido de dimetilo
2+ Dimetilacetamids
3. Dimetilformemida
4. Acetonitrilo
5. Cloruro de metileno
6. Alcohol etilico absoluto
7. HNitrometano
Go  Nemetilpirrolidona
9. Dioxzano
Las movilidades de los productos de reaccidn a pH 1,9 fue
ron comparadas con nuegtras de referencia normalizades
del derivado de piridinio, realizdndose la deteccidn bajo

L)

&
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una ldmvars ultravioleta y vor rociado con um reactivo de
iodoplatinato potdsico.

Siguiendo el procedimiento general del Zjemplo
4T se uwtilizaron otras sales merciricas v disolventes con
los mismos materiales de partida. Los resultedos obteni-

dos fueron los siguilentes:

g , . ' T Rond;m@enﬁ Ti@mpoa
al mercurica | Disolvente to m§x1mo (minutos)
5%

Acetato Acetona 12 60
Witrato ALcetona 24 15
Acetato Acetonitrilo 10 60
Nitreto Acetonitrilo 59 40
hoetato Dioxano 12 1503
Nitreto Dioxano 55 >1802

1. 50% del disolvente especificado con piridina
2. Tiempo (aproximado) hasta un rendimiento mdximo

3. To se alcanzd el rendimiento dptimo dentro del +tiempo

de reazceidn,

Bjemplo 48

Conversidn de 2-(4'-carboxi~T'-2Y~tienilacetamidocef~3 '~

em=3'~ilmetiltio)~4-metilpirimiding en N-7—(2!'-tienilsce-

tamidocef=3~cm~3=~ilmetil) piridinio-i-carboxilato con sa-

les metdlicas en disolventes anhidridos.

- 54 =
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Las reacciones transcurrieron a2 502 con cl di-

solvente especificado més el mismo volumen de piridina.
Yjemnlo 49

Conversidn de 2-(4'-carboxi-~7'=2"-tienilacetanidocef—3 '~

en~3 '~ilmetil tio)-4-metilpirimidine (4) en comnuestos Cy

con perclorato mercurico

Al derivado de 2-mercapito-4-metilpirimidina en
el disolvente apropiado se afladid el nucledfilo y el per-
clorato mercirico secado por congelacidn (2 equivalentes).

Ias rescciones se examinaron al cabo de 15, 30
y 60 minutos por electroforesis sobre papel a pH 1,9, a 30
v/em sobre papel Yhatmen MM durante 14 - 3 horas. Los
compuestos CA emigraron hacia el cdtodo y fueron localiza
dos como manchas que absorbian la luz ultravioleta, asi
como por sﬁ aptitud para tefiirse con el reactivo de iodo-~
platinato.

Los resultados se registran s continuacidn.

e 302082
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Ejemplo 50

N=7=(2'=tienilacetamidocef=3~em—3-ilmetil—-4"—carboxamnido~

piridinio-4-~carboxilato

Se realizd una reaccidén como en el Ejemplo 49(i)
a excepcidén de que las cantidades y los productos Ffueron
los siguientes:
2-(4 '=carboxi~7'=2"«tienilacetamidocef-3 '—em=3 '~ilnetil-
tio)=-4-metilpirimiding (23 mg), isonicotinamida (9,2 mg),
acetonitrilo (0,25 ml), agna (0,25 ml), a 502 dursnte 60

minutos; el producto se movid 1,5 cm hacia el cdtodo.

Ejemplo 51

Bl perclorato mercirico activd la reaccidn entre el dcido

3=benzoiltiometil-T-Ffenilacetomidocef~3—em-4-~0ico vy el

nicotinato de etilo

Se traté dcido 3-benzoiltiometil-T-fenilacetami
docefw3=cm~4=0ico (117 ms, 0,25 milimoles) en nicotinato
de etilo (1,25 ml) con solucidn de perclorato mercirico
(0,625 ml) /[ preparada por suspensién de éxido mercirico
amarillo (0,25 moles) en agua (100 ml) y adicidn de deci-
do percldrico (0,52 moles), agitacidn, filtrscidn y ajus-
te del filtrado hasta 250 ml con sgua / ¥, subsiguiente-
mente, se diluyd con acetonitrilo (0,625 ml). La mezcla
de reaccidén fue calentada durante una hora a 502, Ia mez-
cla negra se tratd con une corriente lenta de sulfuro de
hidrdgeno dursnte 5 minutos, se Filtrd ¥y el precipitado
se lavé con agua (10 ml). El filtrado y las aguas de la-
vado reunidos se extrajeron sucesivamente con Amberlite
LA 1 en benceno (2:1; 2 x 20 ml), benceno (10 ml) y clorun
ro de metileno (10 ml). La capa acuosa se evapord en eva-

e

: {. 3 s
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porador rotatorio para eliminar las trazas de disolventes
orzénicos y, seguidamente, se hizo pasar por una pequefia
columna de Dowex 1 (Fforma Ohc™) (10 ml). Le columne se
eluyd con asua hasta que se recogid un volumen total de
76 ml., Eate fue liofilizado para obtener un polvo amari-
1lo pdlido el cual por electroforesis a 75 voltios/em du—
rante 10 minutos, utilizando un tampén de pH 1,9, mostrd
una mancha Unica que se movid 0,7 cm hacia el cAtodo y
que dio un color gris-pardo cuando se rocié con iodoplati
nato potdsico acuoso. Estas propiedades fueron mostradas
también por el producto obtenido a partir de dcido 7-feni
lacetamidocefalospordnico y nicotinato de etilo por el mé
todo de Hale, Newton y Abraham, Biochemical Journal, 1961,
79, 403.

Ejemplo 52

(a) 2=(7=D=5"-gmino-5"~carboxipentanamido~4 '~carboxicesf-

3'—em=3'=ilmetil )tio~4, 6~dimetil pirimidina (sal de

Ia sal de potasio de la cefalosporina C (50'0 g)
fue efiadida a una solucidén caliente (802) de 4,6~dimetil-
2-mercaptopirimidina, preparada por disolucidén de clorhi-
drato de 4,6-dimetil-2~mercapto~pirimidina (23'4 g5 1,2
equivalentes) en ague (200 ml), y ajuste de la solucidn a
pH 6,0 con solucidn de hidrdxido sédico. Ia mezcla fue ca
lentada a 8092 bajo nitrdseno durante una hora, enfriads y
mantenida en el refrigerador durante la noche. El compues
to del titulo del ejemplo gristalizé (6,02 g, 10%) en una
forma casi pura [félfa;7§0~ - 412 (e, 1,0 H,0), ) méx.
265 mm (E}ﬁcm 339, 5318.100); Rf 0,24 con relacién al dei

- 59 -
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3 (Rt =

do T-fenilacetamidocefalosporinico (nyPrOHéHZO, %:3); se
movia como catibn, 2,5 cm en 90 minutos a pH 1,9 y 16 vol
+tios por cm.

Por reduceidn del volumen del filtredo por con-
centracién a vacfo se obtuvo una segunda tanda de produc-
0 (17,92 & 30%) Nmdx. 265-268 D (E]%cm 320). I pre
cipitacidn final de los Ffiltrados por adicién de ctanol
proporciond un producto muy crudo (18,91 g; 32%), }\mé:{.

o
262-266 m/m (E;" o 254).

(b) F=(7-D-5'-amino~5'~carboxiventonamidomcefm3~cm=3=ilne~

$il) piridinio-4-carboxilato.

Por un procedimiento similer al del Ejemplo 24
pero utilizando 2—(7~D—5"—amino~5"-cafboxipentanamido—4'~
carboxicer=3'—em3'=ilmetil )=tio~4, 6-dimetilpirinidine, se
obtuvo el comnuesto mencionado en el titulo con un 633 de
rendiniento; /alfa 720° + 140 (e, 1,0 E,0), Rf 0,062,
con relacidn al dcido 7-fenilacetamidocefalospordnico
(anrOH;Hzo, 7:3); que se novia como catidn 3,1 cm en 70
minutos a 16 voltios nor cm en un tampdn de pH 1,9. Este

era idéntico al material obtenido nor reemplazamiento di-

reeto del grupo acetoxl de cefalogporina € por niridina.
Ejemplo 53

(a) 2~(7'-omino-4'-carboxicef=3'—em=3'~ilmetil) tio~4, 6~

dimetilpirinidina

Por el procedimiento de preparacidn 12, el deci-
do T-aminocefalosporanico y la 4,6-dimetil-2-mercantopiri
nidina dieron el compuesto del titulo com un rendimiento
del 53%; /- alfa]%og— 1042 (¢, 1,03 333-11a1{co3) A\ méx.

266~268 m/m (Eﬁ’Cm 430; &15.100); Rp 0,71 con relocién
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0,

al dcido 7-fenilacetamidocefalospordnico (n-—PrOH—-H2
7:3); se movié (en tampdn de pH 1,9) 3,5 cm en 90 minutos
a 16 voltios nor cm como catidn.

(b) T-aminoeef~3~em=3~ilnetilpiridinio~i=carboxilato

Por el método del Ejemplo 26b, pero con 2(7'-
amino=-4'=carboxicef=3 '=em-~3'-ilmetil) tio-4,6-dimetilpiri

midina) se obtuvo una muestra cruda del compuesto del ti-

tulo conteminada con 4,6~dimetil-2-mercaptopirimidina. El
compuesto del titulo, Rp 0,21 con relacidn al deido 7-fe-

nilacetamidocefalospordnico (n-PrOH-H_ 0, 7:3), se movid

2
como catidén por electroforesis a pH 1,9, 6,2 cm en 90 mi-
nitos a 16 voltios por cm. El compuesto dio un color ama-
rillo con reactivo de ninhidrina.

El ejemplo 54 es un ejemplo del uso de un reac-

tivo complejo de sal metdlica-piridina.

Ejemnlo 54

(1) Una solucidn acuosa de perclorato mercirico
(0,40M, 20 ml, preparada por disolucidén de Oxido merciri-
co amarillo en un ligero exceso de deido percldrico) fue
afladida, a 09C, a piridina (20 ml). El precipitado fue la
vado con agua fria y recristalizado en agua caliente. Ias
agujas incoloras fueron secadas bajo vacio sobre P205
(3,75 g, 84%), P. P. 343°C (descomposicidén) (Encontrado:
¢, 21,65 H, 2,15 Hg, 34,95 N, 5,3, ClOHiOClegN208 requie
re ¢, 21,65 H, 1,8; Hz, 36,03 N, 5,0%).

(ii) Se disolvid deido 3—picolinoiltiometil~T—
(2'-%ienilacetanido)cef-3-em-4-0ico (1,19 g) en 10 ml de
piridina. Se afiadid agua (10 ml) v la solucién se enfrid

hasta 239C. Se afiadid perclorsto de dipiridinmercurio

- 61 -
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(II) (3,35 gy 2,4 equivelentes, preparado como en (1)) en
20 nl de piridina acuosa (1:1 en volumen) a la solucidn
agiteda durante 2 minutos. AL cabo de 1 hora a 23°C, se
hizo masar »or ella sulfuro de hidrdgeno durente 5 minu-
tos, ¥ se separd por filtracidn el precipitado negro. El
filtrado fue tratado como se ha descrito en el Ejemnlo 26
para obtener la sal nitrhidrato. El nitrhidrato fue seca-
do sobre P,0z a 1 mm (0,74 g, 62%), N max. (HQO) 237-239
m (E}%cm 354) ¥y )\im;‘lexién 255 m (E}Vgom 318). F ni
trhidrato puede ser convertido en la betaina como se ha

deserito en el Ejemplo 26.

Ejemplo 55

N-(7-2'-tienilacetamidocef-3—em=3-ilmetil )piridinio-4—car—

boxilato a vartir de sal de ciclohexilamina de S—(7-2'-

tienilacetamido~A-carboxicef-3~em=3~ilmetil )N, N~dinetil—

=ditiocarbamato, utilizando perclorato mercirico.

A una solucidn de la sal de ciclohexilamina del
derivado de dimetilditiocarbemato (55 mg, 1 milimoles) en
piridina (0,5 ml) v asua (0,25 ml) se afiadid solucidn 1
de perclorato mercirico (0,25 ml, 2,5 equivalentes). Ia
mezela fue calentada a 502 durente 45 minutos., Se retira-
ron partes alicuotas a intervalos adecuados y se estimd
por cromatografis sobre papel la cantided del compuesto

de piridinio deseado que se habia formado.
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Tiempo Relacidn Rendimiento
(minutos) | _1% 540 m %
5 om a /%

o,

1/9
E
1l cm a 255 m/u

1 1.02 27
5 1.1 29
7 1.07 30
10 1.1 34
15 1.09 36
30 1.1 35
45 1.1 _ 34

Como disolvente se utilizd la fase superior de
una mezcla de butanol, etanol, agua en proporcidn 4:1:5,
y el depbsito fue equilibrado con la fase inferior. Se
utilizaron papeles Whatmen N2 3MM y los cromatogramas se
realizaron durante la noche por desplazamiento descendens
te. Bl derivado fue localizado, aislado y estimado por mé
todos similares a los utilizados en el ensayo electroforé
tico sobre papel descrito arriba, utilizando las caracte-
risticas espectrales de una muestra purs del derivado de
piridinio.

En el Ejemplo 56 se muestra que no es necesario
utilizar medios acuoszos tanto en la preparacidén del com-
puesto (V) como en la del compuesto (IV) y, ademds, que
el primero no necesita ser separado antes de ser converti
do en el Ultimo.

Ljemplo 56

Preparacidn de H=(7-2'-tienilacetamidocef—=3—em=~3~ilmetil)
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=piridinio=4-carboxilato a partir de dcido 7~(2'-tienila—

cebamido )=cefalosnordnico en formamida nor medio de Hio-

sulfato sddico v verclorato mercirico,

A una soluecidn de tiosulfato sédico anhidro
(0,88 z, 1,1 equivalentes) en formamida (25 ml) a 1002, se
afiadid T=(2'~tienilacetanido )-cefalosporanato de sodio
(2,09 g). Ia mezcla se calentd a 1002 durante 20 minutos
¥y sezuidemente, se enfrid. Ie cantidad de derivedo de
tiosulfato que se habia formado, se estimé por cromatosra
fia sobre papel que era de aproximadamente un 575, utili-
zando métodos similares a los del ejemplo precedente.

Aparte de la wmezela de reaccidén (13,5 ml) en~
friada a 4092, se afladid piridina (13,5 wl) y perclorato
mercirico secado vor congelacién (2,5 gy 2,5 equivalen—
tes), Esta mezcla se agitd a 402 dursnte 35 minntos, mien
tras se separaban partes alicuotas a intervalos. Ia canti
dad que se habia formado del compuesto de piridinio deseg,
do, fue estimada por el método electrofordtico sobre pa-

pel descrito arriba.

Piempo (minutos) | ¢ de comwuesto de piridinio
5 30.5
10 32.2
15 35
20 36.5
30 35
35 40

La presente solicitud que corresponde a la pre—
sentada en Gran Bretefia, el 15 de julio de 1.963, bajo el
nimero 27.990/63, 9 de abril de 1.964, nimero 14.747/64 y
9 de abril de 1.964, mimero 14.T748/64 provi

I g



Pleta el 25 de junio de 1.964, cognadas, se acoge a los
beneficios del articulo 51 del vigente Estatuto sobre Pro

piedad Industrial.

5
N O T A
Los puntos de invencidn propia y nueva que se
10 presentan pare que sean objeto de esta solicitud de Paten
te de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los sie
guientes:
1l.- Un procedimiento para la preparacidn de de-
rivados de cefalosporina de la férmula general:
15
Rl-1g W .
/ — CH, N (zv)
O Svm——
GO
20 2
en la cval férmula R1 es un grupo acilo, o de derivados
anglozos en los que el nfcleo de piridina estd substitui-
do por uno o mds &tomos o grupos, que comprende hacer reac
cionar un compuesto de azufre de la Férmula general:
25
S
Re-NH ._.___(
S A CHy o— § — ¥ (V)
0
CO,x
30 2

H

[0
U1

1
&
N
p
Qﬁﬁ
&
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en cuya férmula R® es un zyupo acilo o un 4bomo de hidrd-
geno; la parte -5-Y es el residuo de un nuclebfilo, y X
es un catidn, con piridina o con una piridine substituide
en el micleo (el "reactivo de piridina’) en un medio de
reaccién que contiene disuelba en €1 une sal de mercurio,
de plata o de oro, siendo capaz dicha sal de formar com-
plejo con la parte -S-Y y de ionizarse en asua, siendo a-
cilado, después, el compuesto resultante en el que RZ re—
presente hidrdzeno.

2.~ Un procedimiento como se reivindicg en el
nunto 1, en el cual el grupo R? es un gruno acilo.

3.~ Un procedimiento como se reivindics en ¢l
punto 2, en ¢l cual dicha sal es una sal mercirica 0 una
sal de plata.

4.~ Un procedimiento como se reivindicz en el
punto 2 o en el nunto 3, en el cual la sal es utilizada

en una centided de 2 a2 5 equivalantoc.

5e= Un procedimiento como se reivindica en cual
quiera de los puntos 2 a 4, en el cual dicho medio de reasg
cidn es agua.

6.~ Un procedimiento como se reivindica en cual
guiera de los puntos 2 a 5, en el cual la reaccidén con el
reactivo de piridina se efectia a una temperatura de 209
a 1002cC.

T+~ Un procedimiento como se reivindica en cual
quiera de los puntos 2 a 6, en el cual el grupo R tiene
1la férmula R'(CHQ)HCO, en la que R' es un grupo fenilo,
fenilo substituido, cicloaleohilo, cicloalcohilo substhi-
tufdo o heteroeiclico, ¥ n es un entero de 1 & 4.

8.~ Un procedimiento como se reivindica en el

30282
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punto 7, en el cual el grupo B! es un srupo tienil-zface-
tilo.

9.~ Un procedimiento como se reivindica en cual
tuiera de los puntos 2 a 8, en el cual el compuesto de la

’ . . .
férmula (V) ge obtiene nor reaccidén directa del compues—

to:

3
4¢""H P OHZOAc
COéX

en la gue R® v X tisnen los sgignificados definidos en el
punto 1, con un nucledfilo que contiene azufre.

10+~ Un procedimiento como se reivindica en el
punto 9, en el cual el nucledfilo es uno seleccionado en—
tre los ciguientes:

a) tiourea y tioureas sustituidas.

b) tiosmidas aromdticas y alifdticas

¢) tiofenol y tiofenoles sustituidos

d) tioles y tioles sustituldos.

11.~ Un procedimiento como se reivindica en el
punto 10, en el cual el nucledfilo es 2-mercapto-4-metil-
pirimidine o tiosulfato sddico.

12.~ Un procedimiento como se reivindica en el
punto 9, en el cual el mucledfilo es uno de la férmula ge
neral

o

Iﬁ. . S . G S . IJ

AN

R/

(en la cual M es un metal alealino o un grupo amdnico Y
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76 os un dtomo dae hidrdzeno o un grupo alifdtico, arali-
fdtico o ar{lico, y R! es un grupo alifético, arelifiti-
co o arilico, o R6 ¥y R7 forman junitos un grupo divalen-—
te).

13,- Un procedimiento como se reivindica en el
punto 9, en el cual el mucledéfilo es uno que tiene la #ér
mula YSH, en la que ¥ es el grupo R3.CZ- & R3.S02—, sien-
do Z azufre u oxigeno y siendo R3 un arupo alifdtico, ari
lo, aralifdtico, heterociclico o alifdtico substituido
por heterociclico, a una sal soluble en agua del mismo.

l4.- Un procedimiento como se reivindice en el
punto 13, en el cual el nucledfilo es decido tiobenzoico o
una sal de metal alcaline del mismo.

15.—- Un procedimiento como se reivindica en el
punto 13, en el cual el nucledfilo es un connuesto de la

Formulas

i
HS. CO 7 \; (&%),
N\

en la que R4 es un grupo alcohilo 01 - 04 o un anillo de
benceno condensado, y nes 0, 1 & 2, o uns sel de metal
alcalino del mismo,.

16.~ Un procedimiento como se reivindica en sl
punto 15, en el cual el nucledfilo es dcido tiopicolinico
o tiopicolinato sddico.

17.~ Un procedimiento como se reivindica en el
punto 12, en el cual el nucledfilo es un compuesto de la

férmulas
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HS.CO. (CH, )y | (r*
N

)n

en la que m es 0 6 1, ¥y Q es oxigeno, azufre, NH o N-alco
hilo (01 - 04) v B* ¥ n tienen los significados definidos
en el punto 15, o una sal de metal alcalino del mismo.,

18.~ Un procedimiento como se reivindica en el
punto 17, en el cual el nucledfilo es 2-tiolearboximetil-
tlofeno o su =al de sodio.

19.~ Un procedimiento como ge reivindica en
cualquiera de los puntos 2 a 18, en el cual la sal metdli
ca es HgD, o HgD, siendo D un anién débilmente nucledfi
lico, y proporcionando la sal metdlica cationes Hg++ v/o
HgD+ en soluocidn acuosa; una sal de accidn semejante
Hgn32 de mercurio con un snidn divalente o polivalente,
en la que E es un anidn n-valente o Ang en la que F es un
anidén m-valente de naturaleza débilmente mucleofilieca, y
m es 1 6 mayor.

20.- Un procedimiento como se reivindica en el
punto 19, en el cual el anidn es el de un deido gue tiene
un valor de pKa en solucidn acuosa inferior a 2.

21.~ Un procedimiento como se reivindica en el
punto 19 o en el punto 20, en el cual el anidn tiene una
constante nucleofilica menor que la del idn acetato para
el desplazamiento nucleofilico habitual en una operacidn
en mediog acuosos.

22.~ Un procedimiento como se reivindica en
cualquiera de los puntos 19 a 21, en el cual la sal metd-
lica tiene una solubilidad en agua mayor que la del aceta

t0 correspondientie.

J‘h
I

T

20

S and

€
e
‘{:‘;:
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23,.~ Un procediniento como se reivindi;!-\A
cualquiera de los puntos 19 a 22, cn el cual la sal metd-
lica es une sal mercirica o de plata de dcido perclérico
o de nitrico.

24 .~ Un procedimiento como se reivindica en el
punto 23, en el cual la sal es perclorato mercirico.

25.~ Un procedimienﬁo come se relivindica en
cualguiera de los puntos 19 o 22, en el cual la sal es
perclorato mercurioso.

26.~ Un procedimiento como se reivindica en
cualquiera de los puntos 19 a 22, en el cual la sal es
trifluorocacetato meredrico.

27.~ Un procedimiento como se reivindica en
cualqouiera de los puntos precedentes, en el cual ls sal
metdlica ¥ el reactivo de piridina se utilizan en forma
de un complejo preformado.

28.~ Un procedimiento como se reivindica en
cualauiera de los puntos 1 a 4 y 6 a 27, en el cual la
reaccidn se lleva a cabo en condiciones substancialmente
anhidras, en un medio dilsolvente no acuoso.

29.~ Un procedimiento como se reivindica en el
punto 28, en el cual el medio disolvente es un reactivo de
piridina liguido.

30.,~ Un procedimiento como se reivindice en el
punto 28, en el cual el medio disolvente es un nitrilo de
4cido aleanoico inferior.

31l.~ Un procedimiento como se reivindica en el
punto 30, en el cual el nitrilo es acetonitrilo o propioni

trilo.

32.= Un procedimiento como se reivindica en el
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punto 28, en el cual el medio disolvente es un h;d
buro halogenado.

33.- Un procedimiento como se reivindica en el
punto 32, en el cual el hidrocarburo halogenado es tetra-
cloruro de carbeono, cloroformo, dicloruro de etileno, ver
cloroetileno o cloruro de metileno.

34.~ Un procedimiento como se reivindica en el
vunto 28, en el cual el medio diselvente es un nitroalca-
no inferior o un compuesto nitroaromdtico.

35.=~ Un procedimiento como se reivindioa en el
punto 34, en el cual el nitroalcano es nitrometano.

36.— Un procedimiento como se reivindica en el
punto 28, en el cual el medio disolvente es un éter cfcli
co.

37.~ Un procedimiento como se reivindica en el
punto 36, en el cual el éter ciclico es dioxano o tetrahl
drofurano.

38.-~ Un procedimiento como se reivindica en el
punto 28, en el cual el medio disolvente es una amida de
la férmula general 73.00.7R*.R5, donde R3 es un 4tomo de
hidrdégeno o un grupo alcohilo que contiene de 1 a 5 dto-
mos de carbono, y 7t v R5, que pueden ger iguales o dife-
rentes, son cada uno de ellos un Atomo de hidrdgeno o un
grupo aleohilo que contiene de 1 a 5 4tomos de carbono, o,
alternativamente, R4 ¥ RO juntos forman un grupo alifdti-
co divalente el cual, junto con el dtomo de nitrdgeno od-
yacente, forms un anillo heterociclico.

3%9.~ Un procedimiento como se reivindica en el
punto 38, en el cual la amida se selecciona de N,N-dime-

tilformanida, N,N-dietilformanida, N, N—.;i:‘o;.a;na?i@, @%e til
G e ’
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formamida o N,N-dimetilacetamida.
40.~ Un procedimiento como se reivindica en
cualquiera de los puntbos precedentes, en el cual el reac-
tivo de piridina ss piridina.
41 .~ Un procedimiento como ge roivindica en
cualguiera de log puntos 1 a 39, en el cual el reactivo

de viridina es uno que tiene la férmula:

7\

5

(R7)

D

en la que R? es un zrupo alecohilo inferior, carbamoilo,
emonoalcohilo inferior-carbamoilo, I,f-dialcohilo infe-
rior-carbamoilo, alcoxi inferior-carbonilo, hidroxialcohi
lo inferior, N-(hidroxialcohilo inferior)-carbamoilo o
carbamoilo~alecohilo inferior, y p es 1, 2 6 3.

42.= Un procedimiento como se reivindica en
cualquiera de los puntos 1 a 26 y 28 a 41, en el cual se
utiliza uns sal del metal con el compuesto de la férmula
(V).

43.~ Un procedimiento vars la preparacidn de
derivados de cefalosporina.

Tel y como se ha descerito en la Memoria que an-~

tecede y para los fines que se han especificado.
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Esta Memoria consta de setenta y tres hojas es-

critas a mdquina por una sola cara.

Madrid, 1 4 @ET mﬁg
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