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Este invénto se refiere a éstergs activados,nuevos,
de gran utilidad, del écido:7—aminocefalosporénico (tam -
bién llamado dcido 3—7-aminqpefalosporénico o T-AAC) ¥
sales de los mismos vy a méto&as persa -su preparacidén y pa-
ra su empleo en la obtencidn de antiguos y nuevos decidos
7-aci1amino-[&3-cefalosporénigos, es decir, cefalosporinas.
A El objeto principal del presente invento era propég
cionar nuevos oompuestos intermedios para uso en la produc
¢i6n de cefalosporinas que §frecieran otras vias de obten-

cién de cefalosporinas conocidas (y,en particulay propor -

"cionaran métodos prdcticos, a escala comercial, para la

produccidn de ciertas cefalosgporines que anteriormente sé-
lo.existian en cantidades de laboratorio) y que también hi

cieran posible la sintesis de nuevas cefalosporinas no ob-

“tenibles por los métodos actualmente existentes.

~E1 objeto principal del presente invento se ha al -

canzado mediente la provisidn, de acuerde con el mismo, de

wi- procedimiento pars la preparacidén de ésteres activados

del dcido 7-aminocefalospordnico de fdérmula

s
‘ HZN—CEH ——-<|3H | THQ .
- I
0=C —N . = CHg0- C - CH3
"‘\C/

| .
C-~0-0CH, - R~

% 2
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donde R representa alcanoilo (inferior), N-ftalimido, ben -
zoilo, naftoflo, furoilo, tenoilo, nitrobenzoilo, haloben

z0ilo, metilbenzoilo, metanosulfonilbenzoilo o fenilben -

zoilo, ¥y sales de adicidén con dcidos de los mismos; cuyo

procedimiento consiste en hacer reaccionar un dcido de

férmula
R _s
T 7N
HN——TI;——CH THQ .
. i .
0—=C¢-~——-N. ¢ -CE,0—~C - CH
Y :
S
¢ - QOH
]
0

donde R representsa hidrdgeno o el radical 2-tienilaceti-

lo, preferiblemente en forma de sal neutra de dicho deido,

por lo menos con’ una cantidad aproximadamente equimolecu~
lar de un compuesto de férmula R - CH, - X, donde R es el
definido anteriormente y X es un dtomo de haldgeno, prefe
ribleﬁente cloro o bromo, en un disolvente inerte, a una
temperatura comprendida entre unos 0°C y unos 40°C; 7,
cuando R! es el radicsl 2~tienilacetilo, separar dicho ra
dical por désacilacidn con una smidasa. '

Los compuestos preferidos preparados.por el proce-
dimiento del presente invento son los ésteres activados

del decido 7;aminocefalosporénico de fdrmula
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HoN -O\H —CH CIHQ 0
|
= C——N - ~C -
0 \ /C ‘ CHQO ¢ CH3
, C
| 40
C w( - - -
T 0 CI-I2 C -alg
0

donde alq representa alquilo (inferior) y sales de adicidn
con dcidos de los mismos, y los ésteres activados del dein

do 7-aminocefalospordnico de férmula

S

H2N - CH«u.Cf;/ \\\CHZ
] | ¢
- 0ez=C——N ¢ ~-CH, 0~ C—CH
2 3
. N 7 :
b o—on Pa
Il 2
5

donde R representa fenilo o fenilo sustituido, y sales de

adicién con gcidos de los mismos.

Ios ésteres activados del dcido 7-aminocefalospord-

nico incluidos dentro de los limites del presente invento

son aguéllos que por simple ensayo son suficientemente es-
tables para evitar la auto-condensacidén pero al mismo tiem
po son suficientemente ldbiles para poder separar .cuando

se desee la funcidén protectora del grupo carboxilo (es de-
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cir, el grupo éster activado) para regenerar el grupo car
boxilo sin destruir el sensible anillo def-lactama como

se describe mds adelénte,‘por ejemplo por tratamiento con
tiofendxido sédico.en un disolvente inerte de acuérdo coh
Sheehan et al., J. Org. Chem. 29, 2006 (1964). Esta sepa-

racién del grupo éster puede llevarse a efecto sobre es -

_ tos ésteres propiamente dichos (para producir 4cido 7-ami.

nocefalospordnico) o después de que han sido acilados (pa
ra producir una cefalosporina). '

Estos ésteres activados tienen, sobre el empleo en

-gintesis anteriores déi propio dcido 7?aminocefalosporéni

¢o 0 de sus sales, ventajas tales como uné soiubilidad my
cho mayor en digolventes orgdnicos, mayor estabilidad tér

mica y mayor estabilidad frente a los reactivos deidos,

‘ademds de que pueden se empleados, como se ha mencionado

anteriormsnte, para obtener nuevas cefalosporinas'que_ no
podrian ebianerys de otra forma ¥ ﬁai‘a‘. obténer cefalospo=
rinas tales como el deido 7—(d—aminofenilacetamido)-cefép
lospordnico que previaménte se preparaban sdélo con rendi-
mientos muy bajos,mediante un procedimiento muy costoso y
complicado. ' '

El disolvente utilizado en el proceso_d@ esterifi-
cacidn ha de ser“pfeferiblemente'anhidro. Los disolventes
inerfes adectados comprenden el dicloruro de metileno, di

metilacetamida, dimetilformamida, los ésteres dimetilico
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y dietilico del etilenglicol y del dietilenglicol y'disql
ventes gsimilares bien'conpcidos por los expertos en la
tdenica. La reaccldn de esterificacidn puede llevarse a
cabo en un intervalo de temperaturas comprendido entre
unos 0°C ¥y unos 5000. El intefvalo de temperatura$ prefe~
rido es de 20° a 40°C. '

En el procedimiento preferido de esta invencidn,el
dcido 7-aminocefalospordnico, en forma de una sal tal co-
mo la de trietilemonio, se mezcla a unos 20-40°C en wn di
solvente inerte tal como cloruro de metileno o dimetilfor
mamida.con aproximadamente uno o dos equivalzsntes de uno
de los haluros.activos descritos anteriormente para for -
mar el dster a&tivado deseado del dcido 7-aminoéefalospo—
rénico, que se alsla convenientemente en forma de su sal
de adioi6n,éon el dcido p-toluensulfénico.

) En una realizacidn preferida de esta invencidn, el
halure astive Que sirve como agénte'&e esﬁerificacién es
cloroacetona o bromoaéetona. En otra fealizacidn preferi-

da el agente de esterificacidn es cloruro de fenacilo,bro

~muro de fenacilo o un cloruro o bromuro de fenacilo susti

tuido en el anillo.

La desacilaci&n (separacién del radical 2-tienil -
acetilo) a que nos hemos referido mds arriba se resliza
siguiendo el procedimiento enzimdtico previamente utiliza

do en las penicilinas G y V propiamente dichas (véase Ro=—

-6 -
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linson et al., patentes estadounidensés nims. 3.014.845 ¥y
3,014.846, patentes estadounidenses ntims. '3.161.573,
3,150,059, 3.144.395, 3.127.326, 3.121.667, 3.116.218 y
3.109.779; patentes inglesas mims. 891.173, 897.617,
924.455 ¥ 957.685)_0 utilizado en la cefalosporina ¢ (pa-

- tente francesa n® 1.357.977). En una realizacién preferi—'

_da la amidasa desacilante deriva del E. coli o del Arthro-

hacter viscosus.

Alternativamente, los dsteres activados de las ce-

falosporinas pueden prepararse por tratamisnto de un anhi

‘drido mixto de la cefalosporina con un alcohol de férmula '

HO - CH,R, donde R tiene el significado indicado mds arri
ba, siguienéo esencilialmente procedimientos‘bien conocidos
(véase D.A. Johnson, J. Amer. Chem. Soc. zz; 3636 (1953);
ﬁ.L. Barnden et al., J. Chem. Soc. 3733 (1953)).

Otro procedimiento para 1a'preparagidn de los éste
paa hctivados del 4eido F~aminocefalogpordnico del presen

te invento consiste en tratar con deido p-toluensulfdénico

un éster activado obtenido a partir de deido 7-(N-tritil-

amino)-cefalospordnico y un alcohol de férmula HO - CH,R,
donde R tiene el significado indicado anteriormente. ILa
reaccidén se lleva a cabo en un disolvente inerte, tal co-
mo acetona seca, a una temperatura comprendida entre 0° y
4000, ¥y de preferencia alrededor de la temperatura ambieg'

te, utilizando aproximadamente pesos equimoleculares de
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dster y dcido.

Los ésteres activados del dcido 7-aminocefalosporid
nico del presente, invento son compuestos bésipos, es de -
cir, aminas primarias, y forman sales de adicidn con -dci-
dos por tratamiento con un equivalente de un dcido orgdni

00 o inorgdnico, tal como decido clorhidrico, sulfirico,

sulfdmico, bromhfdrico, tartdrico, yodhidrico, glicdélico,

citrico, maleico, fosfdrico, succinico, acdtico y simila-
res. No es necesario qu~ 1 gales sean no téxicas o

farmacoldgicamente acepiad.vs puesto que su utilidad fun-

‘damental es le recuperacidn de estos productos para uso

en posteriores reacciones, por ejemplo acilacidn, en 1las
cuales el anidn dcido no aparece en el producto final.

Cuando se desea, los productos del presente inven—

t0 se convierten en los correspondientes ésteres activados

de los dcidos 7-acilaminocefalospordnicos por reaccidn cam
un agente acilante de aminas primarias, es decir, con wn
cLloruro de dcido de férmula R - (7 - C1 o el equivalente
funcional -de dicho cloruro de dcido como agente acilante
para un grupo amino primario. Tales equivalentes compren -
den los correspondientes bromuros de dcidos carboxilicos,
snhidridos de deidos, incluidos los anhidridos mixtos ¥
particularmente los anhidridos mixtos preparados a partir
de dcidos mds fuertes tales como 1los monoésteres aliféti;

cos inferiores del dcido carbdnico, de los dci- wile

o ~ POOR
. QUALITY
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gsulfdénicos y arilsulfdnicos:y de écidos nds impedidos ta-

les como dcido difenilacdtico. Adends puede emplearse una

azida de dcido o un éster o tiodster activo (por ejemplo,

con p-nitrofenol, tlofenol,dcido tioacético) o puede combi-
narse el doido libfe propiamente dicho mediante el uso de

enzimas o de una carbodi-imida reactiva (véase Sheehan ¥

_Hess, J. Amer. Chem. Soc. 77, 1067(1955)), o de una alqui~-

nilamina reactiva (véase R. Buijle y H.G. Viehe, Angew.
Chem. International Edition 3, 582 (1964)), o de una ce -

.tenimina reactiva (véase C.L. Stevens y M.E. Monk, J.Amer.

-Chem. Soc. 80, 4065 (1958)), o de una sal de isoxazolio

reactiva (véagse R.B. Woodward, R.A. Olofson y H. Mayer, J.
Amer. Chem. Soc. 83, 1010 (1961)). Otro equivalente del

cloruro de dc¢ido es ;a azollda correspondiente, es decir,

una amida del correspondiente decido cuyo nitrdégeno amfdico

es miembro de un anillo de cinco eslabones casi aromdtico
que contiene por lo menos dos dfomes de ni’arégehe, per esjem

plo imidazol, pirazol, los triazoles, bencimidazol, benzo--

triazol y sus derivados sustituidos. Un ejemplo del método

general de preparacidn de azolidas es el siguiente: se ha-
ce reacclonar N,N'-carbonildinimidazol con un dcido carbo-
xilico en proporciones equimoleculares, a la temperatura
ambiente, en tetrahidrofurano, cloroformo, dimetilformami-
da o un disolvente inerte similer, para formar la imidagzo

lida de dcido carboxilico con un rendimiento précticamenfe

-9 -
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cuantitativo y liberacidn de didxido de carbono y un mol
de imidazol. Los dcidos dicarboxilicos dan di-imidagzoli-
das. El sub—prdduoto, imidazol; precipita y puede gepa -
rarse, aislando la imidazolida, pero ésto no es esencial

En tales casos, R representa cualquier radical deseado

‘que se convertird en la cadena lateral de la cefalospori

:.na final (en el sentido de que el grupo bencilo es la ca

dena lateral de la penicilina G) que se forma al separar
a continuacidn el grupo éster activado para liberar el

carboxilo. La acilacidn con un écido‘;ibre ¥ la carbodi-~

imida reactiva es particularmente Util puesto que es efi

caz con decidos gque no puéden convertirse fdcilmente o no

pueden convertirse en abscoluto en los haluros o anhidri-

‘dos de dcido. Estas reacciones se realizan preferentemen

ta & unos 0 - 25°C en un disolvente inerte anhidro, tal
como acetona seca, utilizapdo la forma de base libre del
dster activado del dcido 7-aminocefalospordnico, que pue
de prepararse in situ a partir de una sal del mismo si
seldesea. Adends del agente‘de acilacidén se afiade un mol
de una base, tal como trietilamina, si se libera un dei-
do, como sucede cuando se emplea un cloruro o anhidrido
de deido. E1 producto se aisla a continuacidén siguiendo
las técnicas habituales, por ejemplo por separacidn del
disolvente seguida de recristelizacldén en un disolvente.

Asi, en una ilustracidn tipica del procedimiento
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de la carbodi-imida, se disuelven en 3,0 ml de cloruro de -

metileno 0,5 milimoles, de 7~aminocefalosp6ranato de fena-
cilo (base libtre) y 0,5 milimoles de diciclohexilcarbodi-
imida y sobre esta solucidn se afiade una solucidn de 0,5
milimoles de hidrocloruro del deido «~-aminofenilacdtico

en 1,0 mi de dimetilformamida pura. Despuds de dejar en re

_poso a 25°C durante 30 minutos, se separa por filtracidn

la diciclohexilurea insoluble. Diluyendo a continuacidn el
filtrado con 50-75 ml de éter precipita el producto, hidro
¢loruro de 7~waamiﬁoﬁencilacetamido)—cefalosporanato de -
fenacilo. | '

" Ios ésteres activados de los dcidos 7-acilaminocefz
lospordnicos asi obtenidos se descomponen después por el
método del tiofendxido sddico de Sheehan en las sales sddi
cas'de las correspondientes cefalosporinas. Por cada mol
de los primeros ge aﬁaden'aproximaQamente de uno & dos mo=-
les de tiefendxide sdédice disulets en un diselvente inerte
seco tal como dimetilformsmida o sulféxido de dimetilo. Ia
mezcla se aglta aproximadamente a la temperétura ambiente .
hasta que la reaccidn es completa (lo que con frecuencia
requiere menos de una hora) y la cefalosporina asi produci

da se recupera en la forma habitual, por ejemplo por ex —

traccidn‘con disolventes basada en la naturaleza dcida del -

grupo carboxilo o por precipitacidn directa mediante adi -

cién de acetona, acetato de etilo o similares. Pueden em -

- 11 -
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plearse temperaturas tan bajas como 5%¢ pero requieren pe-

riodos de reaccidn méds largos y con frecuencia dan rendi -

‘mientos menores que los obtenidos a 20—35°C o0, preferible~

mente, a unos 25°C.
Los ésteres activados de los dcidos 7-acilaminocefa

lospordnicos también pueden convertirse en las correspon -

. dientes cefalosporinas tratdndolos con precaucidn con otras

bases tales como hidrdxido sdédico o acetato sddico o por ex
posicidn a la luz ultravioleta.

Los mismos métodos pueden emplearse pera convertir

“en el decido T-aminocefalospordnico los ésteres activados de

este dcido obtenidos mediante las etapas consecutives de
preparar un éster activado de una cefalosporina y después
sepafar enzimétioagente su cadena lateral.

Ios sigulentes Ejemplos gervirdn para ilustrar el
presenﬁe invento pero no para limitarlo. Todas las tempera
turas se dan en grados cantigradss. Por comodidad, el ny -
cleo |

S
4 \\\CH

~NH—~ CH—CH

[ °
0=C ——N C ~CHO-C -CH_
c/ 2 3
[
cC.0-
I
0

- 12 -
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es representado en los Ejemplos por el simbolo AAC.
Ejemplo 1

A. 7-(2—Tienilacetamido)~Z&3~cefalosporanato de fens~

cilo.— Sobre una suspensidén de 1,138 g (2,72 milimoles) de

7-(2-tienilacetamido )-/\3-cefalosporanato sédico ("KEFLIN SO
. DIUM") en 20 ml de dimetilacetemida (IMAc) se afiaden 0,430 g

(2,78 milimoles) de 2-cloroacetofenona. Iia mezecla se agita a
259 durante 2 horas y 40 minutos vy después gse vierte sobre

200 ml de solucidn de cloruro sddico al 5 %. Por adicidn de

50 ml de éter e intensa agitacidn, cristaliza el producto,

7-(2—tienilacetamido)-Zﬁ?—cefalosporanato de fenacilo, que
se recoge por filtracldn, se lava con éter seco y se seca a
vecio sobre pentdxido de £dsforo. EL rendimiento es de 562
mg (40,2 %), p}f. 165-167°. Se recristaliza paré andlisis en
acetato de eﬁilo, pefs 169,5—171,00. Su espectro ultraviole-
ta en etanél al 95 % preseéenta una.lméx a 240 milimicras

(€ = 25.800) y una inflexidén a 280 milimicras (€ ='4.990).
Su espectro infrarrojo (KBr) presente una banda de amida NH
& 3300 ™1, de felactena & 1790 an™ ', de dster de fenaoilo

1 1

, de amida a 1705 em™ ' y de amida II a

y acetato a 1745 em
1540 o~ 1. E1 espectro RMN en CDCl3 tiene una estructura

compleja que totaliza nueve protones entre 8,0 y 6,68, que
inciuyen los protones de la amida, fenilo y eanillo de tiofe

no; un protdn de f-lactama-a 5,88 y el otro a 5,08;1los dos

=13 -
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protones del metileno del éster fenacilico a 5,508; el me-
tileno que lleva la funcidn acetoxi a 5,08; el metileno
adyécente al dtomo de azufre a 3,58 y el grupo metilo del
acetoxi a 2,088.

Andlisiss Calculeado para 024H22N20752: ¢, 56,01;
H, 4,31. Encontrado: C, 56,45; H, 4,32.

B.ZQS3—7-aminobefalosporanato de fenacilo, sal de

p~toluensulfonato.~ Una solucidn formada por 500 mg de T-

(2-tienilacetamido )-cefalosporanato de fenacilo, 50 ml de

acetona, 75 ml de solucidén reguladora de fosfato 0,2 M, a

‘pH 7,0 y 375 ml de solucidén de amidasa E. coli para peni-

cilina G se incuba en un aparato sacudidor en dos matra -

" ces Erlenmeyer durante 4,0 horas a 32°%, Al cabo de este
tiempo se separén por filtracidn 442 mg del producto de

partida cristalino puro y‘se secan., El filtrado transpa -

rente se extrae una vez con 250 ml y dos veces con 125 ml
de acetato de etilo, filtrando cuando sea necesario para

destruir las emulsiones suaves. Los exiractos combinados

se secan brevemente sobre sulfato sédico, se filtran y se
afiaden al filtrado 90 mg de monohidrato del dcido p-toluen
sulfdnico. E1 @isolVente se separa en un evaporador rote-
torio a 35° yreliresiduo seco se tritura con 50 ml de éter
seco. Se recoge por filtracidén el producto,[ﬁ&3—7-éminocg

falosporanato de fenacilo, sal de p-toluensulfonato y se

_ Beca, obtenidndose 51,0 mg (80 %) de un sdélido cristalino

- 14 -
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de color castafio muy claro, p.f. 85-90°. Su esprectro in-

frarrojo (KBr) es muy claro y tiene una banda NH a 3430

em 1, de B-lectama a 1790 en1, de ambos ésteres carboni

1 1

licos a 1740 cm™ ', de fenilcetona a 1695 e¢m™ ' y no presen

ta trazas de las bandas de amida y amida II.

Ejemplo 2

7-(2-Tienilacetanido )~/ \-cefalosporanato de fena-

cilo.- Sobre una suspensién de 2,269 g (5,42 milimoles) de
WKEPLIN SODIUM" en 40 ml de DMAc se afladen 0,850 g (5,50
milimoles) de 2-cloroacetofenona y la mezcla se aglite &
257 durante 17 hores. Se vierte la mezcla sobre 400 ml de
solucidn de cloruro sédico al 5 % y el sdlido que se seéa—
ra se recoge por filtracidn y se seca. Por trituracién con
unos 200 ml de éter cristalizan 0,66 g de isdﬁero[ﬁSB pric
tlcanente puro.

" El filtrado etdéreo se hierve haste reducir su volu-
men & wnog 100 ml, se separa por decanimeidn de tina goma
que precipita y se deja en reposc a 25° durante 16 hores.
El precipitado cristalino que se forma pesa 0,87 g y es
isdmero[§s2 prédcticamente puro. Se recristaliza en 15 ml
de acetato de etilo caliente, 0,46 g (16 %), p.f. 127-129°.
Su espectro ultravioleté en etanol al 95 % presenta una
‘kmax. e 240 milimicras (€= 25.600) y una inflexidn a 280

milimicras (€ = 2.640). Su espectro imfrarrojo (KBr) difie

re ligeramente del del iédmero[ﬁ§3 en que tiene la banda

-5 -
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de @ ~lactama & 1780 cm"1, las bandas de los ésteres fenaci
lico y acético estdn separadas, a 1750 y 1740 cm"1, la ban
da de amida carbonilica a 1705 cm™ ¥y la banda de amida II
a 1530 cmf1. Su espectro RMN en CDC].3 es idéntico al dél

isdmerolﬁ§3, con la diferencia de que existen sefiales para-

los protones en 02 y 04: el protdn vinilico en 02 aparece

a 6,598 y el protén en C, aparece a 5,2%. Los correspondien

tes protones metilénicos adyacentes al agufre (02) en el
isdmeroA3 (2 3., 53) estdn completamente ausentes.

Por tratamiento de este producto con amidasa siguien

-do el procedimiento del Ejemplo 1, se obtiene Az-'?-amino-

cefalosporanato de fenacilo en forma de sal del dcido p-to-

lziensulfdnico. 7
Ejemplo 3
0
[
/ ¢ AN
H- AAC - CHy, - N ||

¢ Z
i -

Una suspensidén de 1,132 g (2,71 milimoles) de 7—(2-
‘hienilacetamido)-A3-cefalosporanato sédico en 20 ml de N,
N-dimetilacetamida conteniendo 653 mg'(2,71 milimoles) de

N-bromometilftalimida se convierte en una solucidén transpa

‘rente después de sgitar durante 4 minutos a 25%. A conti -

nuacidn se agita durante una hora y se vierte sobre 200 ml

de solucidn de cloruro sdédico al 5 %. El producto cristali

- 16 = -
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~tema y de la primera imida a 1780 em™

za inmediatamente y se recogé por filtracidn y se seca dan
do un rendimiento cuantitativo de 7-(2-tienilacetamido)-

ZX3—cefalosporanato de N-ftalimidometilo, p.f. 172,5-173,5%
Se recristaliza dos veces en acetato de etilo/Skellysolve

B, 1,00 g (67 %), p.f. 178,0~179,5°. Su espectro infrarro-
jo (XBr) tiene una banda NH a 3300 cw™!, la banda de p-lac
1, ambos ésteres y la
segunda imida en una banda ancha e intensa centrada a 1735

1 1

em~'!, 12 amida a 1685 cm ' y la amida IT a 1525 cm™ .

Por tratamiento de este producto con-amidasa siguien

-do el procedimiento del Ejemplo 1 se obtienel§>3-7—aminoce—

falosporanato de N-ftalimidometilo en forma de sal del dci-

do p-toluensulfdnico.

Ejemplo 4
H - AAC - CHQCOCH3

Sobre una suspensidn intensamente agitada de 1,2 g

(2,8 nilimeles) de T=(2'=%ienilscetanids)=eefaelosperanate

- s6dico en 25 ml de TMAc a 220 se afiaden 0,285 g (3,08 mili-

moles) de cloroacetona. Al cabo de dos horas la suspensidn
se afiade lentamente sobre 200 ml de solucidén de cloruro sé—
dico al 5 % enfriada = 5° y agitada, cubierta.con 50 ml de
éter. El sdlido que se separa en la interfase se recoge por
filtracidn, se lava con agua y se seca a vacio sobre pentdf
xido de fdésforo. Por este procedimiepto se obtienen 0,6 g

de producto, p.f. 122-124°. Se recristaliza por disolucidn
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en un pequefio volumen de acetona que después se diluye con
agua y se enfria a 5°. La muestra cristalina de 7-(2'~tie-
nilacetamido )=cefalosporanato de acetonilo asi recogida

tiene un p.f.142-143% Tos mdximos de absorcidn er el in -
frarrojo se producen a 3300 e ! (amida-NH), 1785 (carboni

lo de F_—lactama), 1750~1730 (carbonilos del acetato, aceto

. nilo y cetona alifdtica), 1660 (carbonilo de la amida) y

1530 (deformacidn de la amida). Los mdximos de resonancia
en el espectro RMN concuerdan coﬁ la egtructura asignada.

El tratamiento de este producto con amidasa siguien

“do el procedimiehto del Ejemplo 1 se obtiene[§s3-7-aminoc§

falosporanato de acetonilo en forma de sal del dcido p-to-
luensulfdénico, pef. 74°, con un rendimiento del 65 %. La

conversién enzimdtica se supone que es del 100 %; la con -

“versidn del correspondiente éster fenacilico es sdélo del

20 % aproximadamente. La mejora obtenida con el empleo del

- derivado acetonilicc ge atribuye a su mayor solubllided en

agua{
Ejemplo 5

0 |
!
H-gg-c%m~<:j>ﬁm2

Sobre una suspensidén de 1,124 g (2,69 milimoles) de
"KEFLIN SODIUM" en 20 ml de dimetilacetamida se afiaden 656
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mg(2,69 milimoles) de bromuro de p—nitréfénacilo. Ia mez-
cla se agiﬁa‘a é5° durante 30 minutos. Se convierte en

una solucidén transparente durante los qinco Primeros minu
tos. Se vieftg sobre 200 ml de solucidén acuosa de'cloruro
sodico al 5 %. precipitando en forma de sélido cristalino

el producto, 7-{2-tienilacetamido)~cefalosporanato de p-

. nitrofenacilo, -que se recoge por filtracidn. Se disuelve

en acetona y acetato de etilo y para eliminar la humedad
se separan los disolventes por destilacidn a vacio 2 359,

El resgsiduo se disuelve en 75 ml de acetons seca y unas

“trazas de sal se separan por filtrecidn. Se separa la ace

tona por destilacidn a vacio y el residuo se hierve breve"

mente con 40 ml de acetato de etilo, enfriando después es
ta mezéla en hielo, -recogiendo el producto purificado por
filtracidén y secandos 1,1?7 é, p.f. 179-181°,

Andlisis: Calcglado para 024H2N30982: c, 51,51; H,
3,78. Encontrado: C, 51,63; H, 3,83,

Concentrando el filtrado por»eﬁullieidn se recupe-
ran otros 238 mg, p.f. 176-179%, al aﬁadif Skellysolve B
(fraccidén del dter de petrdleo que hierve a»60—68°) hasta
el punto de turbidez a la temperatura de eballipidn; Bl
espectro infrarrojo indica wn compdesfo nuy puro.

Utilizando 5,48 g de "KEFLIN SODIUM" y repitiendo
el procedimiento se obtienen 6,81 g del mismo»producto.'

Por tratamiento de este producto con amidasa en

- 19 -
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presencia de un agente solubilizante siguiendo el procedi
miento del Ejemplo 1 se obtienelﬁ&3—7~aminocefalosporana—
to ds p-nitrofenacilo en forma de sal del gcido p-toluen-—

sulfdnico.

Ejemplo 6

Q=0

Se suspenden 1,1373 g (2,72 milimoles) de "KEFLIN

"SODIUM" en 30 ml de dimetilacetamida y se afiaden 0,755 g

(2,72 milimoles) de bromuro de p-metilsulfonilfenacilo.
La mezcla se agita durante 30 minutos a 24°. A1 cabo de

unos 15 minutos la solucidn se vuelve transparente y de

‘un color casiafio claro. Se vierte sobre unos 40 ml de sal

muera precipitando el producto cristalino, 7-(2~tienilace
tamido)—cefaiosporanato de p-metilsulfonilfenacilo, que
se recoge pbr filtracidn, se-lava a fondo con agua, se se

ca sobre P’éo5 a alto vacio y pesa 1,54 g. ELl producto se

- disuslve &n 200 ml de acetona y se separa por filtracidn

algo de material insoluble. El filtrado se diluye con un
volumen igual de acetato de‘etilo, se'trata con carbdn'gg
tivo y se filtra a través de tierra de diatomdceas; a con
tinuacidn se separan los disolventes bor destilacidn a vé

cio a 32° dejando como residuc el producto que se afiade
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sobre 50 ml de acetato de etilo. De nuevo se separa el ace
tato de etilo por destilacién a vacio y el producto resi -
dual se reooge por filtracidén con a&uda de éter seco y re-
sulta pesar 1,21 g, p.f. 176-180°. E1l producto se obtiene
en forma de agujas cristalinas. '

Por tratamiento de este producto con amidasa siguien

" do el procedimiento del Ejemplo 1 se obtiene /\3-7-eminoce-

falosporanato de p-metilsulfonilfenacilo en forma de sal

del dcido p-toluensulfdnico.

Ejemplo 7

. 0
. I
H ~ AAG - CHLC Br

Sustituyendo en el procedimiento del Ejemplo 1 la
2-cloroacetofenona por un peso equimélecular de bromuro de
p-bromofenacilo se obtieneZﬁ&3-7-aminocefalosporanato de
p-bromofenacilo en forma de sal del dcido p-toluensulfdénico.

Ejemplo 8
H - AAC - CHyCOCH,

Una suspensidn de 1,128 g (2,69 milimoles) de 7-(2-
tienilacetamido)~ZX§-oefalosporanato sddico en 20 ml de
DMAc (N,N-dimetilacetamida) se trats con 0,368 g (2,69 mili
moles) de bromoacetona j se agita a 25° durante 45 minutbs.

La mezcla se convierte en una solucidén transparente al cabo
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de 7 minutos. Se vierte sobre 200 ml de solucidn de cloru
ro sédico al 5 % y se cubre con 40 ml de §ter. Cristaliza
el producto,.7-(2-tienilacetamido)-Z§}~cefalosporahato de
acetonilo, y se separa por filtracidn,'1,055 g (82,5 %),

pef. 137°% Se recristaliza dos veces en solucién acuosa de

acetona, con un rendimiento en producto purificado del 48

%y pef. 143,5-145,00. Los espectros infrarréjo y RMN estdn

bien definidos y en completo acuerdo con la estructura es—i
perada. Fn particular, el espectro RMN demuestra que no se
encuentra presente el isémerolélz.

Andlisis: Calculado para C19H20N20752: C, '50,43; H,
4,46. Encontrado: C, 50,98; H, 4,47.

Una -solucién de 12,0 g de 74(2-tienilacetamido)-ZB?—

cefalosporanato de acetonilo en 600 ml de acetona se diluye.

‘hagta 12,0 litros con solucidn de amidasa E. coli y se agi

ta a 33° durante‘Q,O horas. La solucién se extrae con dos

porcibnes de 6 litros de acetato de etilo, filtrando sobre

“tierra de diatomdceas para destruir las emulsiones. Los ex

tractos combinsdos se secan sobre sulfato sddico, se f£il -
fran ¥ sa afiaden sobre elles 5,05 'g (1,00 equivalentss) de
monohidrato ael dcido p-toluensulfdnico. Lé solucidn resul
tante se evapora a sequedad en un evaporador rotatorio, se
disuelve el residuo en unos 200 ml de cloruro de metilgno,
se trata con carbdén activo decolorante y se filtra., E1 fil

trado se evepora hasta pequefio volumen y se diluye con ex~
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ceso de éter seco, con lo que precipita ellé&3—7~aminoceﬁg
losporanato de acetonilo, sal del dcido p-toluensulfdnico,
6,06 g (45 %), en forma de sdlido cristalino de color blan
co sucio, p.f. 70—740. Una muéstra se vuelve a precipitar
en cloruro de metileno mediante la adicidn de éter seco sin
que ge ﬁroduzcan cambios en el punto de fusidn.

Andlisis: Calculado para CoolpyNo0OgSp: €, 47,995 H,

4,83; N, 5,60. Encontrado: C, 47,73; H, 4,94; N, 5,23.

Ejemplo S

0
1
H - AAC - CH20-;<:::::>—-Br

Sobre 25 ml de cloruro de metileno se afiaden 1,36 g
(0,005 moles) Qe deido 7-aminocefalospordnico seguidos de
1,4 m1 (0,010 moles) de trietilamina y la mezcla se agita
durente 15 minutbs. A continuacidn se.evapora la s0 lucidn
resultante a presidén reducida hasta dér un aceite viscoso
que se vuelve a disolver en'25 ml de cloruro de metileno
sobre el que sé aflads, de una sola vez, con agitacidn, una
solucidn de 1,39 g (0,005 moles) de bromuro de p~bromofena
cilo en 25 ml de cloruro de metileno. Ia solucidn’resultan
te se agita durante 3 horas a 22° y despuds se exirae con-
secutivamente con tres porciones deVSO ml de agua, tres

porciones de 50 ml de NaHOO, al 5 % y tres porciones de 50
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ml de agua. La solucidn en cloruro de metileno se filtra
despuds a través de sulfato sddico enhidro y se evapora a
presidn reducida dando el 7-aminocefalosporanato de p-bro
mofenacilo en forma de éceite.

Este producto oleoso se disuelve a continuacidn en

50 ml de acetato de etilo, afiadiendo sobre el mimo una s0

_ lucidn saturada de hidrato de doido p-toluensulfénico en

acetato de etilo hasta llegar a pH 2. El acetato de etilo
se separa entonces a presidén reducida y el aceite resul —

tante se tritura con éter seco, se recoge por filtracidn

-y se lava con éter seco, obteniéndose. 1,9 g de 7—-aminoce-

falosporanato de p-bromofenacilo en forma de sal del dei-
do p-toluensulfdnico, cuyos espectros infrarrojo y RMN

concuerdan con la estructura esperada. El producto contie

ne aproximedamente el 75 % de isdmero[ﬁ&3 y el 25 % de

isdmero[ﬁ;z.

Ejemglo 10
H - AAC - CH2006H3

- Se repite el procedimiento general del Ejemplo S
con 1a diferencis de gue el bremure ds p=bremefenacils
se sustituye'por un peso equimolecular de cloroacetona.
E1l producto, sal del deido p-toluensulfdnico del[ﬁ§3~7-
aminocefalogporanato de acetonilo, tiene un punto de fu~

sidn de 740.
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‘pos carbonilo de los dsteres a 1740 cm

Ejemplo 11

I
H - AAC - CH2c©

Se repite el procedimiento general del Ejemplo 9

con la diferencia de que el bromuro de p-bromofenacilo se

. sustituye por un peso equimolecular de bromuro de fenaci~

lo. El producto, sal del 4cido p—toluensulfdnlco delZﬁ53

7—am1nocefalosporanato de fenacilo, funde a 85-90 . Su eg
pectro infrarrojo (en KBr) presenta las bandas de los gru
-1, 1a de fenilceto

na a 5695 e~1, la de NH a 3430 cu™! y 1a de@-—lactama a

1790 cm 1,

Preparacidn de cefalosborinas

Los ésteres activados del dcido 7-aminocefalospord

nico del presente invento son N-acilados en la forme des-

crita anteriormente para dar ésteres actlvados de las ce-
falosporinas que a continuacidn se descomponen para produ
cir cefalosporinas ya sea fotollticamente o por la accidn
de un anidn nueledfile y preferentemente débilmente bdsi-
co como se ilustra en las preparaciones que se dan a con-
tinuacién, en las que se utilizan dsteres éctivados del
deido 7~(2'-%ienilacetamido);cefalosporénico con fines

1lustrativos. -
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Preparacidn n? 1

7-(2!=Tienilacetanido )~cefalosporanato s6dico.- So-

bre una solucidn de 239 mg (0,43 milimoles) de 7-(2'-tie -

‘nilacetamido)—cefalosporanato de p-nitrofenacilo en 1 ml

de sulfdéxido de dimetilo seco (SODM) se afiade con intensa

agitacién, a lo largo de un periodo de 8 minutos, una solu

- ¢idn é&e 56,8 mg (0,43 milimoles) de tiofendxido sddico en

1 ml de -SODM. La solucidén de color purpura resultanie se
afiade sobre 50 ml de agua enfriada con hieloa pH 6,5. Esta

solucidn se lava con tres porciones de 30 ml de cloroformo.

‘E1 pH de la fase acuosa se baja a 2 después, mediante Ila

adicidn de deido fosfdrico al 40 % y se extrae con dos por

ciones de 30 ml de acetato de etilo. Después de haber lava

do con agua fria los extractos combinados y haberlos seca—

do sobre sulfato magnésico, se trétan con 142 mg (0,43 ni~

limoles) de una solucidn de 2-etilhexancato sédico al 50 %

en éter, Bl T=(2'=tisniiacetanids)-cefalssporanato sddico
s6lido, cristalino, que se separa, se recoge por filtra -

cidn, se lava con éter y se seca a vacio. E1l rendimiento

‘es de 84 mg, 42 %. El espectro RMN demuestra que el produc

t0 es una mezcla de isémeroslf&B-yZC§2_en la proporecidn
39+ 61. ' ‘
Preparacidn n® 2

7-(2'=tienilacetamido)=cefalosporanato sddico.- Una

solucidén que contiene 489 mg (0,95 milimoles) de 7-(2'-tie
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nilacetamido )-cefalogporanato de fenacilo y 125 mg (0,95
milimoles) de tiofendxido sédico en 2 ml de dimetilforma
mida (DMF) seca se deja en reposo a la temperatura am -

biente (22°) durante 15 minutos. Se afiaden 40 ml de clo-
roformo y la solucidén se extrae con tres porciones de 15

m]l de una solucidn de bicarbonato sddico al 3 %. Los ex—

. tractos acuosos combinados se enfrian a 5°, ge cubren

con 25 ml de acetato de etilo y se acidulan hasta pH 2
con dcido fosfdrico al 40 % agitando intensamente. Se se

paran las dos capas y la fase acuosa se extrae con 25 ml

‘de acetato de etilo limpio. Los extractos orgdnicos com-—

binados se lavan con dos porciones de 20 ml de agua y se
secan brevemente sobre sulfato magnésico. Se afiaden con

agitacidn 315 ng (0,95 milimoles) de una solucidn al 50%

de 2-etllhexanoato sddico en éter y la solucidn se enfria

a 5°. Bl 7-(2'-tienilacetamido)—eefalogporanato sédico sd
lido, cristalino, que precipita se recoge por filfraeidn,
se lava con étér y se seca a vacio sobre P2055 Mediante
este procedimiento se obtienen 220 mg (55 %) de un produc
to de p.f. 173-1750 (desc.). El espectro RMN indica que
el producto es una mezcla de 7-(2'-tienilacetamido)-3-ace
toxinetil-/\2-cefem-4-oarboxilato sédico y T-(2'~tienil -
aoetamido)-3—acetoximetil—[}?—cefem—4-carboxilato gédico
en la proporcidn de 9 : 1 aproxiﬁadamente.

7—(2'—Tieni1acefamido)—3~acetoximetil—[ﬁ?—cefem—4-
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carboxilato sddico.— Se reproduce el experimento acabado

de describir utilizando 200 mg (0,39 milimoles) de 7-(2
tienilacetamido)—3—acetoximetil—ZﬁF—cefems4~carboxilato
de fenacilo y 103 mg (0,78 milimoles) de tiofendxido sd-
dico en 1 ml de DMF seca. El fendimiento de sal sddica

es de 70 mg (43.%), p.f. 175-177° (desc.). E1 espectro

. RMN demuestra que el producto estd constituido exclusiva-

2
mente por isdmero[ﬁ& .

Preparacién nt 3

Adido 7—(2—tieniladetamido)-cefalospdfénico.- Una

solucidn conteniendo 55 mg de 7-(2-tienilacetamido)-cefa
1ospofanato-de fenacilo y 0,028 ml de anilina en 125 nl
de tetrahidrofurano se fotoliza en un aparato de cuarzo
fundido con una ldmpara de arco de mercurio Hanovia de
100 watios, a 7° de temperatura exterior, durante 10 mi-
nutos. El disolvente se separa a vacio. a 350 y el produc
to, decido 7-(2-tienilacetamido )-cefalospordnico, se seca
hasta daf una gome esponjosa mediante aplicacidn de alto
vacio. El-producto se somete a cromatografia en capa del
gada sobre gel de silice, utilizando la fase superior de
una mezcla disolvente constituida poxr 80 partes de n-bu~
tanol, 20 ﬁartes de etanol y 100 partes de agua, y & con
tinuacidn el cromatograma desarrollado se pone en contagh

to con una placa cubierta uniformemente con agar B. sub-

tilis. Después de un.periodo de incubacién adecuado, la
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aparicidn de zonas de inhibicidn del crecimiento del orga
nismo demuestra la pregencia de antibidtico activo. Por

este método se halla que el producto de la fotolisis con-
tiene una sola sustancia activa cuyo Rf (0,55) es idénti~
co al del dcido T7-(2-tienilacetamido)-cefalospordnico au-

téntico que se cromatografiaz a su lado para comparar 4i -

 rectemente. A partir del difmetro de la zona de inhibicidn

se calcula que el producto bruto de la fotélisis contiene
aproximadamente el 10 % en peso de dcido 7—(2—tienilacetg
mido )-cefalospordnico.

Preparacidn n? 4

7-(2=-Tienilacetamido )~cefalosporanato sédico por hi-

drdlisis del éster.- Una solucién de 400 mg de 7-(2-tienil

acetamido)—Zl}-cefalosporanato de acetonilo en 200 ml de
acetona-ae.diluyq con 200 ml de solucidn amortiguadors de
fosfato 0,20 M a pH 8,0 y se deja en reposo a 25°% qurante
24 horas., Se separa la asstona per Aestilacidn & 35° y des
pués se elimina por filtracidn una ligera turbidez gue apa
rece. E1 filtrado se aclidula hasta pH 2,0 con deido clorhi

drico 6 N y se extrae con dos porciones de 150 ml y tres

'porciones de 80 ml de acetato de etile. Los extractos com-—

binados se lavan tres veces con porciones de 50 ml de solu
cién saturada de cloruro sddico, se secen sobre sulfato sd
dico, se filtran, se evaporan a vacio hasta unos 100 ml y

se tratan con 0,22 -ml de solucidn al 50 % de 2-etilhexanog
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to sddico en n~butanol. A continuacidn se evapora la solu
cidn a sequedad en un evaporador rotatorio a 35° y des -~
pués se evapora dos veces mds con porciones de 50 ml de
acetato de etilo. Cuando el volumen de la Ultima evapora-
cidén es de unos 5 ml, la solucidn se diluye con 120 ml de

éter seco, precipitando el producto, 7-(2-tienilacetami -

.30)-cefalosporanato sédico, en forma de sdélido blenco. Se

recoge por filtracidn y se seca, 297 mg (81 %). Su espec-

tro RMN en D20 deruestra que se trata de una mezcla muy

‘limpia que contiene el 40 % del isémeroA3 ¥ el 60 % del
2
-isémero[ﬁx .



REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la preparacidn de ésteres

activados del doido 7T-aminocefalospordnico de férmula

NG

HyN = (l)H—"TH (I}H2 o

V il -
0 =—=C —N C —— CHp0+C - CHy

NG/ -

<lz —0 — CHp—R
‘I)l
. donde R representa alcanoilo (inferior), N-fialimido, ben
zoilo, naftoilo, furoilo, tenoilo, nitrobenzoilo, haloben
zollo, metilbenzollo, netanosulfonilbenzoilo o fenilben —
zoflo,y sales de adlcidn con deidos de los mismos; cuyo

“procedimiento consiste en hacer reaccionar un écidg de fr

muls

donde r! representa hidrdgeno o el radical 2-tienilaceti-

lo, preferiblemente en forma de una sal neutra de dicho
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Acido, con una cantidad por lo menos equimolecular aprovimada-
mente de un compuesto de férmula R - CH2 - X, donde R es el de
finido anteriormente y X es un Atomo de halbgeno, preferiblemen
te cloro o bromo, en un digolvénte inerte, a una temperstura -
comprendida entre unos 09C y unos 402C; ¥y, cuando Rl es el ra-
dicel 2-tienilacetilo, separar dicho radical por desacilacidn
con una amidasa.

2. Un procedimiento segln la Reivindicacién 1 en el

cual la emldasa deriva del E. coli o del Arthrobacter vis cosus.

3, Un ﬁrocedimienﬁo gsegin la Reivindicacidén 1 en el
cual se esterifica una sal neutra del 8cido 7-aminocefalospori-
nico con un égen@e de esterificacibén de férmula R - CHy, - X, -
donde R es el definido en la Rei#indicacién 1 y X representa clg
ro o bromo.

4, Se reivindica por Gltimo como objeto sobre el que
ha de recaer la Patente de Invencién que se solicita:" UN PROCE
DIMIENTO PARA IA PREPARACION DE ESTERES".

Todo conforme queda descrito y reivindicado en la pre-
sente Memoria descriptiva que consta de treinta y dos péginés me

canografiadas.
Madrid, 21 de julio 1.966

BERNARDO UNGRIA
P.D.

32~



	Bibliographic data
	Description
	Claims



