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Este invento se refiere a determinados ésteres activa
dos del dcido 6-éminopenicilénico (y sales del'mismo), nue
vos y de gren utilided, y a métodos para su preparacidn y
para su empleo en la obtencidn de penicilinas conocidas ¥y
nuevas. _

Diversas pcnicilinas han sido ampliamente utilizadas
como agentes antibacterianos, particularmente en ciertas en
fermedades bacteriams infecciosas de mamiferos y como su-~
plemento en la alimentacién de animales. Primeramente se
prepard un numero limitado de tales penicilinas por fermen
tacidn directa, preferiblemente con adicidn de precursores
de cadenas laterales. Mds tarde se prepararon muchas mds
por acilacién del dcido 6-aminopenicildnico (por ejemplo,

Doyle et al., patentes estodounidenses nums. 2.941.995,

340474467 ¥ 341644404) que: 8 SU vez 8e preparaba por fer-

mentacidn sin precursor o por descomposicidn enzimdtica de
penieilinas naturaless Ademds se han preparado unhas pocas
penicilinas por sintesis quimica (por ejemplo, Sheehan,
patente estadounidense n® 3.159.617).

EL objetivd principal de esta invencidn era proporcio
naxr nuevds compuestos intermedios para uso en la produceidn
de penicilinas que ofrecieran otros caminos para la obten-
cidn de lag penicilinas conocidas (y en particular propor-

cionaran métodos prdcticos a escala comoercial para la pro-

duceidn de ciertas penicilinas de las que previamente solo
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se disponia en cantidades de laboratorio) y tambidn ﬁicie~
an posiﬁle la sintegis dé nuevag penicilinag no obtenihles
por los métodos actualmente existentese.

El objetive principal de la presente invencidn se ha
alcanzado mediante la provisidn, de aduerdo con la miama,
de dateres activados del deido 6-aminopenicildnico y sales
do adicidn con dcidos de log mismos. '

Los ésteres activados del dcido 6-aminopenicildnico
ineluidos dentro de los limites del presente invento son
aquél;os que por simple ensayo son lo bastante estables pa-
ra evitar la auto-condensacidn pero al mismo tiempo son 1lo
bagtonte ldbiles para permitir que la funcidn protectora
del carboxilo, ésto es, el grupo éster, pueda separarse cuan
do se desee para regenerar el grupo carboxilo sin destruir
el sensible anillo de 'B-lactama, ya sea fotoquimicamente
como se describe mds adelanfe o por tratamiento con tiofe-
néxido sddico en un disolvente orgdnico de acuerdo con
Sheehan et al., J. Org. Chem. 29, 2006 (1964). Esta separa=
cidn del grupo éster'puede realizarse sobre los prdpios.és~
teres (pora producir deido 6-aminopenicildnico) o despuds
de que han sido acilados (para producir una penicilina).

Se he encontrado que estos éasteres acilados tienen,
sobre el ugo en lassintesis previas del dcido 6-aminopenici
ldnico propiamente dicho o de sus saleé, véntajas tales co-

mo una solubilidad muy mejorada en los disolventes orgdnicos,
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mayor estabilidad térmica y mayor estabilidad frente a los
reactivos écidﬁs,'ademés de que se pueden emplear, come ge
ha mencionado anteriormente y se describird en los ejemplos,
para preparar nuevas penicilinas que no podrian obtenerse
de otro modo y para obtener penicilinas tales como el dcido

6—(®{~guanidinofenilacetamido )~penicildnico que anteriormen-—

te s50lo se preparaban con rendimientos muy bajos mediante

wn procedimiento muy costoso y complicado (véase patente bel
ga n® 634-374). -

Mds especificamente, el objetivo principal del presen
to invento se ha alcanzado mediante la provisidn, de acuer-
do con el ﬁismo, de ésteres activados del dcido 6-aminopeni

¢ildnico de férmula

S H
HN - CH—CH \c<c 3 .
CH, .
S N "
yd
_0:: e N

Cchl,*I -0 - cH{_,

: 0
donde, cuande W representa hidrdgeno, % _representa

a) aloénoilo, por ejemplo acetilo, propionilo, n-buti
rilo, n<=decanoilo; '

b) aroilo, por ejemplo benzoilo, l-naftoilo, 2-furoilo,
2~tenoilo; '

¢) aroflo sustituido y eospecialmente benzoilo mono-sug
tituido, por ejemplo p-nitrobenzoilo, p-aminobenzoilo, p-me-

tilbenzoilo, halobenzoilo, 3,4~dihidroxibenzoilo, p-fenil -
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benzoilo, p~metanosulfonilbenzoilo;
d) N-ftalimido, N-succinimido, N-sacarino,
0

que tiere la fdérmula

&
C. .
AN
N-.
505

N,N-dialquilcarbamoilo, por ejemplo N,N-dietilcarbamoilo,
ﬂkalquilcarbamoilo; ' '

e) ciano;

f) alcoxi, por ejemplo metoxi; alquiltio por ejem
plo metilmercapto; ariloxi, por ejemplo fenoxij;

g) carbalcoxi, por ejemple carbetoxi (procedente de
bromoacetato de etilo);

h) carbobengzoxi, por ejemplo prpcedente de cloroace
tato de hencilo; ' | .
' i) carbamoilo, por ejgmplo'procedente'de o =cloro-
acetamida; ' ‘

i) benzoiloxi, por ejemplo procedente de benzoato de
bromometilo; clorohenzoiloxi ;

k) carhofenoxi, por ejemplo procedente de cloroaceta

~ to de feniloj

1) carbo-terc-butoxi, por ojemplo procedente de bro-
moacetato de terc-butilo;
m) alquilsulfonilo, por ejemplo procedente de cloro-

metilsulfona;
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y cuando W representa carbalcoxi 2 representa carbalcoxl,

por e jemplo procedenbe de bromomalonato de dleﬁllo, N

cuando W representa fenilo, % representa benzoilo (dando

desilo) o cianoj ¥y, cuando W representa alquilo (inferior),

7Z repregenta alcanollo (inferior), por ejemplo procedente de

3-bromo-2-butanona; o donde W y 2 juntos represcnten 2-oxo-

cioloalquiléique'contiene de 4 a 8 dtomos de carbono inclu-

 sive, por e;emplo prooedente de 2—olor001clohexanona, y sa-

les de adloidn con doidos de los mismos.
Lag realizaciones preferidas del presente invento son
los ésﬁeres actlvados del dcido 6-aminopenlcilanlco de £dér-

nula

S
HN - CH—CH N /

L ’ \CH
0= N _CH- Ic[:-q-CHé-alq_

donde alq representa alquilo (inferiomr)s y espoc:a1mente me—
$ilo, ¥ las sales de adicién con 4cidos de los mismos y los

dateres activadogidel dcido 6-am1nopen1c11énloo de fdrmula

e

8N - ©

L} L\%
0= C— —CH ﬁ-o-cuzm
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donde B representa benzoflo, naftoflo, furoilo, tenoilo,
nitrobenéoilo, halobenzoilo, metilbenzoilo,‘meﬁanosulfo~
nilbenzoilo o fenilhenzoilo,y sales de adicién con doi-
dos de los misgmos. | J
Tambidn se proporciona, de acuérdo con la presente
invencidn, un procedimiento de preparacidn de dsteres ac-

tivados del dcido 6-aminopenicildnico que consistoe en des

,Aécilar el correspondiente dater activado de una penicili-~

na bioaintética con una amidasa y, mds particularmente,
el pfocedimiento de preparacidn de ésteres activados del

deido 6~aminopenicilénico de fdrmula -

S g
CH
HoN - cn--é' \c/ 3

: , '\'0H3

B e
0—"_ H-C - 0 - CH
\Z

.
O .

" donde, cuando W representa hidrdgeno, 7 repregenta alcanoi-

20 (inferior), benzoilo, naftoflo, furoilo, tenoflo, nitro-
benzoilo, met;lbenzoilo, halobenzoilo, fenilbenzoilo, N-~£6a
limido, N-guceinimido, N-gacarino, N~alquil(inferior)carba-
moilo, ciano, alcoxi (inferior), élq@iltio'(inferior), feno=-
xi, carbalcoxi, cafhobenzoxi, carbaﬁbilo, behciloxi, cloro-
henciloxi, carbofenoxi,'carbofgg£g~butoxi o alquil(inferior)

sulfonilo y, cuando W representa carbalcoxi, Z'representa

ERNAAATY

carbalcoxi y, cuando W represgenta fenilb, % representa benzoi-
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1o o ciano;.q donde W y 72 juntos representan 2-o0xociclo-
alquilo que contiens de 4 a 8 dtomos de carbono inclusi-
ve, ¥y sales de adididn con éqidoa de los mismos; cuyo pro
cédimiento consibte'en desacilar el correspondiente éster
activado de una ﬁenicilina biosintética con una smidasa.

Una realizaclidén preferida es el procedimiento de

preparacidén de ésteres activados del dcido 6-aminopenici-

. ldnico de fdérmula -

S

>HN'-;CH CH/ \/ il
2" l ’ l\\ CH, 0
' - ol
L o==C N CH - EI} -~ 0-CH, C -alg
0

donde alq representa alguilo (inferior), queiconsiste en

‘ desaci]arfeimdorrespondiente éster activado de penicili—

na Go peaioillna V con la amidasa del E. 0011, otra rea-
llzacidn preferida es el procedlmienﬁo de preparacidn de °

dsteres aotivados del decido 6—aminopenlcllénloo de férmu-

la

S
/" \\ _ CH;y
HoN- cI:H——clm T\ o,
0==C N CH-cl—o-cxiz-@

donde(Rrepresenta benzoilo, naftoilo, furoilo, tenoilo,
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Ne 329,354

nitrobenzoilo, halobenzoilo, mefilbenzoilo, metanosulfonil-
benzoilo o fenilbenzoilo y gsales de adicidn con dcidos de
los mismos, que consiste en desacilar el correspondiente
dster actlvado de penicilina G o penlcilina V con la amida~
sa del E. dOll. '

Tos ésteres activados del dcido 6~aminopenicildnico
del presente invento se preparan por un método geﬁeral an
dos etapas, en la forma siguiente: ‘

Una penicilina biosintética,de 1a que se disponga fé-
cilmente, tallcomo penicilina G d V en forma de una sal, por
ajemplo la sallsddioa o potdsica, se hacg reaccionar (prefe-
:ibiemente.alrededor des la femperatura ambiente o hasta unos
40°¢, én un disolvente anhidro tal cgmb dimetilformamida o
N,N—dimetilapetamida) éon un equivalenﬁe de un haluro activo
de férmula . ‘ r

W | = W
Cl - GH“Z‘ o - _Br TAGH“Z
donde W Y Z tienen el significa&@iindicédo anteriormente, pa:
ra produc;r un éster actlvado de 1a penloillna (véase McDu-

ffie et al., Patente ostadounldense n? 2. 578 570) del cual

se separa a continuacidn la cadena 1ateral por e; proceso

-enzimético previamente usado en lag propias penicilinas G ¥y

v. (vease Rolingon et al., pa%entes estadounldenses ndms.
3.014.8454 " 3. 014 846 y la ntmero* 13 259 428 presentada el
30 de abrll de 1964 por nuestros colegas H.Takeda, I.
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Iwétsuki ¥y T. Miyano; patentes estadounidenses ﬁdmso
361614573, 3.150.059, 3.144.395, 3.127.326, 3-121.667.
3.116.218 y 3.109.779; patenfes inglesas nums. 891.173,
897.617, 924.455 y 957.685)

En el préqedimiento prefefido se emplea cloro-
acetona o bromﬁacetona y penicilina G o penicilina V.

En el otro procedimiento preferido se emplea bro

. muro de fenaoilo, cloruro de fenacilo o un bromuro o

cloruro de fenaoilo sustltuldo en el anillo.
Alternatlvamente, los dsteres mctivados de peni

0111nas naturalea pueden prepararse por tratamiento de

_un anhidrido mixto de la penicilina con wn alecohol de

férmule

| HO - cH\\\\

' donde W y 2 tienen el gignificado indicgdo anteriormente,

siguiendo.préctidamente procedimientos bien conocldos;

véase-a. A Johnsou, Ja Amer. Chem.-Soc. 13, 3636 (1953}

" Re Tie Barnden et al., Je Chem. Soc. 3733 (1953).

Los esteres activados del é01do G—aminopenicilénl-
co &el presente=invento tamblén se prepgran, como se indj
ca en los ejemplos due giguen, por el siéﬁiente método: -§

El écido.6-aminopenicilénico en forma de sal, tal
como sal de trietilamonio, se mezcle a unos 20-40°C, en

un disolvente inerte como el cloruro de metileno o la di-

- 10 -
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‘cohol de. férmula

P T D N
PRRTRPRNE AV SN s i S R A e

- - I"-... - .- B - . e
metllformamida, con uno o dos equivalentes aproximadamente

de uno de 1os haluros actlvos descritos mdg arriba para
formar el éater activado deseado del doido G-amlnopenloilé

nico, que se aisla adecuadamente en forma de su sal de adi

. ¢ién con deido con el deido p-toluensulfénico. -

Un tercer procedimiento para la preparacidén de los

dsteres activados del dcido 6-aminopenicildnico. consiste,

" como ge indica en los ejemplos, en tratar con dcido p-toluen

sulfdnico ©1 monohidrato de un éster activado preparado a

v '
partir del dcido 6-(N-tritilamino)-penicildnico y un al-

W
O - CH
T~~12

donde W y Z ‘tlenen el significado indicado énteriormente.
Ia reaccldn se lievé a cabo en un disolvente inerte tal
como acetona seca, & ung températura'oomprendida‘entre o°
y 40°c, ﬁréfefiplemente alrededor de la temperatura am- -
biante,‘empieéndo pesos aproximadamente eqdimolecuiares de
doter y. dcldo. o _

Los dateres activado§,del deido Qtaminopenicilénioo'
de esto igventb son compuestds bésicos,,és decir aminas
primarias, y forman sales de adicidn con deidos por trata’
miento con un equivalente de un deido orgénico 0 inorgéni-
co tal como clorhfdrico, sulfirico, sulfémico, bromhidrico,

tartdrico, yodhidrico, licdlico, citrico, malefco, Ffosfé-

- 11 -
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rico, succinico, acético y similares. No es necesario“que
estas salés gean ﬂo téxicas o aceptables farmacoldglcamen
o puesto Quéisu utilidad primordial es la recuperacidn .
de estos produétoa para ugo en reacciones pogteriores, por
ejemplo aciiécidn, en las cuales el;anidn dcido no apare-—
ce en el producto final.

Cuandq;sé desea,'los productos del presente invento

pueden convertirse, como se indica en los ejemplos, en los

correspondientes dsteres activados de deidos 6~acilamino-
penicildnicos por reaccidn con un sgente acilante para ami-

nas primariag, es decir, con un clorurc de decido de fdrmu-

la R - Gég_ci o con un equivalente funcional de dicho clo-

ruro de ééido como agente acllante del grupo amino prima-

rioc. ﬁntré estbs equivalentes sé encuentrahAlos borrespon—
dientes bromufos de dcido carboxilico, anhidridos de deido,
incluidos 1os énhidridos mixtos N particularmente.los enhi

dridos mixtos preparados a parblr de dcidog mds fuertes

-tal como monoesteres almfétlcos inferiores del éc1do carbd-

nico, de éoidos alquilsulfdnlcos y arilsulfdnicos y de dci-
dos mas impedidos como el deido difenilacético. Adends, pus
de usdrse una azida de dcido o un éster o tiodster activo
(por ejempio con p-nitrofenol, tiofenol, dcido +tioacdtico)
o0 puede eombinarée el propio dcido libre con el éster acti-
vado mediénte'el—empléo de enzimas o de un reactivo carbo-

di-imida [véase Sheehan y Hess,. J. Amer. Chem. Soc. 77,

- 12“-.- ‘

oo o A b e W Ceapmins s hmeeim et ———
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1067 (1955)]',*&6 un resctivo alquinilamina [Véase R.
Buijler y He Ge Vlehe Angew, Chems International Edi-

tion 3, 582 (1964 )], de un reactivo cetenlmlna [véase

C. I. Stevens y ‘M, E. Monk, J+ Amer. Chem.. Soc. 80,

4065 (1958)], o de una sal de isoxazolid [véase R. B.
‘Woodward, R. A. Olofson y He Mayer, Je Amer. Chem. Soce
83, 1010 (1961)] « Otro equivalente del haluro de deido

es la’ correspondlente azollda, en decir, una amida del
correspondiente dcido cuyo nitrdégeno amldlco.es un miem
bro de un anillo casi arom&tico de cinco eglaboneg que
contiene por lo menos dos dtomos de nitrdgeno, por ejem
plo imidazol, pirazel, los &riazoles, bencﬁmidazol, ben-
zotriazol y sus derivados sustituidos. Un ejemplo del mé
todo genergl para la preparacidn de una azolida.es el si
guiente: Se hace reaccionar N,N'-carbohildi—iﬁidazol con
un écido*oarboxiliéo en proporciones equimoleoulareé, a
la temporatura ambiente, en tetrahidrofurano, cloroformo,
dimetilformamida o un disolvente inerte similar,para for
nar la imidezolida de dcido carboxilico con un rendimien
to prdcticamente cﬁantitativo, con liberacidn de didxido
de carbonp y un mol de imidazol. Los dcidos dicarboxili-
cos dan di-imidazolidas. El subproducto, imidazol, preci-
pita y puede ser separado‘aislandoxla inidazolida, pero
éato no es esencial. En tales casos R representa cualquier

radical deseado que se convertird én_la cadena lateral de

"‘13"‘ ]
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la penioiiina final (en el sentido de que el grupo benci-.
lico es 1a.cadena lateral de la penicilina G) que se for-
ma al separar a.continuacidn'el grupo éster activado pare
liberar el carboxilo. La acilacidn con un dcido libre y el
reactive carbodi-imida es particularmente dtil puesto que
es eficaz Edﬂ dcidos que no pusden conver tirse fécilmente.

0 que no pueden convertirse en absoluto en los haluros o

enhidridos de dcido. Preferiblemente estag reacciones se

llevan a cabo & unos 0-25°C en un disolvente inerte enhi-

dro tal como acetona seca, ﬁtilizando la forma de base 1li-
bre del dster activado del dcido 6-aminopenicildnico, que
puede prepararse in giﬁg a partir de una sal del mismo si
8e deseég Ademds del agente acilante, se afiade un mol de
une hase como la trietilamina en el caso de que se libere.
un écido,icémo ocurre cuando ge emplea un cloruro o un an-

hidrido.de dcido. Despuds el producto se aisla por las téc

'picas habituales, bor ejemplo por separacidn del disolvente

geguida de recristélizacidn en un disolvente.
V_H.Aéiren-una ilustracidn tipica dei procedimiento que
emplea carbodi-imida, ée Q}suelvén en 3,0 ml de cloruro de
metileno 0,57milimoles de G—aminopeniciianato de fenacilo
(vase libre) y 0,5 milimoles de7diciolohexilcarbodi—imida.
Sobre esté golucidn se afinde una solucidn de 0,5 milimoles
de hidrocloruro del dcido W.-guanidinofenilacético en 1,0

ml de dimetilformamida pura. Después de dejar en reposo a

- 14 -
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25°C durante 30 minutos, la diciclohexilurea ingoluble
oe separa por filtracidn. Diluyendq el filtrado con 50-
7% ml de éter seco precipita desﬁués el pfoducto hidro-
cloruro de fenac;i.l-— u-guanidinobencilpe‘nj.ci;Lina.

 Tos ééteres activados de los dcidos C-aciiaminopg
nicildnicos asi obtenidos se transforman é continuacidn

por el métoﬁp'del tiofenéxido sédico de Shechan en las

. sales sddicas de las correspondientes penicilinas. Por

cada mol de los primeros se afinden de uno a dos wmoles apro -
xiadawente de tiofendxido sddico disuelto en un disolven-
te inerte seco tal como dimetilformamida o sulféxido dé dime
tilo. La mezcla se agita a la- temperatura ambiente aproxi- i
madamenteihasta que la reaccidn es cémpléta (1o que con i
frecuencia requiere menos de 1 hora) y la penicilina asi
producida se recupera en la forma habitusl, pér e jemplo
por extraccidn con disolvente baséda:en la naturaleza dci- co
da del grupo carboxilo o ﬁdr precipitacidn directé medlian=—
te adicidn de acetona, acetato de etilo 0 similares. Pueden
emplearse temperafuras de 50C golamente pefo requieren tiem
pos de réaccidn mds largos y con frecuencia dan rendimien-
tos mds bajos que los obtenidos a 20-35°C o; preferihlemen
te, a unos 25°C. 7 L | .

Tos dsteres activados de los deldos 6~acilaminopeni-
cildnicos tamﬁiéﬁ pueden convertirsé en la; corregpondien—

tes penicilinas tratdndolos con precaucidn-coﬁ'otras'bases

- 15 - . v
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0==¢: N CH~C~- OCH .

tales como hidrdxido sédico, o acetato sddico o pdr expo-

sicidn a la luz ultravioleta como se indica en los e jem~

plos. -

Pueden utilizarse los mismos métodos para convertir
en el propio dcido 6-aminopenicildnico los dsteres activa
dos del dcido 6-aminopenicildnico obtenidos mediante las

etepas consecutivas de formar un éster activado de une pe

. nicilina natuﬁa;'y despuds separar enzimdticamente su can‘

dena(latefai. 

Los éstereg:activados del dcido 6-aminopenicildnico
del preégﬂfe.invento son también valiosos materiales de
partida parae la 4prep'aracidn de derivados bioldgicamente ac
tivos del ééido‘%-amino-céfalogporénigo de acuerdo con el
siguienté;esqﬁemé dehreacéidn,ien el_dual Wy 2 tienen el
‘sianificaﬁo'ihdioado.anferiorméhte v preferiblemente W re-

presenta nidrdgeno y % representa N-~ftalimido: !

L S - . T ’ ) . -
= N CH : 2
H N-CH-—-—'—C{ ¢ 73 - CH,
- [ | gt 0-¢ - ¢% c1

- 16 =~
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o,
2
CH3

NO

0

R DE—————— Y

s,
| CH
0-¢-C % NH- CH_...._C( N0

|
CH,

2 CH

‘ |
0-C - C

CH

3

3

0

<

| L\ oy
N H- ¢ = OCH”
. g» \Sz
NaIO4‘o .

dcido peracdtico; vdéase
Chow et als., J+ Orge.Chem.
27, 1381 (1962)

0
A
S .
CH
NE - CH—-——CH/ \c/ 3
I Neon
3 W
N CHLC - ooH
l Ny

Aezo o

catalizador dcido y calor;
transposicidn de Pummerer,
por Morin et al., J. Amer.
Chem. Socs 85, 1896-1897
(1963) -

- 17 -
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N~bromesuccinamida (NBS)
mds luz y/o perdxido

’ CH3

. o P
o..J;-c/ANH - CH —CHI CHy

N ! l :
CCHy 0= O <|; - CHpBr -
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H2'+ Pd,'temperatura amn-

biente
\
] »’
V N ,
HoN - CHWT{ THa .
0==¢——N_~ _C-CE -~
L c \_/
é..oe |
" l
0

Asi sé prepara el nucleo de cefaloridina que puede

acilarse y/o transformarse en otros compuestos de la fami
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lia de 1la q%félosporina por los métodos establecidos en
la técnica.,ﬁh»ejemplo adicional de tales transfdrmacig
nes es el siguiente, en el cual primero se prepara cual-

i guier penicilina con una cadena latersl inactiva (R), co-
mo se ha iﬂdidédo anteriorménte,en forma de un éster acti~
vado de su'suifdxido vy despuéds se convierte en 1os cofreg
pondientes derivados de la serie de la'cefalosporiﬁa en

. la forma giguientes

R-C - NH~- CH—CH C\
. l \ GH3 W
> e
0w N CH~C - 0OCH
o I " \\g
. :
Aczo 0 H¥; transposicidn de
. Pummerer
0 ‘ s 0 s
| Sl I e
R dmmon_of \CH2 g R O~ N-CH—CH >
7 D=
=C 1 -CHoBr —0C — R
‘ oA | ~¢& 3
W
C-OCH
I >z
0 .
- 20 -
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3 1o Pb(OAc),

,2. Desc., del és-
o ter activado,
5 . . .. ) POI‘ ej 006}158“9.

0 : _ . ; A -
R-~C —~NH - CH‘—"TH er . 0
S I

0==C ——N ¢ — CH,0— C~CH,-

. \\\054? _ ? 3

. S '

‘ ' - C -~ ONa
. I
: . 0

10

1

Un oUgetlvo secundario del presente invento es pro-
. porcionar un método fotolltlco de' conve rtir los dateres
15 activados de las penicilinas (o del doido 6-sminopenicild-
nico) en las penicilinas correspondientes (o en el propio
dcido 6—am1nopenloilanioo) con objeto de ob%ener lag ventos
jas de un procedimiento que no re@uiare calor ni el empleo
de rcactivos dcidos,. bdsicos o activos y dde por lo tanto
20 puede ser aplicado & compuestos que-contengan cadenas la-
terales sensibles a estos factores. Estos?objetivos'se han
| lograqumediante'la provigidn, de'acuerdotqon egta inven-
‘¢ldn, de un procedimiento de produccidn de penicilinas. que
consiste en someter a le luz ultravioleta en un disolvente

25 uﬁ‘éster activado del éorrespondiente deido Néacilado~6~

-2 -
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aninopenicildnico y recuperar la penicilina asi producida.

En las realizaciones preferidas de este procedimicnto, el
O

éster derlva del alcohol de fdrmula HO - CHQC ~ alq, don-

de alg representa un alqullo(lnferlor\, o del alcohol de

. 0
fdrmula HO - CH2 - ’5—(R y donde [N representa benzoilo,

naftoilo, furoilo, tenoilo, nitrobenzoilo, halobenzoilo,

metilbenzoilo, fenilbenzoilo o metilsulfonilbenzoilo. Asi

. bues, este fotollsis se realiza en tetrehidrofuramno o di-

0Xano, bor éjemplo, a una ftemperatura de 0-30°C y preféri;_
blemente a unos 8°C utilizando ‘una lémpara de arco de ﬁer
curio o xenon y preferlblemente luz de una longitud de on-
da de 2)0~300 %ﬁ

Otro objetlvo de esta ipvencidn es proporcionar nue-
vas penicilinas de valor como agenfesznmibacterianos, como
suplementos nutritivos en aliﬁentos para animales, como

agentes para el tratamiento de la mastitis en el ganado va-

" cuno y como agentes terapduticos en el ganado gviar y ani-

males, inaluido el hombreyen el tratamiento de enfermedades

infecclosas causadas por las bacterias Gram-positivas y

 Gram-negativas y, especialmente, por las variedades resis-

tentes a la bencilpenicilina de Staphylococcus aureus (Mif

erococeus pyogenes var. aureus )’ o para la descontaminacidn

de objetos que contlenen tales organismos, por e jemplo,
equipo de hospltales, paredes de salas -de opera01ones y si-

milares. Este objetivo de la presente invencidn se ha lo-

+
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grado mediante la provisidn, de acuerdo con la misma, de

penicilinas de fdérmula

0 "8

' l : ¢CH— ¢ — NH—CH—CH c
: "CHy
w ||
. 0 =—=0C N -C HCOOH
HN:::‘C-"-*'NH2

,'j sales no ‘téxicas farmacoldgicamente aceptables de las mis

nas. La reaiizacidn'preferida es la penicilina de férmula

| | I? : yd S\ _CH,

g~ GH— C—NH—CH——CH cl:\‘CH3-

[ 0=(C——N —C H COOH
HN==(C -—NH2

y.sales no téxicas farmacoldgicamente aceptables de las

mnismas. Entre estas sales se encuentran lag sales de écido

‘carboxilico de estas penicilinas, que comprenden sales me-

téliaas‘no tdxicas tales como sales de sodio, potasio, cnl=
cio y aluminio; 1la sal eménica y Jas.saleg'de anonio sus-
titufdo, por ejemplo sales de aminaes no tdxicas tales como
trialquileminas, incluidas la trietilaminé, procaina, di=
hencilamina, N-bencil-p -fenetilaomina, 1-efenamina, N,N'=
dibenciletilendiamina, deshidroabietilaﬁina,-N,N'-bis~dés—
hidroabietiletilendiamina, N—alquil(infe?ior)piperidina,

por ejemplo N-etilpiperidina, y ofras aminas que han sido

- 23 -
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utilizadas paré formar sales con la bencilpenicilinaj y
les sales no tdxlcas de ndicidn con dcidos de las mismas

(es decir las sales iminicas) que comprenden lags sales de

"adicidn con dcidos minerales tales cowo hidrocloruro, . hi~

- drobromuro, hidroyoduro, sulfato, sulfamato y fosfato y

las sales de adicidn con dcidos orgdnicos tales como ma-

' leato, acetato, citrato, oxalato, succinato, benzoato, °

. tartrato, fumarato, mulato, mandelato, ascorbato y simile~

rea. El atomo de carhono o del grupo acilo. (al cual va uni
do el grupo<{—guan1dlno) es un dtomo de carbono asimétricoi
y los cémpuestos de esta invencidn pueden exisbtir por lo
tanto en dqufofﬁas isdmeras dpticamente activas . los
diestereoisdmgros Du(=) ¥ L-(é)l’y»como mezcla de lag dos
formas dpticemente activas; todas estas formas isdmeras
de los compuestos éétén incluidas dentro de los limites de
esta invencidne. | | |

“En rélacidn bon la anterior consideracidn gobre los
diestereoisdmeros ge esta invendidn, debe no%arse que son
posibles otros muchos isdémeros ademds de los dos produci-
dos por el carbono asimétrico de ia cadéna lateral debido.
a la ﬁreseﬁcia de dtomos de carbono asimdtricos en el nudcleo
de dcido 6—am1nopen1c11én1co. Sin emb;rgo, estos igdmeros
ad1c1ona1es Carecen después de importancia puesto que el dei

do 6—am1nopenlcilénlco, que es el producto de procesos de

fermenﬁacidn, presenta siempre una configuracidn dnica; este

- 24—
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deido 6-aminopenicildnico es luego uﬁiiizado en la produce

cidn do Jow compuegtos do esta lnvenoldn.

Materinales de partida

A continuacidn damos algunocs ejemplos, de prepéracidn
de materisles de partida'dtiles para la obtencidh de dste-
res activados del deido 6—aminopenici1énicoJ-ﬁn el titulo
de cada una dp lag preparéciones la pérdidnw'

. —NH— GH— CH <73

s

"o.._-—-_q | GH'—ﬁ —_—Q -

se representa simplemente por "~ APA -
Preparacién n? 1

: ? o

| |

06H5OCH C - APA - CH C -~ 06 5

- 6-Fenoxiacetamidopenicilanato de fenacilo.- Se suspen

den 19,4 g (0,05 moies) deybenicilina potdsica Vy 7,70 g
(0,05 moles) de cloruro-de fenacilo en.dimeiiiaeetagida, ge
agita durante 22 horas a 22%C yvse viefte gobre 3 litros de
galmuera diluida paré precipitar el dster fenacilico de pe-
nicilina V en forma de goma. Este producto se separa de la
qolucidn acuosa por absorcidn sobre'tiérré de diatoméceaa

que se recoge por filtracidn y se seca sobre el filtro succio

nando despuéu de laver a fondo. E1 producto se separa

- 25 =
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de la_tiérra de diatomdceas eluyendo con 600 ml de aceto
ne qﬁe éeépuds ge flltra ¥y concentra por destllaclidn a

vaoio a 33°C. Bl residuo se disuglve en 300 ml de éter y
se seca con suifato gddico. El digolvente se separa por

destilacidn a vecio dando el producto sélido que se di~

suclve tres veces en acetato de etilo  y se destila a va-

‘clo hasta sequedad dando el producto, 6-fenoxiacetamido-

penicilanato'de'fenacilo,en forma de 21,1 g de s61ido vi=

treo.

t

Preparacidn n? 2

(CGH

] APA - K

¢ -
_ 5)3
6~(N~tritilamino)~penicilanato potdsico.- Se-disuel

ven 60,0 g (0,278 moles) de dcido 6-sminopenicildnico en

una mezcla deV220_ml de agua, 440 ml de alcohol isopropi-
lico y 105,0 wml de trietilamina y se agite durante 5 minu-
tos a la temperatura ambiente. Sobre esta solucién se afia-
den en porcilones 100,0 g (0,36 moles) de cloruro de triti-
lo, a lo 1argo de un periodo de 30 minutos. La mezcla de

reapcién se-agita durante 4 horas a la temperatura ambien-
te y después durante 15 minutos mds despuds de afiadir 1200
ml de agué..La sugpension enturbiada se filtra. Bl filtre~-

do se cubre con.?1 litro aproximadamente de &ter j se aci-

dula hasfa pH 2,6 con deido clorhidrito concentrado. Se

gepéra la capa etdrea y la fase acuosa écidé se extrae dos

veces mds con porcioncs de 200 ml de Sters Los extractos

- 26 -




10

45

" 20

25

"se seca por suceldn utilizando un tabique de goma y por ¥l

\5 ;ﬁlr

) - ‘ "
S - . .
Ty . : . 1 f umunm {
e . -
L . L » .
.
.

etéreos combinados que contienen el producto, écldo 6—

(N~tr1tilamino)-penicllénioo [dcido 6-(N—trifenilmet11—
amlno)—penlcilénlcp] s 8e secan sobre sulfato sddico, se
filtran y se aflade sobre ellos una solﬁcidn en 200 ml de
dter de 50,8 g de 2-ctilhexamoato potdsico para precipi~
tar 6~(N—tritilamino)«penicilanatp pétésicd.ep forma de

un sélido pesado, gelificado, que se recoge por filtracidn,

timo se seca a vacio sobre 5 dando 27,7 g. El espectro

infrarrojo -del producto concuerda con 1a:estructura asigna

da. Ver también Sheehan y Heriery—I.ogan, Js A.mer. Cheme SocC.

81, 5838-5839 (1959) y 84, 2983-2990 (1962) en la pdg. 2989.

Preparaéidn n? 3

i
5)30 = 4P - CH,C - Cgllg

6~Trifenilmetilaminopenicilanato de fenacilo.~ Una so

(C6H

‘lucidn de 12,42 g (0,0250 moles) de 6-trifenilmetilaminopeni:

cilanato potdsico y 4,08 g (0,0275 moles) de 2-cloroaceto-
fenona en 315 ml de N,N-dimetilacetamida (DMAc) se agita a
25°C durante. 5,0 horas. ILa mezélg se vierte sobre 2800 ml
de 901aqidn al 5 % de cloruro sdédico y el'precipitado 861li-
do se recoge por fiitracidn y se seca. A continuacidn sé ai
suelve en QQO nl de éter y se rascan las pafedes, precipi—
tando 10,0 8 (69 4 % ) del producto, 6-triienilmet11am1no—
penlcllanato de fenacilo, p.f. 198 0~200 ,09C; que se reco=

[EC L . P . w s T E R T L P ST TR DR
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ge por filtracidn y se seca. Se recristaliza disolviéndo-
lo en 300 ml de. acetona seca, filtrando, separando la ma-
yor parte del Qisolvente a vacio a 33°C y afiadiendo 100 ml

de éter.seco. Ia recuperacidn es prdcticamente cuantitati-

va ¥y la nuestra snalitica tiene un b.f. de 200,5~201,5°C.

Su espectro infrarrojo en XBr exhibe una banda NI a 3300

. cm71, una bqnda-de carbonilo.ﬁ —lactamé a 1796 cmf1, una

‘banda de carbonilo dster a 1760 cm™', una benda de fenil-

cetona a 1710 gm71 y una bands ipica del trifenilmetilo

~a 707 qm"1..Su_espeotyo de RMN en CDCl3 %iene una configu-

faciép c6mpleja que fepresenta 20 protones aromdticos a
8,0-7,08 , una,configuracién AB centrada & 5,38 que indi
caﬁlos dosiﬁgotones 7 -lactema, una handa de resonmcia a
4,45 g'QﬁBEinCIgye el protén en G, v los dos protones pré-
ximos al grupo carbonilo de la porcidn femacilo y dos ban-
das bien definidas a 1,62 y 1,5b'§ que proceden de los
6 protones del grupo Fem-dimetilo en Cy. .

Anélisig: Calculado para 035H32N204S: ¢y, 72,89; H,
5,59; N, 4,86} Encontrado: C, 72,75; H, 5,62; M, 4,78,

Cuand o se,utiliia 2-bromoacetofenona en lugar de
2—clordaqet6fenona en el anterior procedimiento, se obtie-
ne el misﬁ@iproducto con un rendimiento comparable .

Ver también: J. G. Sheehan y G. D. Daves, Jr., J
Org. Chem. 29, 2006-2008 (1964).

-

- 28 -
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Pneparééidn ne 4

| [ ;
(OgH5)3C - APA - c'ch . Br

6~-trifenilmetilaminopenicilanato de 4'=bromofenacilo.-

Una solucidn de 2,48 g (5,00 milimoles) de 6~trifenilmetil-
aminopenicilanato potdsico y 1,53 & (55,00 milimoles) de 2,4'~

dibromoacetofenona en 50 ml de N,N-dimetilacetamida se agi-

-'tq durante 5 horas a 25°C. La mezcla se vierte gsobre 500 ml

de solu01dn al 5 % de cloruro sédiooy'el 86lido que se sepa-
ra se recbge por filtracidn y se lavauéon agua. Se disuelve

en éter, se filtra y el dlso]vente Yy la humedad ge eliminan,

a vacio, dando 3,159 g (96 %) de 6~trifenilmetilaminopenicila '

nato de 4'<bromofenacilo en forma de una e spuma frégil..Se
recristaliza dos veces en alcohol etilico Caliente,r1,74 g

(53 %), p.f. 83-84°C. Bu espectro infrarrojo en KBr tiene la

intensa banda tipica}del anillo de;pb-lactama a 1790 cmf1,

la banda del carbonilo dster a 1765 em~1 y 1a banda de la

fenilcetona.a 1710 em™ T,

Andlisig: Calculado para 035H31BrN 0,8: Cy 64,13; H,
4,74 Encontrado. C, 63,945 H, 4,88.

Préparacidn n® 5 _

=0

(CgH5)30 = ARk - O - § - g
Oglly -

6—TrifeniimetilaminoPenioilanato de desilo.- Una so-

- 29 -
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lucidn de 2,48 g (5 00 mlllmoles) de 6—tr1fen11metllam1no—"
penlCllanato poté51co y 1,65 g (5,00 milimoles) de 2-cloro-

A deaoxlben201na en 50 ml de N N-dimetilacetamida se agita a

25° durante 16 horas. TLe mezclae de reaccidn se vierte so-
bre 500 ml de solucidn &l 5 % de cloruro sdédico y la goma
sdlida que.predipita se recoge por filtracidn. La goma se

seca y ge lava 'a fondo con Skellysolve B. Por disolucidn -

"en una cantidad minima de etanol hirviendo y. enfriasmiento

" en hielo,'sé obtienen 1,51 g (46,5.%) de 6-trifenilmetil~

aminopenicilenato de desilo en forma de un sdélido cristali-
no deip.%.'909. La muestra analitica.se recristaliza dos
veces mds en étanél, pefe 109—1100.'Su'espeotrd infrarrojo

en KBr muostra la @-]actama caracterlstlca a 1790 cm~1, 1a

, banda de oarbonllo éater a 1755 o™ ¥y la banda de fenlloe-

tona a 1705 cm~ 1,

Anélisis. Calculado para 041 36N204S Cy 75,43; H,
5 56; N, 4- 29; S, 4 910 Bl'loon’ﬁrﬂ.do. G’ 75 44; H, 5 52 N,
4,183 3, 5,38. N

Preparacidn n® 6

Q=0

6752 — 2~

¢ H_CH A - CH, - N

0
6-Fenilacetam1dopenlcllanato de N—ftallmldometilo.—

Una suspension de 18,62 g (0,0500 moles) de penicilina G
potéslca en 625 nl de N, thlmehllacetanlda conteniendo

12,00 g (O 0500 moles) de N;bromometllftallmlda da muy ré-

- 30 =
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pidamente una solucidnrtransparente al agitar a 259, se agi
ta durante 16% hdrés y ae.vierte sobre 5 litros de solucidn
de cloruro sddlco al 5 %. El producto sdlido, 6-fenilaceta-
midopenlcllanato ds N—ftalimldometllo, se recoge por fil-
tracidn y se seca, dando 26 o g. Se recristallza en clorofor

mo por adicidén de n-pentano, dando 17 2 g (69,8 %), p.f. 749,

Su ‘espectro lnfrarrojo en KBr demuestra- que tiene la estructu—l

_'ra esperada, con la banda de —1actama ¥y primera imide a

1790 om™ , éster e 1760 cu™!, segunda imida a 1730 co™!, ami-
da a 1670 em"T y amida II a 1515 e,

Preparacidn n9-7

. o
| OgH50CH,C ~ APA - CHp - N

iR

6-Penoxiacetamidopenicilanato'dé N-ftalimidometilo.-

Una suspensidn de 3,88 g (0 0100 moles) de peniclllna V po-
tdsica en 125 ml de N,N-di xetilaoe'bamida conteniendo 2,40 g
(0,0100 moles) de N-bromometllftallmida se agita a 259 du-

rante 16 horas. Ia mézcla de reaccidn se vi@rfe gobre 1 li-
Iro de solucldn al 5 % de cloruro sédlco y el sélido amorfo
resultante gse recoge por filtracién y -se seca, dando 5,01 g

(99 %) Se disuelve en. una cantidad minima de cloroformo y

gse vuelve a precipltar medianﬁe adicidn de Skellysolve B. La

goma precipitada de 6-fenoxiacetam1dopenlcilanato de N-fta-

linidometilo se seca a vacio dando una espuma frégil, 3,46 g

"y
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(68,2 %), SusvesPec#ros infrarrojo y RHN demuestran inequf-

vocamente que posee la estrcutura esperada.

% ‘ o Preparacidn n? 8

{(Cglls)4C ~ APA ~ CHy = N

6~Tfifeni1meﬁilémihopenicilanato de N-ftalimidometilo.-

_ Una mezola de 480 ng (2,00 milimoles) de N-bromometilftalimi-

da y 994 mg (2 00. milimoles) de 6«tr1£enllmetilaminopen1c1la-
nato potdsico en 25 ml de N,N—dlmetllacetamlda se agita‘duran—

te 5-horas a 25% Por dilucidn con 200 ml de cloruro sddico

-al 5 % precipita el producto, 6-trifenilmetilaminopenicilana-

-4to‘de N;ftalimiddmetilo, en forma de s6lido micro-cristalino.

Se reoristalizav&oé'§eces en'etanol hirﬁiendo, dando 530 nmg
(43,1 %), peFs 110—1110. Su espectro 1nfrarrojo(KBr) nmuestra
la banda de % -lactama y una banda de 1m1da a 1790 cm 1, el
carbonilo éaster. a 1750 om -1, la otra inida a 1730 em™1, el

éster C-0-C a 1200 om™! y la banda de tritilo a 710 o1, Su

.espeétro RMN en CDC1l_ es completamente concordante con la eg— |

o 3
tructura esperadas’

Preparacidn n? 9
o
Il
C - APA - CH,CCH

' 6 5)3 L — 2 7 3
6~Trifenilmetilaminopenicilanato de acetonilo.- So-

(C I

bre una suspensidnﬂvigorosamente agitada de 6,21 g (12,5 mi-

- 32 -
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limoles) de 6~trifenilmetilaninopenicilanato botésico en

180 ml de dime’c'illacet'amida (MAc) & la 'bémperatura ambien-
te (22°) se afladen 2,04 g (22 miliuoles) -de cloroacetona
recién destilada. Al cébo de 3 horas la mezcla se afiade lenta
mente a 1400 ml de solucidn al 5 % de cloruro sédico enfria
a (59) y agifada: El sélido blanco, 6~trifenilmetilom ino-
peniciianato Qe acetonilo, que‘se gepara se recoge por filtra
§idn, ge lava con égua_& ge geca a vacio sobre P2 05. Se re-
cristaliza en una mezcla-de acetona—isopropanol—agua dando
3,6 g (56 %) de agujas incoloras, p.f. 149-150° Bl espe c~
tro infrarrojo presenta méximos de absorclon a 1785 em~1

(carbonilo de"a—-lactama), 1760 cm~1 (ester alifdtico ), 1740

em~1 (cetona alifdtica) y 715 cm"1 (grupo trifenilmetilo).

Ia estructura asignada al producto se confirma por el espec

$ro RMN.

Preparacidn n? 10
)

I
’ Sulfdxido de 06H5OCH C - APA - CH2 N [

J
P

Sulféxldo de 6—fenoxmacetamldopenicilanato de ftalim~
T

midometilo.~ Se combinan 3,8 g (O 0094 moles) de sulfdxido‘

de pen1c¢1inaVipotésica y 2;4 8 (0,91-moles) de N-bromome-
tilftalinida en 150 ml de dimetilacetamida y se agita duran
te la noche a la temperatura ambienﬁei»Pbr'dilucidn con

1300 ml de solucidn acuosa al 5 % de cloruro sédico se sepa-

- 33 -
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ra el producto, sulfdxido de 6—fénoxiacetamidopenicilanato

de'ftalimidomeﬁilo, en forme de gdlido blanco que se récoge

por filtracidn. AL secarse al aire comienza a convertirse

en ‘una goma y continda la transformacidn .cuando se guarda
durante;la‘npchehen un desecador a vacio. Por trituraoidn._
con Skéllyéolve B el producfo se transforma en un sdlido de
color blanco %ppio, 2;8 g pef. 99-102°.

. SeArepffe la reaccidn empleando 6,9 g de sulfdxido
de peniciliné”V'ﬁétésica ¥ 4,2 g de N-bromometilftalimida
dando 3,65 ‘g de suifékido de 6-fenoxiacetamidopenicilanato
de ftalimidometilo. | ‘

' 'Anélisigz Calculado para 025H23N308s.éH20: C, 53,355
i, 4,85. Enqonﬁrado:nc, 53!62; H, 4,87,

Los‘siéugentes ejemplos tienen por objeto 1lus trar
eI.presen%e invgnto per& sin ;imitarlo; Todas las tempera-~
turas se dan'en grados centiéfados.‘Eh el titulo de cada
ejemplo "TSOH" réﬁresenta”;'éci@o Qetglu@nsulidpigo. "Skelly~
solve B" es una fraccidn de éter dé petrdleg qué hierve a
60-68°C, constituida esencialmente por n-hexano. '

| Ejemplo 1
H - APA - CHzg - Cgly » TSOH

6-Aminopenicilanato de fenacilo, sal de p-toluensul-

fonato.~ Una solucidn de 2,88 g (5,00 milimoles) de 6-tri-

fénilmetila&ihoﬁéniqilanato de. fenacilo en 115 ml de acetona

-

- 34 -

it oo My o € e b - . VPSS ——



10

15"

20

25

R A I R R L AT TR T It LeMe L

Lo
k<

seca se trata con 0,950 g (5,00 milimoles) de monohidrato
del écido p-toluensulfdnico y se deja en réposo, agitando
de vez en cuando, durante 75 minutos a 25% A continuacidn -
se vierte sobre 500 ml de Skellysolve B (dter de petroleo,
Peeo 50»680) vy se evapora a vacio a 332 en un evaporador

rotatorio hasta que se separa toda la aoetona y aproxlnada‘

~ mente la tercera parte del disolvente hidrocarburado. Bl

';resto del disolvente se separa por decantacldn del produc—

to, gue se adhiere 2 la pared del matraz. El producto se
lave in gitu con 100 ml de éfer'énhidro que después se de-

canta. Ia adicidn de 15 ml de acetato de etilo hace que el

producto cristalice. Ta mezcla se diluye con 300 ml de dter

y el producto, 6-aminopenicilanato de fenécilo, sal de p-
toluenqulfonato, se }ecoge por filtracién y se seca, dando
1,62 g, p.f. 138-140° (desc:). Cuando' el disolvente hidro-

carburado separado por decantacién'anteriofmente se diluye

‘hagta 1 Iitro con n-pentano, se récupefan 0,70 g del produc~

to de partlda puro. E1 rendlmlento es por 1o tanto ddl 84,5

%, Se prepara una muestra paras anéllsls dlsolv1endo a la tem
peratura agbiente en una cantidad minima de acetato de eti-
lo, filtyandp y precipitando con dter seco. Su espéctro ul-
travioleta en etanol &l 95 % presenta tres méximbs: Eézo -
15:500, € = 13.500y € o7 = 1300, Su espectro infrarro<

241
jo en KBr presenta una 1nﬁensa banda de @ ~lactama a 1795

1, una banda_de carbonilo ater a 1760 em 1, una banda de

- 35 -
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fenilcetona a 1780 g:m"l1 y bandas tipicas de la sal de p-
toluensulfonato a 1015 y 1002 em~ 1. Su eépectro RMN en
GDCl3 muestra 9 protones aromdticos a 8,0-7,08 ,‘2 pro-
tones de la @ lactama como una conflguracidn AB centrada
a 5,55 y 5,035 , los 2 protones de la porcidn fenacilo
a 5,488 , el protdn'03 a4, 548 , 3 protones del metilé
aromdtico a 2,318, ¥y los 6 proLones del grupo gem—dine ti

‘10 en C, como un duplete a 1,70 y 1, 665 o

Ané1181s. ‘Calculado para 023H26N20 S.: C, 54,31 H,
5,153 N, 5, 51, S, 12,64. Encontrado: C,'54,25; H, 5,273
N, 5,333 Sy 12,35.

(o] 2% + 129 (C = 1, C,H,OH el 95 %)

., - Eiemplo 2

H - APA - CH g - CH
65

6-Aminopenicilanato de fenac1lo.— Una solucidn de

443 mg (0,873 milimoles) de 6-aminopenicilanato de fena-
cilo, sal de p-toluensulfonato, en 40 ml de acetato de eti
Vlo se extrae con 15 ml de solucidﬁ al 1 % de bicarbonato
sddico, se lava con cuatro porciones de 10 ml de agua y se
evapora a sequedad en un evaporador rotatorio a 339, Ia
£ona, que'se’obtiene, 6-aminopenicilanato de fenacilo, bien
seca, ze disuelve en 1 ml de cloruro de metileno y se trong
forma en una espuma frdgll mediante aplicacidn de alto ve-

cfo. Ia espums se desmenuza en n-pentano, se separa por fil-
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tracidn ¥y se séca. La cantidad recuperada agsciende a 240
mé'(82'2 %)e Su espectro infrarrojo en CHCl3 presenta
‘una banda NH débil a 3380 cm 1, una intensa banda de@ -lagc
tama a 1777 cm "1, una bvanda de carbonilo éster a 1760 cm™ -1

una banda de fenilcetona a 1706 cn~! y ningdn indicio de

'bandas de amida.

Anélls1s. Calculado para C N 0 S: C, 57,463 H,

16 18 2
5 430 EncontradOO C, 58 28, H’ 5 500

Ejemplo 3

I,
H - APA - CH.C - G,

6-Aminopenicilanato de fenaollo por descomposicidn

,'J' enzimética de G-fenllacetamldopenicilanato de fenacilo.-

Una soimcion de 1,00 g (2,21 milimoles) de 6-fenilacetami~
dopenicilenato de fenacilo en 10 ml de sulféxido de dimetl
lo se diluye .con 90 ml de solucidn reguladora 0,2 M de fos-
fato, pH 7;9; y 100 ml do solucidn de anidasa do peniciling
G E. cold. Se sacude a 37° durante 4,0 horas recuperdndose
0,68 g de materlal de partlda cristalino, insoluble. La so-
lucidn se extrae con una porcidén de 300 ml y 3 porciones de
100 ml de acetato de etilo. Log extractos combinados se se-
can sobre sulfato sddico y.se evaporan a sequedad a 339, Se

obtiene un aceite smarillo constituido por partes aproxima-

‘damente iguales de sulfdxido de dimetilo y el esperado ami-

no-éster, como demuestra su espectro infrarrojo. Se disuel-
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ve.eﬁ 75 ml de éter y se extrae con cinco-porciones de

20 ml de agua. Por evaporacidn del disolvente quedan 47
ng de goma que; segin demuestra su espectro infrarrojo

en cloroformo, resulba ser idéntica &l 6-amino§enicilana~
o de fenacilo puro obtenido & partir de 6-trifenilmetil—~
aminopenicilanato de fenacilo por hidrdlisis con monohi-
dreto del decido p-toluensulfénico. El rendimiento, corre
gido teniendo en cuenta el material de partida recuperado,
es del 20 %.‘

Para egtablecer inequivocamente la esfructura del
producto, se vuelve a acilar a 259¢ eﬁ 2 ml de clorofor-
mo con un equivalente de cloruro de fenilacetilo y un equi
valente de trietilamina. E1 produc%o neutro se recristali-
za en acetato de etilo y Skellysolve B dando 20 mg (31 %)
de- 6-fenilacetamidopenicilanato de fenacilo, identificado
bor su punto de fusidh, 130-134°, y su espectro infrarrojo
en KBr, que es idéntico al de una muestra auténtica.

Ejemplo 4
' 0
H - APA - CHzg - Cglls

El 6-fenilacetamidopenicilanato de fenacilo se con-

vierte enzimdticemente en 6—aminopeﬁicilanato de fenacilo

(6~APA de fengdilo) en la forma siguiente:

Substrato:

Dos ml de solucidn en acetona de éster fenacilico de

-:38 -
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penicilina G (10 mg/ml) + 3,0 ml de solucién reguladora
0,2 i de fosfato, PH 7.

Condicliones de- féaccién.

Se afiaden 15 ml de en21ma gobre 5 ml de substratos
(substrato de 1 mg/ml; acetona al 10 %)..Uhas nuestras se
sacuden a 32° y al cabo de 1/2, 1, 1%, 2 y 4 horas se %o~

nm partes alicuotas j se mide el color de la base de

_s'chiff del producto a 415 mi después de diluir con un vo-

lumen igual de una solucién de 5,83 g de p~dimetilaminoben
zaldehido vy 5,83 mg de hidroguinona en 350 ml de etanol ab
soluto dlluida hasta 1000 ml con solucidn reguladora de
dcido citrico - NaaHPO4 a pH 2,5.

Resultados:

Anidasa Arthrobactér vigcosug
'/Lg/ml de 6-APA % de conver

_ de fenacilo - gién ~
1/2 hors ' 8o | 10,8
1 hora | 120 9,4%
1% horas 180 . 12,7
2 horas'  290 39,2
4 horasf; , 360 26,7%

El rendimiento tedrico de 6-APA de fenacilo es 740

/bg/ml.

- 39 -
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Amidasa E. coli

/pgﬁnl de 6-APA % de conver

de fenacilo gsidn
1/2 hors, 600 o 81,1
1 hora 950 100 %
14 horas 1050 100 ¥
2  horas ' 700 94,5
4  horas 1000 100 *

® ' ' . .
.7 TLos valores para la amidesa E. coli son superiores al

100 % y se han corregido al 10Q % introduciendo las

correcciones proporcionales para la smidasa Arthrobacter

vigcosuge

Ejemplo 5 V
('3 O emmem——

l
H - A__Eé - CHZC \ / Br . TQOH_

6-Aminopenicllanato de 4'-bromofenacilo, sal de p-

foluensulfonato.- Se deja en reposo a 250, durante 75 minu~

tos,.ph% solucidn que contiene 219 mg (0,333 milimoles) de
G—trifenilmetilaminopenicilanato de 4'~bromofenacilo y 63,4
mg (0,333 milimoles) de monohidrato de dcido p-toluemsulfd-
nico en 4,0 ml derécetona. A continuacidn se diluye con 100
ml de Skellysolve B y se scparan la acetona y unos 30 ml del

Skellysolve B en un'evaporador rotatorio a 33°. El produc-to
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sdlido, O-aminopenicilanato de 4'-bfomofenacilo, sal de
p-toluensulfonato, pesa 124 mg (63,7 #). Se reprecipita
en cloruro de metileno mediante adicidn de Skellysolve B.
3u espectroinfrarrojo en KBr presénta'una intensa banda
de '6-].actama a 1795 cm‘1, una bé.nda de carbonilo édster a
1760 cm‘1, una banda de feniléetona a 1710 cu™! y dos in-
tensas bandaq de sal de p~toluensulfonato a 1031 y 1007
]

Andlisis: Calculado’ para CoaHasBrNL0, 8yt C,y47,40;

‘H, 4,52. Encontrado:-C, 48,00; H, 4,85. -

Ejemplo 6
0
;
H - APA - (I‘}H- - C¢H, . TS0H
061-{5

6-Aminopenicilanato de desilo, sal de p~toluensulfo-

nato.- Una solucidn de 217 mg (0,333 milimoles) de 6-trife-
nilmetilaminopenicilanato de desilo en 4,0 ﬁllde acetona se
trata con 63,4 mg (0,333 milimoles) de.monohidrato de dcido
p-toluensulfénico y se deja en reposo a 25° durante 75 minu-
tos. Se diluye con 100 ml de Skellysclve B y la acetona y

aproximadamente la tercera parte del Skellysolve B se sepa-

_ran a 330 en un evaporador rotatorio. ELl producto, 6-amino-

penicilanato de desilo, sal de p-toluensulfonato, se separa
en forma de  un sélido que se adhiere a las paredes del ma-

traz., El rendimiento es de 130 mg (74 %). Su espectro infra-
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rrojo en CHCl3 presenta una intensa banda dec-lactana a
1740 cm"1, una banda-de earbonilo éster a 1747 cm71, una
banda de fenilcetona a 1694'cmf"1 y dos bandas tipicas de
la sal de p;toiuénsulfonato a 1031 y 1006 em~ 1,

Angdlisis: Calculado para 029H30N20782.2H 0: ¢, 58,86;
Hy 5,283 N, 4,74. Encontrado: C, 58,57; H, 5,39; N, 4y 46,

6-Aminopenicilanato de desilo.— Una solucidn de 190

ng (0,327 milimoles) de 6-aminopeniéilanéto de desilo,

gal de pntoiﬁensulfonato, en ZO:ml de acetato de etilo se
extrae con 7 ml de solucidn de bicarbonato sédico al 1 %
v se'yava'a fondo con agua. Por separécidn del disolvente
y cuidadoso secado a vacio qusdan 90 mg (66 %) de G-amino-

penicilanato de desilo en forma de espuma frégil. Su espeg

'ﬁfo.infrarrojo en CH013 presenta una intensa banda de/Z—lqg .

*tama a 1775fcm'1, una banda de cerbonilo dster a 1747 cu™ !

-1

y una banda de fenilcetona a 1694 em . No se observan ban-

das corregpondientes al grupe amidas

Ejemple 7
c N
H - APA - CH2 - N | (. Ts0H)
7

0
6—Am1nopan1c1lanato de ftallmldometllo, sal de p-to~

_ luengulfonato.— Se tratan 0O, 50 g de 6—£eniJacetam1dopen101-

lansto de ftalimidometilo con amidasa E. coli siguiendo los

procedimientqs'de log Ejemplos 3 y 4 para dar una solucidn
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de 6-aminopenicilanato de ftalimidoﬁetilo que se filtra y
ae extrae pricero con 1 litro de acetato de etilo y des~-
puds con 500 ml del mismo. Los extractos combinados se se
can sobre sulfato sédico y se filtran. Después de afiadir
dcido p-toluensulfdnico, se separa por destilacidn a vacio,
a 33°%, el acetato de etilo y se afiaden sobre el residuo

275 ml de éter anhidro para precipitar 6-aminopenicilanato

,de ftalimidometilo, sal de p-toluensulfonato, sdlido, que

se recoge ¥y se seca sobre P265 a vacfo, dando 0,26 g. El1
producto se disuelve en cloruro de metileno y se filtra.
Por adicidn»de n~-pentano reprecipita el producto que se.

geca sobre P205 a vacio dando 220 mg, p.f. 1044105°C.

Ejemplo 8
0
H - APA ~ CHz." N « TSOH

L \O

6-Aminopenicilanato de N-ftalimidometild, gal de

p—toluensﬁlfonato.— Una solucidn transparente de 183 mg

(0,296 milimoles) de 6~-tritilaminopenicilanato de W-ftali
midome%ilo'y 63,4 mg (0,333 milimoles)“de'monoﬂidrato de
deido p—to;qansulfdnico en 4,0 mlrﬁe écetona geca se deja
cn reposo a;?5° durante uwna hora y cuarto. Ia solucidn se
diluye con 100 ml de Skellysolﬁe B y se evapora hasta un

voluzen de 50 ml en un evaporador rotatorio. Se aflade una
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cantidad a@icional de 50 ml de Skellysolve B y el producto,
6-aminopenicilenato de N—f:aalimidometilo, sal de p-toluen—
sulfonato, que se adhiere a las paredes del matraz se sepa-
ré rascando y se-recoge por filtracidn. El fendimiento en
producto crudo es de 102 mg (63 %}.Se vuelve a precipitar
en unos pocos mililitrog de cloruro de metileno por dilu~

cidn con n—pentano, 80 mg (49 %), pefe 104-105°. Su espec—

. tro infrarrojo{KBr) concuerda por completo con la estructu—

ra esperada, pregentahdo bandag NH,?-—lactama; imida, &ster
y bandas tipicas de la sal de p-toluensulfonato.
Andlisis: Calculado para 024H25N30882.H20: c, 50,96;
H, 4,81, Encontrado: C, 51,033 H, 4,78.
Ejemplo 9
0
H - APA - CHZQCHB . TSOH

6-Aminopenicilanato de acetonilo, sal de p-toluensul-

fonato.~ Se agite durante 75 minutos a 22% una solucidén que

contiene 2,57 g (5 milimoles) de 6-trifenilmetilaminopenici-
lanato de acetonilo y 0,95 g (5 milimoles) de monohidrato

del dcido p~toluensulfdnico en 115 ml de acetona seca. La 80
lucidén transparente se aflade sobre 500 ml de dter de petrd-
leo, p.e. 40-60°, y los disolventes se evaporan s presidn re-
ducida hasta un volumen de 80 ml. Se separa el disolvente
por decantacidn y el sdlido residual se cristaliza por adi-

cidh de 15 ml de acetato de etilo. Se afiaden 300 ml de éter
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sal de‘pwtbluensulfonato, 86 recoge y se secas El rendi-

miento es de 1,7 g, p.f. 100-105° (desc.). Se purifica

por agitacidn durante 15 minutos con 100 ml de acetato de
efilo,,diéolﬁiéndose'las impurezas coloreadas y recogién—
dose por filtracidn la sal que se seca a vacio. El produc

%0 (1,13 g, 52 %) tiene un p.f. de 108=110° (desc.). En

‘él espectro infrarrojo se observan mdximos de absoreidn a

1795 (carboﬁiloAfZ—lactama);1760 (carbonilo éster), 1740 ,
(cetona alifdtica) y 1012 y 1036 cm™ ! (p~toluensulfonato ).
E; egpeciro RMN concuerda odﬁ la estructura asignada.
' Ejemplo 10
i
H - APA - CH200H3 .VTSOH

6=Aminopenicilanato de acetonilo, sal de p-toluen-

sulfonato.- Una' solucidn que contiene 719,8 mg de 6-fenil-

acetamidopenicilanato de acetonilo en 14,4 ml de acetona y
21,6 ml de solucidn reguladara de fosfato a pH 7 se sacude
a 37° durante 2,5 horas con 108 ml de amidasa en E. coli. ‘
La solucidn se extrae dos veces con 170 ml de acetato de
etilo. Los extractos secos'se tratan con 350,6 mg de mono-
hidrato del dcido p-toluensulfénico y la solucidén transpa=-
rente se evapora hasta un volumen de 30 ml. Bl 6~aminopeni-
cilanato de acetonilo, sal de p-toluensulfonato, cristalino,

que se separa se recoge por filtracidn, se lava con éter de
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petrdleo (p.e. 60-800) y se seca a vacio. Se obtienen

270 mg (33 %) de 6-aminopenicilmnato de acetonilo, sal

de p—toluensuifohato, con wn p.f. y un espectro infrarro
jo idénticos a ios'qe la muesfra preparada a partir de
6-trifenilmetilaminopenicilanato de acetonilo.
Ejemplo-11
Y —
|

' |

6-Aminopenicilanato de p-bromofenacilo, sal mono-

dcida de p-toluensulfonato.- Se prepara una pasta clara

de 7,92 g (0,025 moles) de la sal cristalina de trietil-
emonio del dcido 6-aminopenicildnico- en 100 ml de cloruro
de metileno y se afiaden gota a gota, con agitacidn, 6,95g
(0,025 moles) de bromuro de p-bromofenacilo en 100 ml de

cloruro de metileno, a lo largo de un perfodo de 30 minu-

tos. Se continda agitando durante 2 horas a la temperatu~ -

ra ambiente (229) y despuds la solucidn enturbiade se la-
va con agua (3 x 50 ml), NaHCO; al 2 % (3 x 50 ml1) y agua
(3 x 50 ml)e Ia solucidn en cloruro de metileno se clari-

fica entonces porinltracidn a través de sulfato sédico

.anhidro y se afiade sobre la misma, gota a gota, una solu-~

cidén de dcido p~toluensulfdnico (al 2 % en acetato de eti-
1o) hasta que el pH es 2. Se separen los disolventes a 20°

¥y presi&n reducida y el residuo oleoso se vuelve a disol-
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ver en 200 mi'de acetato de etilo, eliminando de nuevo el
disolvente a presidn reducida. El aceite resultante se
tritura entonces con 300 ml de éter seco y el residuo in-
goluble en éter se tritura con 50 ml de acetato de etilo.
Ta gonma resultante se disuelve en 100 ml de acetona y se
diluye hagta el punto de turbidez con dber seco. Ras cando

lag paredes se inicia la cristalizacidn y al cabo de 30 mi=-

. nutos se han obtenido 1,7 g de 6-aminopenicilanato de p=

bromofenacilo, sal monodcida de p-toluensulfonato, que se
lavan con éter y se éecan a vacio sobre P205. Se ohtiene

una segunda masa cristalina (700 mg) y una tercera masa crig
talina (400 mg), cuyos espectros infrarrojos son idénticos

a los de la érimera.‘El rendimiento total es de 2,8 g, es
decir el 19 % del tedrico. EL punto de fusidn.es-de 155~
1569 y los espéctros infrarrojo y RMN concuerdan por Com—
pleto con la estructura propueéta.

Andlisis: Caloulado para G, 6H;],%BrN20 45+0;HgS0,: ©y
47,183 H, 4,31; N, 4,80. Encontrado: C, 47,795 H, 4,313
N, 4,65. ‘

Se obtiene el mismo producto empleando dimetilforma~-
mida (DMP) como disolvente y dos equivalentes de bromuro
dé p~bromofenacilo.

Ejemplo 12
0.

-
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Preparacidn de 6-aminopenicilanato de trietilamonio.

(cristalino).- Se agitan 43,2 g (0,2 moles) de 6-APA en

400 ml de cloruro de metileno y se aiaden de wna sola vez
56 ml de trietilamina (TEA)., Se continda agitando durante
30 ﬁinutos y después la solucidn turbia se filtra a través
de "Dicalite" (tierrade diatomdceas) con succién. E1 filtre

do se evapora a vacio hasta volumen reducido teniendo cuil-

_dado de no separar todo el exceso de TEA. En este momento

ge afladen uﬁos 300 ml de aceta?o de etilo y se obtiene una
solucidn agitando vigorosamente. Casi inmediatanente comien
za la cristalizacidn y al cabo de 15 minutos se recoge el
producto por filtracidn, se lava con acetato de etilo y se
seca al aire. Rendimiento: 45 g de 6-aminopenicilanato de
trietilamonio cristalino (6-APA.TEA).

6~-Aminopenicilanato de p-nitrofenacilo, sal del dci-

do p-toluensulfdénico.~ Sobre unas solucidn agitada y fria

(2°C) de 9,7 g (0,03 moles) de 6-APA.TEA cristalino en 50

nl de dimetilformamida (IMF) se afiade una solucién de 14,7
g (0,061 moles) de bromuro de p-nitrofenacilo en 50 ml de

DMF, gota & gota y a lo largo de un periodo de media hora.

Se aparta el vafio de hielo y se continda agitando durante
2 horas. Continuando la experiencia en 1a misma forma que
en el Ejemplo 11 se obtlenen 7;5 g de 6~zminopenicilanato
de p-nitrofenacilo, sal del dcido p-toluensulfdnico, que se

recristalizan en 200 ml de acetona hirviendo diluida hasta
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el punto de turbidez con éter séco, mediante raséado y en-
friamiento. Rendimiento: 5 g; punto de descomposicidn 121°.
Ejemplo 13 |
H - APA ~ CH,ON

6-Aminopenicilanato de cianometilo.- Se combinan

7445 g Ge 6-N-tritilaminopenicilanatd potdsico (0,015 moles)
y 2,03 g (0,0155 moles) de claroacetonitrilo en 140 ml de

, éimetilacetamida y se agita a la temperatura ambiente duran-

te_3 horas.'ia golucidn ée vierte sobre 1000 ml de solucidn
acuosa al 5 % de cloruro sddico para precipitar el producto,
6-H-tritilaminopenicilenato de cianometilo, en forma de goma
sdlida que se recoge y disuelve en acetato de etilo y des-
pués se seca por destilacidn a vacio de este dltimo. EL pro-
ducto residual se suspende en Skellysolve B para formar un

gdlido blanco amorfo (3,45 g), p.f. 78-81°C. Bupleando este
préducto siguiendo el procedimiento de los Ejemplos 1, 6y
9 se obtiene.6-aminopenicilanato ae cianometilo, que se aig
la en fonna de su sal sdlida del écidg p-toluensulfdnico .
o Ejemplo 14V
- H - APA - CH(COOCH_)

, 2'5°2 |
6-Aminopenicilanato de dicarbetoximetilo.— Se combi-

nan 7,64 g (0,0216 moles) de penicilina G potdsica y 5,26 g
(0,022 moles) de bromomalonato de dietilo en 220 ml de di-

netilacetanide y la mezcla se agita a 259C durante 95 Riny-

tog y después se vierte sobre 1400 ml de solucidn acuosa al
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5 % de cloruro sédico. EL producto, 6-~fenilacetamidopeni-
oilaﬂato de dicarbertoximetilo, se extrae en éter y el ex
tracto etéreo se lava con agua, se seca sobre sulfato mag- .
nésico ¥y se separa el disolvente pof destilacidn a vacio
dejando el producto en forma de aceite. Despuds de tritura-
cidn en Skellysolve B y separacidén del disolvente a vacio,

el producto pesa 4,2 g. Empleando este‘prodacto en los pro-

ceédimientos de desacilacidn enzimdtica de los Ejemplos 3 ¥y

4 se obtiene 6-aminopenicilanato de dicarbetoximetilo.

Ejemplo 15
H - APA - CH(00002H5)2
b-Aminopenicilanato de dicarbetoximetilo.~ Se mezclan

7,45 g (0,015 moles) de 6-N-tritilaminopenicilanato potdsi-
co y 3,66 g (0,0153 molesj.de bromomalonato de dietilo con
200 ml-de dimetilacetanida y se agita durante 1 hora a la
temperatura aﬁbiente._A continuacidn se vierte esta mezcla

gobre 1300 ml de solucidn acuosa a2l 5 % de cloruro sddico

_para precipitar el producto 6-N-tritilaminopenicilanato de

dicarvetoximetilo, en foma de una goma que se recoge y se-
ca por destilacidn reldmpago con acetato de etilo. Se obtie
ne el prodﬁqto en forma de sdélido cristalino blanco cuya
porcidn insoluble en acetona pesa 5,7 g, p.Lf. 167-169°C,
Empleando este producto en el procedimiento de dest?itila-
cidn.ae los Bjemplos 1, 6 y 9 se obtiene 6-aminopenicilang

to de dicarbetoximetilo que se ailslae en forma de su sal
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iaddica del dcido p-toluensulfdnico.

. _ Ejemplo 16

0
i |

6-Aminopenicilanato de p-bromofenacilo, sal del

decido p—toluengulfdnico.- ' Sobre una solucidn agitada de

95,1.g,(0,3_moles) de G-aminopenicilanato de trietilamo-

nio en 500 ml de clorurc de metileno se afiade, de una wo-

la vez, una solucidén de 83,4 g (0,3 moles) de bromuro de

p-bromofenacilo en 500 nl de cloruro de metileno. Al cdbo

.de 3 horas 12 solucmdn se 'extrae con tres porciones de .

500 ml de agua, tres porciones de 500 ml de NaHCO3 al 5 %

'y tres porciones de 500 ml de agua. La solucidn en CHyCl,

ge clarifica por filtracidn a travéds de sulfato sddico an-

hidro y despuéds se trata con una solucidn saturada de hi-

drato de deido p-toluensulfdnico en acetato de etilo hasta’

que se obtiene un pH 2 (papel de pH himedo). Ia solucién

resultente se concentra a presidn reducida hasta la terce-
ra parte de su volumen aproximadamente y el producto crig—
ballno rmsultante se recoge por flltracldn ¥y se lava con

tres porciones de 200 ml de acetato de etilo. El rendlmlen

-to en sal del decido p~toluensu1£6nlco de 6—am1nopen1c1lana

to de p—-bromofenac:.lo secada a vacio es de 71 & (39 % del
tedrico), p.fo 160%

Aﬁdﬂisis: Caléulado para 016H17BrN204S;G7H8303: c,
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47,185 H, 4,31; N, 4,81. Encontrado: G, 47,41; H, 4,49; N,

W

4,62,

Acilacidn de dsteres activados de 6~APA

Iog siguientes procedimientos servirdn para ilus-
trar la conversidn de los. ésteres activados del doido 6~

aminopeﬁicilénico en éateres activados de las penicilinasg

~ por acilacidn.

Procedimiento n? 1

0
I
0 - CH,C - APA - CH

Q=0

2

6-(%-Fenoxiacetamido)-penicilanato de fenacilo.-

Una solucidn de 236 mg (0,465 milimoles) de 6-aminopenici
lanato de fenacilo, sal del dcido p-toluensulfdnico, en

10 ml de acetona seca se enfria a -5°C y se afiaden 0,072
ml (0,46 milimoles) de cloruro de fenoxiacetilo. Se afiade,
durante un periodo de 30 segundos, una solucién enfriada
con hielo de 0,131 ml (0,93 milimoles) de trietilamina en
4 ml de acetona. Al cabo de dos minutos se cbserva la for
macién de un precipitado. La mezcla se agita durante una
hora y tres cuartos a -5°C. Se separa el disolvente a 33°
¥y el residuo se disuelve en 50 ml de éter y 20 mnl de agua.
Ia solucidén etdrea se extrae sucesivamente con 10 ml de

bicarbonato sédico al 1 %, 10 ml de écido-sulfdrico 0,5 N
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y amida a 1705 em™

y tres porciones de 10 ml de agua. El disolvente se separa
a 33% y 1a goma residual de 6—(d~fenoiiacetamido)-penicilg
nato de fenacilo se seca por completo a vacio dando 160 mg.
La mezcla se disuelve en 10 nl de ciorurb deAmetileno, se
filtra y el disolvente se separa a vacio dejando una espu-
ma frégil que se tritura bajo n-pentano y se recoge por

filtracién. El rendimiento de 6-(d-fenoxiacetamido)-penici

.lanatp de fenacilo purificado es de 136 mg, 64 %. Su espec

tro infrarrojo en cloroformo presenta une intensa banda NH

a8 3400 cm"1,,una banda de @—lactama a 1795 cm71, de carbo-

nilo éster a 1760 cu™

1

y bandas superpuestas de fenilcetona
y 1a banda de amida II a 1515 em '+ Su

espectro RMN en CDCl, demuestra la presencia de diez proto

nes aromdticos y el gH a 8,0 - 6,85, cuatro protones a

5,8 « 5,08 que inc:luyen los pro’;onés del anillo de Q-lact_a_.
ma y los dos protones adyacentes al carbonilo de la por -
eidn fenaoilica, el protén unlco en 0, a 4,608, los dos
protones prdéximos al carbonilo de la porecidn fenoxiaceti-
lica a 4,50§ y los seis protones del gem-dimetlilo a 1,683.
Los espeotréé ihfraprojo ¥y RMN de este preducto son idénti
cos a’los espectros del mismo material preparado a partir
de penicilina V potdsica y 2-clorocacetofenona siguiendo el
procedimiento de McDuffie y Cooper, patente estadounidense:
n? 2.578.570+

Andlisis: Calculado para 024H25N20 Se @, 61,525 H,
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5,16. Encontrado: ¢, 62,435 H, 5,47.

Procedimiento n2 2

0 g
GH - G = APA - CH,
NH,

6—(d-Amino—u—fenilacetamido)—penicilanato de fena-

cilo.- Una soluecidn de 509 mg (1,00 milimoles) de 6-amino-

penicilanato de fenaclilo, sal del deido pnfoluensulfdnico,

‘en 20 ml de acetona seca se enfria a -5° y se suspenden en .

ella 206 mg (1,00 milimoles) de hidrocloruro de cloruro de

D(-)-o ~fenilglicilo. A lo largo de un periodo de 2 minutos
ge afiade una solucidn de 304 mg (3,00 milimoles) de trietil
anina en 14 ml de acetong vy la mezcla se agita a -5 duran
te 1/2‘hora. Despuds se deja que se temple. & 25° durante
25 minutos. Se separa el disolvente a 33° y el residuo se
disuelvé en 20 ml de agua y 30 ml de acetato de etilo. Cris
talizan trazas de fenilglicina que se separan por filtra -
cidn. La solucidn en acetato de etile sc ' .:i con tres por-
cioneq de 15 ml de agua, se evapora a sequedad a presidn re
ducida y se convierte en'una espuma frdgil de 6-(d—amino- &
-fenilacetamido)-penicilanafo de fenacilo a alto vacio. ILa
éspuﬁa se desintegra_bajo n-pentano, se recoge por filtra-
cidn y se seca dando 405 mg (86,7 %).Se purifica para and-

lisis disolviendo en 40 ml de cloruro de metileno, tratan-

- 54 =



.10

15

20

25

~ nilcetona a 1705 cmf1, de amida a 1690 cm

do con 0,1 g de carbén activo decolorante, f£iltrando y vol
viendo & aislar en forma de espuma frdgil no higroscdpica.
Su espectro ultravioleta en etanol al 95 % presenta dos mg
ximos¢ 5240’” 15.750, 2275 = 14790. Su espectro infrarfojo
en CH613 presenta bandas NH a 3370 em™ ! ¥ 3310 cn™?, de -
lactama a 1785 cmf1, de carbonilo éster a 1755 cm"1, de fe
1'y una banda de
amida II a 1495 e El espectro RMN de este compuesto en

CDC1l, revela diez protones aromdticos a 8,0 - 7,28, dos

3 . _
protones de p—lactama superpuestos con los dos protones

prdximos al carbonilo de la porcidn fenacflica a 5,5§, el

protén en O, y el protén & con respecto a la funcidén amina

3
se observan a 4,58y los seis proitones del gem-dimetilo

aparecen como un duplete a 1,72 y 1,708.
Andlisis: Calculado para 024H25N3058; ¢, 61,65; H,
5,39. Encontrado: C, 62,22; H, 5,91.'
Procedimiento n® 3
0 . 0
i I
- gH - C —~ APA - CH,C - 06H5
NH»o '

CgHs

6=-D{-)~X -Aminofenilacetamido)-penicilanato de fena-

cilo.~ (Via N,N'-~diciclohexilcarbodi-imida). Una solucidn de

167 mg (0,50 milimoles) de 6-aminopenicilanato de fenacilo y

103 mg (0,50 milimoles) de N,N'-diciclohexilcarbodi~imida en

3,0 m1 de cloruro de metileno se aflade sobre una suspensidn
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Qe 94 mg (0,50 milimoles)‘de hidrocloruro de D(=-)-fenilgli
cina en 1,0 ml de N,N-dimetilformamida. Ia mezcla se sacu=—
de de vez en cuando a 25° durante 50 minutos. Despuds se
filtra sobre tierre de distomdceas ("Supercel") y se dilu-
ye con 75 ml de dter seco. El precipitade resultante, 218

mg,se distribuye entre 8 ml de d4cido clorhfdrico 0,28 ¥y

'40 ml de acetato de etilo. Ia capa acuosa se lava con éter,

se neutraliza con bicarbonato sddico y se extrae con acetz

to de etilo. Por eliminacidn del disolvente en el extracto

de acetato de etilo y secado a fondo del residuo quedan 39
ng de 6~D(~)-ci7amihofenilacefamido)—penicilanato de feng~
cilo en forua de goma espumdsa. Su»espectro infrarrojo en
CH013 que présenta bandas muy definidas ¢ intensas a 1785
em~ ! para 1a@-Jactama,1755 om ! (carbonilo éster), 1705
cm™ (fenilcetona), 1685 e (amida) y 1505 el (amida
II)demuestré que se trata de una muestra muy pura del com—
pueste del titule euando se cempara con el misme preducio
preparado a partir del hidrocloruro de cloruro de D(-)-fe
nilgliecilo.
Procedimiento n? 4
0 . 0

I o
CgHg — CH,C ~ APA - CH,C - CgHg

6~(2~Fenilacetamido)-penicilanato de fenacilo.—

Una solucidn de 254 mg (0,500 milimoles) de 6-aminopenici-

lanato de fenacilo, sal del dcido p-toluensulfdénico, en 10
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ml de acetona seca se enfria_a -5, se afiaden, con intensa
agitacidn, 77 mg (0,50 milimoles) de cloruro de fenilaceti
lo seguido inmediatamente por 101.mg (1,00 milimoles) de
trietilamina en 4 ml de acetona enfriada con hielo. Inme -
diatamente se forma un precipitado. La solucidn se agita
durante 30 minutos a -5%. Se separa el disolvente a vacio

a 33% y el residﬁo ge disuelve en 50 ml de éter y 20 ml de .

agua. Se separa el agua y se desprecia y la fase orgdnice

ge extrae sucesivamente con 10 ml de dcido sulfdrico 0,5 N,
20 ml de agua, 20 ml de bicarbonato sddico al 1 % y tres
porciones de 10 ml de agua. A continuacidn se separae el di~-
solvente a 33°, se seca por compieto el residuo cristaline
y se recristaliza en acetato de etilo y Skellysolve B ca -
lientes. El rendimiento es de 106 mg (46,9 %) de 6~(2-fenil
acetamido)-penicilanato de fenadilo en forma de varillas
gruesas, p.f. 130—1340. Por recristalizécién en la misma ‘
mezcla de disolventes, el punto de fusidn asciende a 136~
138°%. Ilos espectros iﬁfrarrojo y RMN resulten idénticos a
los de una muestra auténtica del compuesto del titulo pre-
parada por el procedimiento de McDuffie y Cooper, patente
estadoﬁnidense n® 2.578.570.

Andlisis: Caloulado para CoyHoyNo05S: C, 63,70; H,
5,35. Encontrado: C, 64,07; H, 5,42.

- 57 -



\J1

10

15

20

25

Procedimiento n2 5

e
I |
Celfiy = O = C = ABA - CH,C - OgH,
NH
HoN ~ C = NH . HC1

Hidrocloruro de'6—D(—);:1-guanidinofenilacetamidope“

nicilanato de fenacilo.- Una solucidn de 682 mg (2,04 milimo

"les) de 6-aminopenicilanato de fenacilo y 420 mg (2,04 mili-

moles) de N,N'-diciclohexilcarbodi~imida en 12,0 ml de cloru

ro de metileno se afiade sobre una solucidén de 469 mg (2,04

~milimoles) de hidrocloruro del dcido D(—)~c1-guanidinofenii-

acético en 4,0 ml de N,N-dimetilformamida y la solucidn trans
parente resgltante se agita a 25° durante 30 minutos. Al ca-
bo de 2 minﬁtos comienza a aparecer un precipitado de N,N'-
diciclohexilurea. Al final de la reaccidn se separan por fil
tracidn 262 mg (57,3 %) de este ultimo sub-producto. E1l fil-
trado se diluye hasta 400 ml con éter seco y. el producto
eristalino ée recoge por filtracidn y se seca, dando 978 mg
(88,0 %)y Dot i34-1400 (desc.). Se recristaliza dos veces
disolviéﬁdolo'en acetﬁna humeda, diluyendo con acetato de

etilo y separando la acetona y el agua en un evaporador ro=-

. tatorio a 350, recogiéndose 740 mg de hidrocloruro de 6-D(-)

- o, -guanidinofenilacetanido)-penicilanato de fenacilo, p.f.
145-149° (desc.).vLa purificacidn final se realiza sacudien

do el producto con una mezcla de 15 ml de dcido clorhidrico
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0,2 ¥, 30 ml de acetato de etilo y 30 ml-de &ter. Mediante
este procedimiento se obtienen 589 mg (53,0 %) de hidroclo
ruro e G=D(=)~ d4guanidinofenilacetamidb)—pen;cilanato de
fenacilo en forma de cristales blancos, p.f. 146-147°

(desc. ). Su espectro infrarrojo (KBr) muestra una ancha

handa de NH a 3300-3120 cmf1, de(?—lactama a 1785 cm“1, de

1 1

carbonilo dster a 1755 cm™ ', de fenileetona a 1695 cm ', de

"amida e imina a 1665-1650 om™ ! y de amida II a 1540-1515

em~ .

Procediniento n? 6

1. | i§
| ICH—C-A.E&-C%C“%HB
S

|
H
Z

> = NH

H,N -

Acido D(=)-o =(2-tienil)- A —-guanidinoacético e hidro-

cloruro.- Sobre una solucidn sgitada de 200 g (aproximadamen—

te 1,2 moles) de sulfato de O-metilpseudourea (Eastman Orga -
nic Chemicals) en un litro de metanol se afiaden 129,6 g (2,4

moles) de metilato sédico a 5°C. Ia temperatura sube a 38° y

después baja. Cuando la temperatura llega a 25° se retira el

bafio de hielo y la pasta clara se filtra a través de "Dicalil

te" con succidn. La torta del filtro se lava con fres porcio

nes de 100 ml de metanol y se combinan con el filtrado los

liquidos de lavaedo. Ia solucidn en metanol se enfria y agita
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en un bafio de hielo mientras se afaden 62,9 g (0,4 moles)
de D(-)-d—(2~tienil)-glicina. Una vez disueltos se fil -
tra la mezcla por la accidn de la gravedad, se.,siembra

con el produc%d, dcido D(~)-o -(2~-tienil)~ d-guanidinoacg

tico, y se dejé. en reposo durante 96 horas a 5.10°C. EL

dcido D(=)- d—-(2-tienil)- d-guenidinoacético cristalino

se recoge por filiracidn, se lava con metanol y se seca al

"aire. El rendimiento es de 40 g (46 %) (desc. a 230°¢).

Los 40 g de éc:.do D(=)=o% -(2-%ienil)~ o —guenidino~-

acetlco se disuelven en 200 ml de agua y dcido c¢lorhidrico

concentrado (suficiente para producir la disolucidn). A

continuacidn se separan el agué y el dcido clorhidrico a

- 60°%C y presidn reducida. Después se afladen 2 litros de p-

dioxano al aceite residual y frotando y rascando las pare—

des se- obtiéne‘n'42 & de hidrocloruro del &cido D= )= ok =(2~

‘tienil)- d-gusnidinoacético cristalino, secado a vacio so-

. o . '
bre 3205que'd§@sompgn@ & 140", Los espeatres infrarrojo y

RMN concuerdan con la estructura ¥y no dan indicacién de im

purezas del 1sdmero (=)«

H '%@“ anum' a 6—[d—guan1d1%g‘-el ~(2~tienil)-aceta~

" v!’.i- Eoraay 1 Bl -E:?|

cﬂf’ﬁ(&hto de fen&e,f 1o.— ‘Sobre 2,543 g (0,005 moles)

de 6-am1nopenic:.1ana’co de fenacilo, sal del deido p-toluen=~
sulfdénico, se-afiaden 200 ml de acetato. de etilo y 100 ml de

NaCO,H al 1 % y la mezole se sacude hasta disolucidén comple

ta. La capa orgdnice se lava con tres porciones de 50 ml de

- 60 -
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dés y el mismo procedimiento anterior perc esta vez la sal
del dcido p—toluénsulfdnico se suspende en CH2012 ¥y se aﬁg-
den gota é gota 0,7 ml de trietilamina para liberar la ba-
se libre del éster in situ. Una vez completada la reaccidn
y filtrada la diciclohexilurea, se separan los disolventes
a alto vacfo (0,10 mm de Hg) y 20°C, dejando un aceite que

ge tritura con 150 ml de éter seco. ELl dter se desprecia.

 La goma se trata entonces con 100 ml de acetato de etilo y

\
50 m1 de HC1 0,3 N. Safudiendo la solucidn se forman dos

2 .l »
fases y la capa orgdnica se lava con tres porciones de 25

ml de agua. La cépa/orgénica se filtra después a través de

sulfato sédico y se evapora a presidn reducida dando un
aceite que todavia se seca mds mediante dos destilaciones

azeotrdpicas mds con acetato de etilo (100 ml). Por tritu-

racidn en éter seco se obtiene un sélido (2,3 g) que se se

ca a alto vacio sobre Po0g. Los andlisis infrarrojo y RMN
concuerdan con la estructura.

Proéedimiento n? 7

0 0
(P :
s T T T == =

Hidrocloruro de G-Li-guanidino-ck-(2-tienil)~aceta~

mido]—panicilanato de p~bromofenacilo.~ Una mezcla de 11,70
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1 g (0,020 moles) de 6-aminopenicilanato de p-bromofenacilo,
sal del decido p-toluensulfdnico, 200 ml de acetato de eti-
lo y 300 ml de NaHCO3 al 5 % se sacude hasta que todo se

ha diswelto. La capa orgdnica se lava cén una poreidn de

i

200 ml de NaHCO3 al 5 %, tres porciones de 100 ml de agua
y dos porciones de 100 ml de solucidn acuosa saturada de

cloruro sédico. Ia capa de acetato de etilo se filtra des-

-

~
pués a través de sulfato sddico y se evapora hasta dar wn

ecelte a presidn reducida. Se afaden 200 ml de CH2012

separan a presidn redﬁcida para eliminar el agua que pudie

y se
10
-re quedar. Sobre este aceite se afladen 100 ml de CH,Cl, se
guidos de 4,12 g (0,020 moles) de N,N'-diciclohexilcarbodi
imida'y_finalmente 4,71 g (0,020 moles) dé hidrocloruro de
decido D(—)-ci—guanidino« d~(2-tienil)-acético en 50 ml de

15 IMF, conm agitacidn. Al cabo de unos minutos precipita N,N*

diciclohexilurea cristalina y al cabo de 30 minutos se se-
pare per filiragidn. El filbrado se diluye con 800.ml de
éter secoy se enfria en un bafio de hielo. Ia goma que pre
'cipifa se separa y se triftura con éter seco y acetato de
20 ’étilo.dando un semi-sélido que se disuelve en 300 ﬁl de
acetona,:300 ml de agua y 300 ml de acetato de etilo. Sob?e
esta solucidén se afiaden 500 nl mds de acetato de etilo y la
mezclg se sacude. ILa capa inferior se sebara ¥y se coloca en
un evaporador reldmpago y a presidn reducida y 20°C 1a sce-

25 tona y el acetato de etilo residual se separan haciendo que
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cristalice el hidrocloruro de 6~Di—guanidino-ck—(2-tieni1)-
gcetamidd-penicilanato de p-bromofenacilo. Los cristales
gse recogen por filtracidn, se lavan con agua y se secan al
aire. El rendimiento eg de 3,2 g. Este producto se éuspende
en 100 ml de acetona durante 30 minutos, se filtra, se lava
con ecetona y se seca a vacio sobre P205 durante 12_horas,

dando 2,65 g (desc. & 155°C). Los espectros infrarrojo y

RMN demuestran que el producto es muy puro.

Andlisis: Caleulado para Cp3HpsClBrNsOsSp: C, 43,74;
H, 3,99; N, 11,10. Encontradot C, 42,79; H, 4,51; N, 10,45.

Corregido para el 6,00 % de agua: ¢, 45,1; H, 4,27; N, 1107.

Rupturs de logs ésteres activados de penicilinas

Los sigulentes procedimientos servirdn para ilustrar
L]
la conversidn de los ésteres activados de las penicilinas en

penicilinas.

Procedimiento n® 8§

i
" CgHg~ OH,C - APA -'K

6-Fénilacetamidonenicilanato potdsico.~ Una solucidn

de 2;27 g dé.6—fenilacetamidopenicilanato dé fenaecilo y 1,00
ml de anilina en 125 ml de tetfahidrofurano (THF) seco se
aglta con una corriente de nitrdgeno y se fotoliza con una
%ﬁypg;a de arco de mercurio Hanovia de 100 watios, tipo SOIL,
é&fanfe 2 horag, a una temperatura exterior de 7°. El disol-

. ° -
vente ge¢ separa en un evaporador rotatorio a 33 y el residw
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ge disuelve en 150 ml de éter. la solu&idg se extrae con
tres porciones de 25 ml de bicarbonato sédico al 3% y
el éter disuelto se evapora a vacio. Ia solucidn bdsica
gse filtra sobre "Supercel", se acidula con dcido clorhi-
drico 3 N y la espesa turbidez resultante se extrae con

dos porciones de 100 ml de éter. La solucidn etérea se la

va a fondo con agua helada, se seca sobre sulfato sddico

y precipita el 6-fenilacetamidopenicilanato pofésico ne -
diante la adicidn de dos equivalentes de 2-etilhexanocato

potdsico en forma de solucidn al 50 % en n-butanol. E1 pro

ducto cristalino crudo, 1,88 g (100 %), presenta una acti-

vidad de penicilina G de 960 unidades por niligramo, co ~
rregspondiente alAGO,O % de penicilina G pura. Se recrisﬁg
liza disolviéndolo en n-butanol himedo y eliminando el
agua formando un azedtropo a vacio a 35 ®. El producto pu-
rificado, 1,08 g (58,2 %)? resulta contener 1500 unidades
por miligramo; es decir el 94 % de sal potdsica pura de pg
nicilina G. Su espectro infrarrojo es idéntico al del pro-
ducto auténtico.

Procedimiento n® 9

. 5 .
| [ ol

[ l-CH-C-APA-—Na

CNs =

?H
HN=C—NH2

6-{h~(2-Tienil)- & —guanidinoacetamido) ~penicilana~
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Se obtiene el mismo producto,emplegndo en el proce
dimiento deserito arriba el éster de p-bromofenacilo des -
crito en el Procedimiento n? 7.

Procedimiento n2 10
0
1!

' 6-Fenilacetamidopenicilanato sddico.- Una solucidn

que contiene 452 mg (1,00 milimoles) de 6—feniiacetamidogg

nicilanato de fenacilo y 264 mg (2,00 milimoles) de tiofe-
néxido sédico en 1,81 ml-de dimetilformamida se deja en re
poso a 25° durante 15 minutos. Por dilucidn'con 180 m1 de
acetona seca precipitan 274 mg de penicilina G sédica crig
taling, p.f. 225-227° (desc.); Su especiro infrérrojo en
KBr es idéntico al de una nuestra auténtica.
(Referencia: J.C. Sheehan y G.D. Daves, Jr., J.
Org. Chem. 29, 2006 (1964)).
Procedimiento n® 11
0
OgHs - CHZQ - APA - X

G-FenilacetamidoPenicilanato potdgico.~ Una solu -

cidn que contiene 2,27 g (4,29 milimoles) de 6~fenilaceta~
wmidopenicilanato de desilo y 1,07 g (11,5 milimoles) de
anilina en 125 mi de dioxano se coloce entre las paredes
de un pozo de inmersidn de cuarzo fundido provisto de un

tubo sumergido a través del cual se hace pasar une lenta
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.corriente de nitrégeno para efectuar la agitacidén. En el po’

zo central se coloca una ldmpara de arco de mercurio Hano -
via, tipo SOL, de 100 watios, y el aparato se sumerge en un

" 0 . . . .
batio de agua a 8, con circulacidén. Ia solucidn se fotoliza

- durante 2 hofas. Se separa el disolvente a 350, se disuelve

el residuo en 200 ml de éter y se extrae. con tres porciones

de 25 ml de bicarbonato sddico al 9 %. Se separa el éter di

suelto de les aguas de lavado bicarbonatadas reunidas que

@espués se filtran sobre "Supercel" parsa eliminar unas tra-
zas de goma que se producen. Por acidulacidn del filtrado
con dcido sulfurico é N se produce una intensa turbidez que
se extrae rdpidsmente con 100 ml de éter. Ia soluéidn etd -
rea se lava con 50 ml de ague y dos porciones de 30 ml de
solucidn;safurada de cloruroc sédico, se seca sobre sulfato
sddich y se filtra. Por adicidén de 5,0 ml de 2-etilhexanoa-
to potdsico al 50 % (peso/volumen) en éter se produce la in
nediata preéipitacidn de penicilina G potdsica cristalina.
El rendimieﬁto’és de 0,98 g (61 %) de 6-fenilacetamidopeni-
cilanatorpotésico cuyo especiro infrarrojo (KBr) demuestra
que es_idéntico a la sél ﬁotésica de penicilina G autéﬁti -
ca.'Uh'bioénsayo del'producto indica que tiene una activi -

dad de‘1400 unidades por miligramo, lo que indica que la

nmuestra tiene una pureza del 88 %.

’
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Procedimiento n? 12
i
Cglly = CH,C - APA - Na
6~Fenilacetamidopenicilanato sddico.~ Una solucidn

que contiene 452 mg (1 milimol) de 6~feﬁilacetamidopenici—
lanato de fenacilo 'y 264 mg (2 milimoles) de tiofendxido

sddico en 2 ml de dimetilformamida (IMF) seca se deja en

.reposo a la temperatura ambiente (22°) durante 15 minutos.

Sobre la sdlucidn agltada se afiaden 40 ml de acetona seca.

Al cabo de 10 minutos se separa un sdélido cristalino.que

_se recoge por filtracidn, se lava con éter seco y se seca

a vaclo sobre Py05. El rendimiento en 6-fenilacetamidopeni
cilanato sddico es de 310 mg, 79 %, La identidad del pro -
ducto se establece por comparacidn de su espectro infrarro
jo con el del producto auténtico y también por co-cromato-
grafia en capa delgada con bencilpenicilina auténtica s&bre
gel de silice, utilizando un sistema de disolventes de écef
tona - benceno - deido acético (12:12:1).
' Procedimieﬁto nAg 13
0
CGHS - CHzg ~ APA - Na

6-Fenilacetanidopenicilanato sddico.~ Una solucidn

-que contiene 296 mg (0,6 milimoles) de 6-fenilacetamidopeni

cilanato de ftalimidometilo y 79 mg (0,6 milimoles) de tio-

fendxido sdédico en 1,1 ml de IMF seca se deja en reposo a

- 69 -
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la temperatura ambiente (22°) durante 4 horas. Sobre la so
lucidn agitada se afiaden 40 ml de acetona seca. ILa solucidn
agitada y fria (50) deposita 6~fenilﬁcetaﬁidopenicilanato
sédico en forma de sdélido cristalino. Este se recoge por
filtracidn,.se lava con éter ¥ se seca a vacio sobre pentd

xido de fdésforo. El rendimiento en sal sddica de bencilpe-

nicilina es de 61 mg, 24 %. Las comparaciones descritas an

teriormente denuestran que el producto es idéntico a la
bencilpenicilina auténtice.

Procediniento n? 14

i
.C6H5~?H~C‘~@_~Na
NH
|
HzN-'C=NH

6-[D(~)-d ~guanidinofenilacetamido) ~penicilanato

gddico.~ Sobre una solucidn de 261 mg (0,48 milimoles) de
hidrocloruro de 6-[D(-)- d-guanidinofenilacetanido) ~penici
lanato de fenacilo y 48 mg (0,48 milimoles) de trietilami-
na en 1,5 ml de IMF seca se afiaden 126 mg (0,96 milimoles)
de tiofendxido sddico. Después de 15 minutos a la tempera-
tura ambiente (é2°), la mezcla se trata con 30 ml de aceta
to de etilo para dar el 6~[D(~)-%\ -guanidinofenilacetami -
dd]~penicilanéto sédico eg.forma.de sélido de color crema.
Este sélido se récoge por f£iltracidn, se lava con dter y

se seca a vaclo sobre PQOS' Los espectros infrarrojo y
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RMN demuestran que se ha roto el éster fenacilico y que el
producto estd contaminado con IMP. P.f. 192~194°1(déso.).

Procedimiento n? 15

i
CgHg~ CH,C ~ APA - Na

6-Penilacetamidopenicilanato sddico.~ Una solucidn ,'

que contiene 348 mg (O, 89 milimoles) de 6~fenilacetamidope

‘nic11anato de acetonilo y 275 mg de tiofendxido sdédico en

1,5 ml de DMF se deja en reposo & 22 durante 15 mlnutos.

Se afladen 40 ml de acetona y la solucidn se aglta a 5° du-

_rante'15'minutos. Se recoge por filtracidn un gdlido cris-

talino, se lava con acetona y se éeca a vacio. El rendimien
to en 6-fenllacetam1dopen1011anato sddlco es de 266 mg, 83

%. El espectro RMN del producto es ldéntlco al de la bven -

.cilpenicilina potdsica aunténtica. La cromatografia en capa

delgada sobre gel de silice en uh sistéma de disoléentes de
acetona - benceno ~ deido modtico (12112:11) musstra una so-
la zona que corresponﬁe exactanente con la dada pof la ben-
cilpenicilina potdsica auténtica.

Con un periodo de reaccidn de 50 minutos se obtlene
un rendlmlento del 81 %.

Procedimiento n2 16

ﬁ -
A NaO—”-—-—ﬂ-— CHzg' ~ APA - Na
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6-(3-Hi droxi-4-furazanacetamido )=penicilanato disd-

dico y éster p-bromofenacilico.- Sobre una solucidn agitada

de 5,85 g (0,01 moles) de 6~aminopenicilanato de p-bromofe-

‘nacilo, sal del dcido p-toluensulfénico, en 25 ml de dime -

tilformamide (DMF) se afladen 1,4 ml (0,01 moles) de trietila
mina (TEA) seguidos de 1,44 g (0,01 moles) de dcido 3-hidro

xi-4-furazanacético y finalmente 2,06 g (0,01 moles) de N,N*

diciclohexilcarbodi-imida en 50 ml de CE,Cl,. Ia solucidn

‘agitada comienza inmediatamente a precipitar N,N'-diciclohe

xilurea y al cabo de 15 minutos se separa la urea por fil -

tracidn y.el filtrado se diluye hasta 300 ml con acetato de

etilo. Bsta solucidn se lava con tres porciones de 200 ml

de agua y dos porciones de 100 ml de solucidn saturada de

NaCl. Ia solucidn en acetato de etilo se seca durante 45 mi

nutos sobre sulfato sdédico anhidro y se filtra. Ia solucidn
se evapofa a'presidn reducida hasta dar un aceite. Se afia -
den 200 ml de scetato de etilo y la solucidn se filtra y
destila de nuevo. La gome resultante‘se redisuelve en 100

ml de acetato de etilo y se afiaden con agitacidén 6,9 nml de

~ NaEH al 60 %'(aproximadamente 0,02 moleg) (2-etilhexanoato

gddico en n-butanol). Por eliminacidén de los disolventes a
presidn reducida y trituracidn con éter seco se obtienen 5
g de un sdlido cuyo espectro infrarrdjo indica que posee la

estructura deseada:
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o7 0 ==¢ ——N———CH-CO,CHy 0\ ,//  B*
.Los 5 g se disuelven en 50 ml de IDMF y se afladen
con agitacidén 1,32 g de tiofendxido sddico. ALl cabo de 10
minutos se vierte la mezcla sobre 300 ml de acetato de
.etilo con intensa agitacidn. E1 precipitado resultante se'-
recoge pof-filtracién, gse lava con acetato de etilo (5 x
50 ml) ¥ se’sgca al aire. E1l producto sdédlido se suspende
entonces durante 30 minutos en 200 ml de isopropenol, se
filtra, se lava con isopropanpl ¥ Skellysolve B (éter de
petrdleo, p.e. 60~68°C). E1 réndimiento en 6-(3-hidroxi-
4-furazenacetamido)-penicilanato disdédico es de 3,8 g
cuando se seca a vaclo sobre B 05 .
Andlisiss:- Calculado para C12H12N406Sf2Na: C,37,40;
H, 3,14; N, 14,51. Encontrado: C, 38,65; H, 3,46; N,12,94.
Karl Fisher H,0 = 6,60 %

Procedimiento n?2 17

ﬁ :
\ ey
HN - ﬁ ~ NH,
0

Acido D(=)- o —ureidofenilacético.~ Este coapuesto .

ha sido deserito por Dakin y Dudley [J,Bibl. Chem. 18, 49

¥

- 73 -



10

.15

20

25

(1914ﬂ . Se emplea el siguiente procedimiento que es algo
distinto al descrito por estos autores.

Une suspensidn de 50 g (0,33 moles) de deido D(-)-
% -aminofenilacético en 900 ml de agua se calienta a 90° v
ge afilade con agitacidn, a lo largo de un periodo de unos

20 minutos, una solucidn de 32,4 g (0,400 moles) de ciana

_to potdsico.en 100 ml de agua. Ia solucidn trensparente re

sultante se enfria & unos 25° y se agité durante 4 horas.
Despuds de acidular hasta pH 4 con dcido clorhidrico 6 N,

se recoge por filtracidn el producto precipitado. Por re-

-eristalizacidn en 1,5 litros de agua se obtienen 43,6 g

de deido D(=)- oAk ~ureidofenilacdtico, p.f. 193—1950 (desc. ),
E{ID ~136,7° (¢ = 1 en hidrdxido amdnico 1 N).

6éAﬁinopenici1anato de p-bromofenacilo.-~ Una solu-

‘cidn de 6,5 g'de g~aminopenicilanato de p-bromofenacilo,

sal del dcido p-toluensulfdnico, en una mezcla de agua y
acetato de.stilo se aloallniza oon solucidn acuose saturg
da de bicafbonato sédico. Se separa la fase de acefato de
etilo, se lava dos veces con agua, se seca con sulfato sdé-
dico anhidro y se gepara el disolvente a presidn reducida
dando 6-aminopenicilanato de p-bromofenacilo en forma de
un aceite de color amarillo.

6—[3(-)-€i-ureidofenilacetamidd]—penicilanéto de

p-bromofenacilo.— El 6~aminopenicilanato de p-bromofenaci-

lo obtenido arriba se disuelve en 65 ml de tetrahidrofura~

- T4 -
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no. Se afiaden 4,23 g (0,0100 moles) de meto-p-toluensulfo
nato de 1-oiclohexil-3-(2-morfolinil-(4)-etil)-carbodi-
imida y despuds, oon agitacidn, 45 ml de dimetilformamide.
pare dar una solucidn. Ia solucidn se enfria en un bafio
de hielo y se afladen, con intensa agitacidn, 1,94 g

(O 010 moles) de deido D(=)=-dk -ureldofenilacético, resul-

tando una solucidn transparente. Se retira el bafio de hie

lo y la mezcla de reaccidn se agita durante dos horas. Se
filtra la mezcla de reaccidn para separar el sdlido cris-
talino que se forma. El filtrado se destila sobre un eva-

poradoxr fotatorio reldmpago hasta que la mayor parte del

" tetrahidrofuranc se ha eliminado. Sobre el residuo se afia

de cloruro»de metileno y la solucidn resultante se extrae
tres veces con agua, una vez con solucidn acuosa de bicar
bonato sddico j despuds dos veces mds con agua. La fase

de cloruro de metileno seca (sobre sulfato sdédico anhidro)
se evapora parcialmente en un evaporador rotatorio reldm-
pago transformando e} producto residual en un gel espeso.
Este residuo se tritura con éter anhiéro dando, después

de filtracidn y secado a vaclo, 4,1 g de 6-[D(-)-d-ureid_9_

fenilacetamido] -penicilanato de p-bromofenacilo.

Acido 6=[D(<)=o ~ureidofenilacetamido) —penicildni-

23.; Una solucidn'&e 1,87 & (0,0143 moles) de tiofendxido

sédico en 25 ml de dimetilformamida se afiade de una sola

vez sobre una solucidn de 4,1 g (0,0071 moleé) de 6—[D(-)-

- 75 =
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ni-ureidé]—penicilanato de p-bromofenacilo en 25 ml de
dimetiiformamida con breve enfriamiento. La mezcla de

reaccidn se deja en reposo a la temperatura ambiente du
rante 20 minutos! ge diluye con 250 ml de agua con en -
friamiento y ée'extrae dos veces con metilisobutilceto~

na y una vez con acetato de etilo. La fase acuosa se cu

.bre con acetato de etilo y se hace fuertemente dcida con

écido fosfdrico al 42 %. Se lleva a cabo una segunda ex

traccidn con acetato de etilo. ILos extractos en acetato

de etilo combinados que contienen la forma dcida de-la

penicilina se secan sobre sulfato sddico anhidro y se

tratan coﬁ 2,4 ml (0,007 moles) de 2-etilhexanoato sddi
oo en 1-butanol haciendo ng se gepare ﬁn aceite. ILa
mezcla resultante se destila después sobre el evapbra -
aor rotatorio reldmpago pare separar sl aguéﬁen forma

de azedtropo con acetato de etilo, afladiendo acetato de

-etilo limbio a medide que se necesite para mantener el

volumen cpnstante. El acetato de etilo se separa por de
cantacidn de la masa parcialmente solidificada, se'tri—.
tura el residuc con acetona y el sdélido resultante se
récoge por filtracidn. Se obtienen 2,6 g de 6-[D(-)-d-—
ureidofenilacetamidd]-penicilanato gddico.

. La'sal sédica se disuelve en 60 ml de agua, se
filtra la solucidn y se acidula con dcido fosfdrico al

42 % dando deido 6—[D(~)—c&—ureidofenilacetaﬁido -peni-
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cildnico; peso 1,30 &, p«f. 174-179° (desc.). Ios espec—
tros infrarrojo y RMN concuerdan con la estructura.

Andlisis: Calculado para C17H20N4053: c, 52,03;
H, 5,14; N, 14,28, Encontrado: C, 51,62; H, 5,13, 5,18;
N, 13,97. '

‘Este producto in vitro presenta unas Concentra-

_ciones Minimas de Inhibicién de 0,25 meg/ml frente al

Staphylococcus aureus Smith y de 25-100 meg/ml frente al

S. aureus BX-1633-2 resistente = la bencilpenicilina y

de 1,6-3,1 mcg/ml frente al Shigella sonnei y de unos

0,8 meg/ml frente al Salmonella enteritidis y de unos

3,1 meg/ml frente al S. Ayphosa y en ratones frente al

S. eureus Smith presentan un CDgy de unos 1,1 mg/kg por

administracidn intramuscular. ‘

Aungue en la memoria prebédente se han expuesto
con detalles especificos y se han elaborado‘yarias rea-
lizaciones de esta invencidn con fines ilustratiyos, se-
rd evidente para los expertos en la técnica que esta in-
vencidn es susceptible de otras realizaciones y que mu -
chos de los detalles pueden variarse ampliamente sin
apartarse del coneepfo bdsico y del espiritu y alcance

de la invencidns

-7 -
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BETVINDICACIONES

1. Un procedimiento de preparacibu de ésteres ac-

tivados del dcido 6-aminopenicildmico de férmula

/S\

O==C—N CH -ﬁ ~0-CH
. _ ~

_donde, cuando W representa hidrdgeno, Z representa alcanoi

lo (inferior), benzoilo, naftoilo, furoilo, tenoilo, nitro

benzoilo, metilbenzoilo, halobenzoilo, fenilbenzoilo, N -

'ftalimido, N-succinimido, N-sacarino, N-alguilcarbamoilo

(inferior), ciano, alcoxi (inferior), alquiltio (inferior),

fenoxi, carboalcoxi, carbobenzoxi, carbamoilo, benciloxi,

clorobehciloxi, carbofenoxi, carbo-terc-bubtoxi o alquilsul

fonilo (inferior) y, cuando W representa carboalcoxi, Z re-

presenta carboalcoxi y, cuando W representa fenilo, Z re -~

presenta benzoilo o clano o cuando W v 7 se toman juntas

representan 2-oxocicloalquilo de 4 a 8 Atomos de carbono

inclusive; Y sales de adicién con &cidos de los mismos; cu
Yo procedimiento consiste en desacilar el correspondiente
éster activado de unﬁ peniciline biosintética con una ami-
dasa, en presencia de un disolvente adecuado, a una tempe—
ratura de 209C a 502C y a un pH de 6 5a9,5.

2, Un proced;mlento de acuerdo con la reivindica--

e _
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cién 1 caracterizado porque dicho éster activado de una pe
nicilina biosintética es el correspondiente éster activado
de penicilina V o penicilina G.

3. Un procedimiento de acuerdo.con la reivindica-
citn 1 6 2 carac%erizado borque dicha amidasa es una ami-

dasa de E, coli o Arthrobacter VISCOSUS.

4,.8e reivindica por.dltimo," como objeto sobre el
gue ha de’recaer la Patente de Invencidn que'se s0licita :
"UN PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE ESTERES", .

Todo conforme queda descrito y reivindicado en la
preseqte Memoria descriptiva que consta de setenta y nueve

péginas mecanografiadas, -

‘Madrid, 21 de julio de 1.966
BERNARDO UNGRIA
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