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Este invento se refiere a un método de separación 
de ácido (-) (cis-1,2-epoxipropil)fosfónico de mezclas 
enantioméricas de derivados de ácido (cis-1,2-epoxipro- 
pil) fosfónico . Has especialmente, se refiere a un méto­
do de hidrolizar estereoselectivamente los esteres y ami­
das de ácido (-) (cis-1,2-epoxipropil)fosfónico. 

Antecedentes de la invención
. El ácido (-) (cis-1,2-epoxipropil)i'osfónico y sus 

sales son valiosos antibióticos que son eficaces contra 
varios agentes patógenos'Grata-positivos y Gram-negativos. 
Aunque estos antibióticos pueden ser producidos por fer­
mentación de variedades adecuadas de Streotomyces. por 
ejemplo cultivando aerobiamente Streotomyces fradiae 
NRRL B-3351 en medios de fermentación adecuados, se han 
encontrado otros métodos por los cuales pueden preparar­
se por síntesis el antibiótico y sus sales, esteres y 
amidas, por ejemplo a partir de ácido cis-propenilfosfó- 
nico y sus derivados. Un inconveniente de estos métodos 
de síntesis es que el producto deseado se obtiene mezcla 
do con su enantiómero, habitualmcnte en forma de racesa- 
to y debe ser separado para obtener el producto en forma 
pura.
Compendio de la invención

Un objeto del presente invento es proporcionar 
un método mediante el cual pueda obtenerse el isómero (-)
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del ácido (cis-1,2-epoxipropil)fosfónico a partir de las 
mezclas de esteres y amidas de ácido (+) y (-) (cis-1,2- 
epoxipropil)fosfcnico. Otro objeto es proporcionar un 

- procedimiento para hidrolizar estereoseloctivamente los 

esteres y amidas de los estereoisóaeros de ácido (cis-
1.2- epoxipropil)fosíónico para obtener ácido (-) (cis-
1.2- epoxipropil)fosfónico y sus sales. Otros objetos se 
pondrán en evidencia en la descripción detallada de este 
invento dada a continuación.

De acuerdo con el presente invento, se ha encon­
trado que los ásteres y amidas antípodas del ácido (cis-
1.2- epoxipropil)fosfónico pueden ser hidrolizados selec­

tivamente sometiendo estas mezclas a la acción de enzimas, 
de variedades hidrolizantes selectivas de microorganis­
mos para producir mezclas que contienen ácido (-) (cis-
1.2- epoxipropil)fosfónico o sus sales. En la realización 
del procedimiento de este invento los ásteres o amidas 
pueden ser agregados a un medio nutritivo en el que está 
siendo cultivado el microorganismo o pueden ser puestos 

en íntimo contacto con células del organismo en medios 
adecuadamente regulados. Por lo tanto, de acuerdo con las 

realizaciones preferidas de este invento, cuando las mez­
clas antípodas de ásteres y amidas de fórmula

CH^CH

.0 0 
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— CH p:
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donde X representa OR o HR-jRg o Y representa HR^Rg u 
OH, donde R es un grupo alquilo inferior, alquenilo 
inferior o alquinilo inferior de cadena lineal o rami­
ficada y R^ y Rg representan grupos hidrocarbilo igua­
les o diferentes, grupos hidrocarbilo sustituidos o hi­
drógeno, son sometidas a la acción de enzimas de ciertos 
microorganismos, los esteres.y amidas de ácido (-) (cis-

1,2-epoxipropil)fosfónico son hidrolizados selectivamen­
te para producir el ácido (-) fosfóníco sin hidrolizar 
simultáneamente los derivados de ácido (*) (cis-1,2-epo- 

xipropil)fosfónico. El ácido (-) (cis-1,2-epoxipropil)- 
fosfónico o una sal del mismo pueden ser separados enton 

oes de los esteres o amidas del enantiómero (+).
Siguiendo una de las realizaciones preferidas de 

este invento, las mezclas enantiomóricas de monoésteres 
de los compuestos de fórmula

y sus sales, donde R es un grupo alquilo de cadena li­
neal o ramificada de 1 a 7 átomos de carbono, un grupo 
alquenilo de 2 a 7 átomos de carbono o un grupo alquini­
lo de 2 a 7 átomos de carbono, son materiales de partida 
especialmente útiles ya que el enantiómero (-) puede ser 

escindido de forma prácticamente cuantitativa sin la hi-

CH^OH ----CU
OH
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drólisis simultánea del enantiónero (+), produciendo con 
ello una mezcla de ácido (-) (cis-1,2-epoxipropil)fosfó- 
nico y monoéster (+). que puede ser separada fácilmente 
para obtener el ácido (-) deseado o una sal-del mismo.

Análogamente, las mezclas enantiomóricas de amidas 
de formula general

CI^CH----CH-P.
^ \

Z
donde R^ y Rg son los definidos anteriormente y Z representa 
NR-jRg u OH o sales de las mismas, pueden ser hidroliza- 
das selectivamente para obtener,ácido (-) (cis-1,2-epoxi- 
propil)fosfónico, mientras que las amidas (+) permanecen 
prácticamente inalteradas. Por lo tanto, el ácido (-) (cis-
1.2- epoxipropil)fosfónico de la mezcla de reacción resul­
tante puede ser separado de la amida de ácido (+) (cis-

1.2- epoxipropil)fosfónico.
En la fórmula estructural anterior de la amida , 

los sustituyentes y Rg pueden ser radicales alifáti- 
' eos, cicloalifaticos, aralifáticos, aromáticos o hetero- 
cíclicos que, si se desea, pueden llevar otros sustitu­
yentes. Así, por ejemplo, puede ser un radical alifático 
tal como alquilo, alquenilo o alquinilo con o sin susti­
tuyentes, de los que son ejemplos representativos los ra­

dicales alquilo como metilo, propilo, isopropilo, tere-

374798- 5 -
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butilo, hexilo, octilo, decilo, dodecilo, haloalquilo 
cono cloroetilo, fluorpropilo, bromometilo y dicloroeti 
lo, acilaminoalquilo como acetilaminometilo y benzoila^ 
noetilo, aciloxialquilo como acetoximetilopropionoxi- 
etilo y benzoiloxietilo, otros grupos alquilo sustitui­
dos como hidroxipropilo, piperidinometilo, aminometilo y 

aminoetilo, alquilaminoalquilo como dimetilaminometilo, 
dietilaminopropilo, carboalcoximetilo, cianoetilo, sul- 
fonamidoetilo, ftalimidometilo y metoximetilo; alquenilo 
como alilo, metalilo, vinilpropenilo, hexenilo, octadie- 
nilo; alquinilo como propargilo, etinilo o cloroetinilo; 
cicloalquilo como ciclohexilo, ciclohexenilo, o ciclopro- 
pilo. Cuando R^ y Rg son alifáticos, preferiblemente cogí 
tienen de 1 a 6 átomos de carbono.

Como ejemplos de R^ y Rg cuando representan un 

radical aralifático citaremos aquellos casos en los que 
es aralquilo como bencilo, fenetilo, fenilpropilo, p-halo- 
bencilo, o-alcoxibencilo, m-alcoxibencilo, p-alcoxibenci- 
lo, nitrobencilo, aoinofenetilo, piridiletilo, furilmeti- 
lo, tienilpropilo y similáres.

R^ y Rg también pueden representar un radical 
arilo como fenilo, naftilo o fenilo sustituido, v.g. p- 
clorofenilo, o-nitrofenilo, o,p-úihalofenilo, cianofenilo, 

metoxifenilo, aminofenilo y tolilo y preferiblemente un 
resto aromático de un solo ndeleo. Cuando R^ o Rg es he-

T!— 6 —
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terocíclico, puede ser heteroaromático cono piridilo, 

furilo, tienilo, tiazolilo o pirazinilo o alternativa­
mente puede representar unbebarcanillo hidrogenado del 
que son ejemplos el tetrahidrofurilo y el piperazinilo.

Cuando R^ y/o Rg son acilo, preferiblemente re­
presentan alcanoilo inferior o aroilo como acetilo, pro- 

pionilo, butirilo, hexanoilo, benzoilo, halobenzoilo, 
nitrobenzoilo y similares.

De acuerdo con el presente invento, se ha encon 
trádo que existen varios microorganismos productores de 
enzimas capaces de hidrolizar selectivamente los ásteres 
y amidas de ácido (-) (cis-1,2-epoxipropil)fosfónico. 
Así, las bacterias del orden de Actinomvcetes. por ejem 
Pío Nocardia corallina! los hongos como las variedades 
adecuadas de Penicillium. por ejemplo Penicillium fre- 
ouentans y Penicillium vermiculatum: variedades de 
Asperrillas, por ejemplo Asoer^illus niger; Fun^i imper- 
fecti. por ejemplo Ashbya ^ossypii y Helicostylum piri­

forme . han resultado todos ellos productores de enzimas 
capaces de hidrolizar selectivamente los ásteres y ami­
das de ácido (-) (cis-1,2-epoxipropil)fosfánico.

El microorganismo productor de enzimas útiles 
para la realización de los procesos de este invento pue­
de ser encontrado fácilmente cultivando microorganismos 
conocidos o microorganismos desconocidos obtenidos de

-7- 374799



fuentes tales como suelos y similares, en presencia de 
un monoéster o amida de deido (-).(cis-1,2-epoxipropil)- 
fosfónico y determinando, después de haber alcanzado un 
buen crecimiento del organismo (siendo normalmente sufi­
cientes para este fin de 2 a 5 días) si el líquido que 
sobrenada presenta o no actividad determinada por el en­
sayo con Proteus vul.naris. .Alternativamente, esta misma 
selección puede sor efectuada utlizando células resi­
duales que contienen el enzima e incubando 'estas células 
en medios adecuados, por ejemplo regulador 0,05 M'Tris 
a pH 8,0 durante 2-4 días y después valorando la porción 
líquida con Proteus vulgaris. En la realización de es­
tos ensayos es conveniente inocular simultáneamente el 
microorganismo probado en un medio nutritivo adecuado 
que no contenga monoéster ni amida con objeto de distin­
guir los organismos que producen el antibiótico directa­
mente de los que son capaces de hidrolizar selectivamen­
te los esteres o amidas.

Los siguientes ejemplos ilustran los métodos de 

realización de este invento.

' Se ajusta a pH 7,0 un medio conteniendo 0,8 %
de caldo nutritivo (Difeo), 0,2 % de extracto de leva­
dura, 3 % de cerelosa y 0,3 % de extracto de malta en 
agua destilada. Se introducen 40 mi de este medio en un

EJEMPLO 1
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erlenmeyer de 250 mi que después se introduce'en auto­
clave a 15 pci (1,05 kg/crn^) durante 15 minutos. A con 
tinuacién el medio se inocula con 4 mi de inoculum pro­
cedente do un agar inclinado do Asnerrillua niner 
NRRL-67 y se incuba en un agitador mecánico que funcio­
na a 220 rpm, con un recorrido de 2 pulgadas (5 cm) a 
28 °C durante 4 días, hasta que se obtiene un buen creci­
miento del organismo. Se transfieren asépticamente 10 mi 
del caldo de fermentación resultante a un tubo de cen­
trífuga y las células son granuladas en una centrífuga a 
25.000 G. Los fluidos que sobrenadan se desprecian y las 

células granuladas se suspenden de nuevo en 4 mi de solu­
ción reguladora 0,05 M de (hid'roximetil)aminometona (re- . 
guiador Tris) ajustada a pH 8,0. Entonces se transfieren 
asépticamente 2 mi de la suspensión celular resultante 
.a un tubo de ensayo esterilizado de 20 x 200 mm conte­
niendo 200 gammas de (cis-1,2-epoxipropil)fosfonato só­
dico nononetílico racémico en 2 mi de solución regulado­
ra 0,005 M de (hidroximetil)aminometano a pH 8,0. El tu­
bo es incubado durante 48 horas a 28°C en un sacudidor 

mecánico. El caldo incubado resultante es centrifugado 
a 25.000 G y en el fluido que sobrenada se examina la ac­
tividad biológica por ensayo de disco con Proteus yul-aris 
MR-838 (ATCC 21100 y NRHL B-3361) y se encuentra que tie 
ne una zona de inhibición de 26 mm, indicando la presen-

-  9 - 374739
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cia de una sal de ácido (-) (cis-1,2-epoxipropil)fos- 

fónico.
Unos tubos de control conteniendo (1) 2 mi de 

' suspensión celular más 2 ral de solución reguladora 
0,05 M de (hidroximetil)aminometano a p H 8 , 0 y ( 2 ) 4 m l  
de la misma solución reguladora conteniendo 200 gammas 
de (cis-1,2-epoxipropil)fosfonato sódico monometílioo 

racómico, son incubados de forma similar durante 48 ho­

ras, a 28°C. El líquido que sobrenada.de cada uno de es­
tos tubos de control no presenta zona de inhibición en 

el ensayo con Proteus vulgaris.
El ensayo utilizando Proteus vulaaris HB-838 

se realiza de la siguiente forma:
El cultivo sometido a prueba se mantiene como 

cultivo inclinado en agar nutritivo (Difeo) más 0,2 % 
de extracto de levadura (Difeo). Los cultivos inclinados 
Inoculados se incuban a 37°C durante 18-24 horas y se 
mantienen a las temperaturas del refrigerador durante 
una semana, preparando cultivos inclinados recientes ca­
da semana.

El inoculum para las placas de ensayo se pre­
para cada día inoculando un orlenmeyer de 250 mi conte­

niendo 50 mi de caldo nutritivo (Difeo) más 0,2 % de ex­
tracto de levadura (Difeo) con una rascadura procedente 
del tubo inclinado. El matraz se incuba a 37^0 en una

- 10 -



1

5

10

15

20

55

máquina sacudidora durante 18-24 horas. El caldo de cul 
tivo es ajustado entonces a una transmitanoia del 40 % 
a una longitud de onda de 660 m̂ L, utilizando un aparato 
Bausch & Lomb Speotronic 20 mediante la adición de solu-. 

ción de extracto de levadura al 2 % al cultivo. El caldo 
no inoculado se utiliza como patrón para esta determi­
nación. Se emplean 30 tal del caldo ajustado para inocu­

lar 1 litro de medio.
Como medio de ensayo se utiliza agar nutritivo 

(Difeo) más 0,2 % de extracto de levadura (Difeo). Se 
prepara este medio, se esteriliza en autoclave y se de­
ja enfriar a 50°C. Una vez inoculado el medio, se agre­
gan 10 mi a unos discos Petri estériles y el medio se 
deja solidificar.

Unas muestras del líquido que sobrenada que han 
de ser probadas se diluyen en solución reguladora 0,05 M 
de Tris a pH 8,0 hasta una concentración apropiada. Se 

sumergen unos discos en la solución de ensayo y se colo­
can sobre la superficie de la placa de ensayo; normalmen­

te se colocan dos discos por cada muestra sobre una pla­
ca, uno frente a otro. Sobre la placa se colocan dos dis­
cos sumergidos en una solución de ácido (-) (cis-1,2- 
epoxipropil)fosfónico, conteniendo 0,4 unidades por mili­
litro, sobre la placa en posición alternativa con la mués 
tra. Las placas se incuban a 37^0 durante 18 horas y se

374798
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determinan los diámetros de las zonas en milímetros. La 
potencia de la muestra se determina mediante un nomogra­

ma o a partir de la curva de calibrado. Un mg de ácido 

(-) (cis-1,2-epoxipropil)foofónico contiené 357 unidades, 
siendo una unidad la concentración del producto que pro­
duce una zona de 28 mm de diámetro.

EJEMPLO 2

Cuando se repite el procedimiento del Ejemplo 1 
utilizando Ashbya Kossyuii HRPL Y 1056 en lugar de 
Asnergillus niger, se encuentra que el líquido que sobre­

nada tiene una zona de inhibición de 18 mm en el ensayo 
con Proteus vulgaris.

utilizando 200 gammas de (cis-1,2-epoxipropil)fosfonato 

sódico monoetilico racémico, el líquido que sobrenada re­
sultante da una zona de inhibición de 30 mm por ensayo 

con Proteus vulgaris.
EJEMPLO 4

Siguiendo el procedimiento del Ejemplo 1 em­
pleando la misma cantidad de sal sódica del áster mono- 

propílico racémico en lugar del áster monometílico, el 
líquido resultante que sobrenada da una zona de inhibi­
ción de 20 mm en el ensayo con Proteus vulgaris.

EJEMPLO 3

Cuando se repite el procedimiento del Ejemplo 1



EJEMPLO 5
Siguiendo el procedimiento.del Ejemplo 1 y pe­

ro empleando la misma cantidad de sal sódica de áster 
monoalilico racémico en lugar del áster monometílico * 

se encuentra que el liquido resultante que sobrenada da 
una zona do inhibición de 30 mm por ensayo con Proteus 
vulraris.

EJEMPLO 6
Siguiendo el procedimiento descrito en el Ejem­

plo 1, se obtienen células en reposo de Ashbya Rossypii 
NRRL Y 1056 en forma de granulos. Cuando estas células 

se incuban en solución reguladora Tris a pH 8 con 2 mi 
de una solución de (cis-1,2-epoxipropil)fosfonato sódi­
co monoetílico racémico, conteniendo 200 gammas por mi, 
utilizando los procedimientos descritos en el Ejemplo 1, 
el líquido que sobrenada obtenido después de incubar du­

rante 48 horas da una zona de inhibición de 17 mm en 

el ensayo con Proteus vulraris.
EJEMPLO 7

Siguiendo les procedimientos descritos en el 

Ejemplo 6, pero empleando la sal sódica del áster mono- 

alílico racémico en lugar del áster monoetílico, se en­
cuentra que el caldo incubado resultante tiene una zona 
de inhibición de 24 mm determinada por el ensayo con 

Proteus vulgaris.

374798
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Siguiendo los procedimientos descritos en el 

Ejemplo 1, se obtienen células en reposo de Hocardia 

corállina ATOO 4273 en forma de gránulos.' Cuando estas 

células en reposo se incuban con la sal sódica del ás­

ter mononetílico del ácido (cis-1,2-epoxipropil)fosfó- 

nico racémico, siguiendo los procedimientos descritos 

en el Ejemplo 1, el caldo incubado resultante tiene una 

sona de inhibición de 12 mm determinada por el ensayo con 

Proteus vulraris.
EJEMPLO 9

Cuando se repite el procedimiento del Ejemplo 8 

-empleando la misma cantidad de sal sódica de áster mo- 

noetflico en lugar de sal de áster monometílico, se en­

cuentra que el caldo incubado resultante tiene una sona 

de inhibición de 13 mm determinada por el ensayo con Pro­

teus vulgaris.

EJEMPLO 10

Cuando se repiten los procedimientos del Ejem­

plo 8 empleando la misma cantidad de sal sódica de ás­

ter monopropílico racémico en lugar de sal de áster mo- 

nometílico racémico, se encuentra que el caldo incubado 

resultante tiene una zona de inhibición de 11 mm deter­

minada por el ensayo con Proteus vulgaris.

,7
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EJEMPLO 11

Cuando se repiten los procedimientos del Ejem­

plo 8 empleando la misma cantidad de sal sódica de ás­

ter monoalílico racómico en lugar de sal de áster mono- 

metílico racámico, se encuentra que el caldo incubado 

resultante tiene una zona de inhibición de 19 mm deter­

minada por el ensayo con Proteus vulgaris.

EJEMPLO 12

Siguiendo los procedimientos descritos en el 

Ejemplo 1, se cultiva Pénicillium freouentans NRRL 1915 
y las cálulas resultantes se aíslan en forma de granu­

los. Las células en reposo se.incuban después con la sal 
sódica del áster monometílico de ácido (cis-1,2-epoxi- 
propil)fosfónico racámico y la solución liquida resul­

tante se somete a ensayo mediante el procedimiento con 
Proteus vul.iaris. El ensayo indica que el producto tiene 

una zona de inhibición de 21 mm.

EJEMPLO 13

A 40 tal de un medio estéril constituido por 0,8 % 
de caldo nutritivo, 0,2 % de extracto de levadura, 3 % 

de cerelosa y 0,3 % de extracto de malta en agua desti­

lada, ajustado a pH 7;0 en un erlenmeyer de 250 mi, se 

agrega un inoculum de Aspergíllis ni^er NRRL 67 proceden 

te de un agar inclinado. El matraz inoculado se incuba

..374798



en un sacudidor mecánico que funciona a 220 rpm con un 

recorrido de 2" (5 cu) a 28°C, durante 4 días. Después 

se transfieren asépticamente a una centrífuga 10 mi dél 

caldo de fermentación resultante y las células se gra­
nulan a 25.000 6. El líquido que sobrenada se desprecia 

y las células granuladas se suspenden de nuevo en 4 mi 
de solución reguladora 0,05 Tris a pH 8,0. A continua­

ción 'se transfieren asépticamente 2 mi de la suspensión 
celular resultante a un tubo de ensayo esterilizado de 
20 x 200 mm conteniendo 200 gammas de N,N'-tetraetil- 

(cis-1,2-epoxipropil)fosfonamida racémica en 2 mi de so 

lucién reguladora 0,05 M de Tris a pH 8,0. Después el 
tubo se incuba durante 48 horas a 28^0 en un sacudidor 

mecánico que funciona a 220 rpm con un recorrido de 

2" (5 om). Después de la incubación, las células se se­
paran por centrifugación y en el líquido que sobrenada 

se determina la actividad biológica con Proteus vulga- 

ris MB-838. El ensayo, indica que la solución tiene una 

zona de inhibición de 38 mm.

Siguiendo los procedimientos descritos en el 

Ejemplo 13, se cultiva Helicostylum piriforme ATOO 8992 
y las células resultantes se incuban con N,N'-tetrame- 

til-(cis-1,2-epoxipropil)fosfonamida racémica durante 

2 días a 28°C. El líquido que sobrenada en el caldo in-

EJEHPLO 14
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cubado resultante da una zona de inhibición de 35 mm- 
cuando se determina con Proteus vulmrís MB-838.

EJEMPLO 15
Siguiendo los procedimientos descritos en el 

Ejemplo 13) se incuban unas células de Penicillium 
freouentansURRL 1915 con.N,N'-tetrametil-(cis-1,2- 
epoxipropi3)fosfonamida racémica y se encuentra que la 

porción fluida incubada resultante tiene una zona de 
inhibición de 39 mm cuando se determina con Proteus 
vul^aris.

EJEMPLO 16

Cuando se utilizan células en reposo de Asner- 
füillus fumi^atus NRRL 165 en lugar del Asoernillus 
nixer en el Ejemplo 13) se encuentra que el fluido que 
sobrenada da una zona de inhibición de 44 mm cuando se 
ensaya con Proteus vulraris HB 838.

EJEMPLO 17
Utilizando los procedimientos descritos en el 

Ejemplo 13) se incuban unas células en reposo de Peni­
cillium vermiculatum. cultivo 54 B en la colección 
Quatermaster en Natick Conn., con N,N'-tetrametil-(cis- 

1,2-epoxipropil)fosfonamida racémica durante 48 horas 
y se encuentra que el líquido que sobrenada resultante 

tiene una zona de inhibición de 32 mm determinada con 

Proteus vulraris HB 838.

374798
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EJEMPLO 18

Una solución de 1^2 g de KHgPO^, 2,4 g Na^HPO^, 
0,4 g de NH^Cl, 0,002 g de SnS0^.5HgO, 0,004 g de 
FeSO^, 2 g de CaCO^ y 2 g de lactato de etilo en 400 mi 
de agua corriente en un erlenmoyer de 4 litros se ajus­

ta a pH 7 *0 y el matraz se esteriliza calentando en au­

toclave a 121°C y 15 psi (1,05 kg/cm?) durante 15 minu­
tos* Al medio estéril resultante se agrega un cultivo 

vegetativo de Asoer^illus nixer HRRL 67 y el matraz ino 

culado resultante se incuba durante 4 días en una má­

quina sacudidora rotatoria que opera a 220 rpm con un 
recorrido de 2" (5 cm), a 28°C^ A este medio de fermenta 

ción se agregan después 40 mi de una solución acuosa que 
contiene 20 g de (cis-1,2-epoxipropil)fosfonato sódico 
monoetilico racémico, neutralizada previamente a pH 7 

y esterilizada por filtración. Entonces se prosigue la 

incubación durante otras 24 horas.
El medio de fermentación resultante es filtrado 

después y el filtrado es evaporado repetidas veces con 
metanol, a vacío, hasta que se obtiene una solución cons 

tituída por 90 % de metanol. A continuación se filtra 

esta solución metanólica para separar las sales inorgá­

nicas precipitadas y el residuo se lava con metanol que 
se agrega al filtrado. La solución metanólica resultan­

te se cromatografía en una columna que contiene 2000 g

- 18 -



de alúmina; la solución concentrada se agrega a la 

alúmina previamente lavada con metanol. Entonces se 

desarrolla la columna con metanol y se recogen frac­
ciones de eluato de 200 mi. Las fracciones se someten 

a ensayo mediante el procedimiento con Proteus vulna- 
ris y las fracciones que contienen actividad antibió- 

tica se combinan, separando el metanol por evaporación 
a presión reducida. El residuo que contiene la sesqui- 

sal sódica de ácido (-) (cis-1,2-epoxipropil)fosfónico 
se recristalisa en metanol acuoso para obtener la aes- 
quisal sódica en forma cristalina pura. Una solución 

al 2 % de este producto en agua tiene un pH de 6,8 y

Los esteres y amidas enantiomúricos de ácido 
(cis-1,2-epoxipr'opil)fosfónico utilizados en el proce­
dimiento de este invento se obtienen por epoxidación 
de los derivados correspondientes de ácido cis-prope- 

nilfosfónico.
Así, los monoésteres se preparan por epoxida­

ción de los monoésteres correspondientes de ácido cis- 
monopropenilfosfónico o, alternativamente, por hidró­

lisis acida del dióster de ácido (cis-1,2-epoxipropil)- 
fosfónico. Por ejemplo, los monoésteres pueden ser pre­

parados partiendo de fosforoclorurito de di-terc-butilo,

un [*] de 14,9°
405 mp.
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de la siguiente forma:
En un matraz de tres bocas y 2 litros de capa­

cidad, provisto'de .agitador mecánico, termómetro, embu­
do de decantación y tubo desecador, se introducen 68,7 g 
(0,5 moles) de tricloruro de fósforo y 750 mi de benceno 

anhidro. La solución se enfría a 5°C y se agregan 50,6 g 
(0,5 moles) de trietilamina a 5-10°C durante 20 minutos. 
Después la solución bencénica se agita durante 20 minu­

tos. Se añade una soluoión de 50,6 g (0,5 moles) de trie­
tilamina y 37,06 g (0,5 moles) de terc-butanol, a lo lar­
go de 20 minutos con agitación a 5-10°C y la mezcla se 
agita durante 20 minutos. Entonces se agrega una segunda 
porción de 37,06 g (0,5 moles) de terc-butanol a lo largo 
de un periodo de 20 minutos, a 5-10°C y la mezcla de reac­

ción que contiene fosforoclorurito de di-terc-butilo se 
agita durante 90 minutos a 5-10°C.

Se disuelven 50,6 g (0,5 molos) de trietilami­
na y 28,03 g (0,5 moles) de alcohol propargílico en 40 mi 
de benceno anhidro y la solución se agrega a la mezcla 

de reacción que contiene fosforoclorurito de di-terc- 
butilo a lo largo de 25 minutos, con agitación, mante­
niendo la temperatura de reacción entre 5° y 10°C median 

te refrigeración externa. La mezcla resultante que con­

tiene 2-propinilfosfito de di-terc-butilo se agita &
5-10°C durante 1 hora.

- 20 -
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Después se calienta a reflujo la Mezcla de 
reacción que.contiene 2-propinilfosfito de di-terc- 

butilo y el reflujo se prosigue durante 1 hora. A con­
tinuación se enfría la solución a la temperatura ambien 

te con un bailo de agua y se agregan en porciones 185 mi 
de agua. El hidrocloruro de trietilamina se disuelve en 

la capa acuosa y la capa orgánica se separa de aquella. 
La solución bencénica se calienta a la presión atmosfé­
rica y el agua se separa por destilación azeotrópica.
La solución bencénica residual contiene propadienilfos- 
fonato de dl-terc-butilo.

Cuando se desee, puede obtenerse el áster pu­
ro separando el disolvente y destilando el áster a al­
to vacío; el áster puro se caracteriza por sus espectros 

infrarrojo y de resonancia Magnética nuclear.
La solución bencénica seca de propadienilfos- 

fonato de di-terc-butilo se hidrogena a 20-25^0 con 5^0 g 
de catalizador de paladio al 5 % en carbón hasta que ce­

sa 3a absorción de hidrógeno. El catalizador se separa 
por filtración y se lava con dos porciones de 50 ol de 
benceno. Por separación del disolvente a vacío se obtie­

ne cis-propenilfosfonato de di-terc-butilo que se carac­

teriza por sus espectros infrarrojo y de resonancia mag­

nética nuclear. El áster crudo puede ser purificado por 

destilación en alto vacío.

374798
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nato de di-tere-butilo y 0,005 cióles de ácido para- 
toluensulfónico en 235 ni de benceno y la solución se 
calienta a reflujo hasta que se ha formado la cantidad 
calculada de isobutenó. Para detectar el isobuteno se 
emplea un dispositivo de medida de gases. Después la 
mésela de reacción se enfría a la temperatura ambiente, 
se separa el disolvente a vacío y se obtiene como resi­
duo ácido cis-propenilfosfónico.

Los diésteres de ácido cis-propenilfosfónico 
se obtienen convirtiendo primero el ácido libre en di­
cloruro cis-propenilfosfónico y después haciendo reaccio­
nar este.dicloruro con 2 equivalentes en moles de un 
alcohol representado por la fórmula R-OH, donde R re­
presenta el resto alcohólico del áster resultante. Los 
monoésteres se preparan a partir de los diésteres por 
eliminación de uno de los radicales áster con una base. 
Entonces puede prepararse una monosal del monoáster ha­
ciendo reaccionar este último con un equivalente de ba­
se. Aquí damos ejemplos representativos de las reaccio­
nes anteriores y debe entenderse que los demás ásteres 

y sales se obtienen de la misma forma a partir de los 

productos de partida apropiados.
a) Bn un matraz de fondo redondo, de tres bocas 

y 250 mi de capacidad, se introducen 6,1 g de ácido cis-
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propcnilfosfónico, 60 ol de benceno seco y 9,0 tal de 
piridina. La mésela se calienta a 50°C, se retira el 
calor y se abrogan gota a gota 13,2 g de cloruro de 
tionilo, a una velocidad tal que la mezcla de reacción 

se mantiene a 50 °C. Después se enfría la mezcla a la 

temperatura-ambiente y se agita durante 2 horas a di­
cha temperatura. Se filtra la mezcla y el filtrado se 

concentra a vacío a 35°C dando 4,5 8 de un aceite tur­
bio. Se destila dando dicloruro cis-propenilfosfónico 

p.e. 67-69°C/9-10 mm; n^° = 1,4885.
b) Una mezcla agitada de 0,1 moles de diclo­

ruro cis-propenilfosfónico y 0,2 moles de trietilamina 
en 100 mi de benceno se enfría a 5°C. A la mezcla se 
añaden 0,2 moles"de alcohol metílico, a una velocidad 
suficiente para mantener la temperatura entre 5° y 10°C. 
Cuando la adición es completa, la mezcla se agita a la 
temperatura ambiente durante 1 horaj La sal hidrocloru- 

ro de trietilamina precipitada se separa después por 
filtración y el disolvente se elimina a presión reduci­
da dejando cis-propenilfosfonato de dimetllo. Otros 
diésteres de ácido cis-propenilfosfónico, como los es­
teres alquílicos, alquenílioos, alquinílLcos y alquíli- 
cos, alquenílicos o alquinílicos sustituidos,se prepa­

ran de la misma forma empleando 0,2 moles del alcohol 
apropiado.

- 23
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El cis-propenilfosfonato de dimetilo se.con­

vierte después en la sal sódica del cis-p-propenilfos- 
fonato de monometilo calentando el diéster en solución 

acuosa de hidróxido sódico durante un tiempo suficien­
te para convertir el diéster en monoóster. Análogamen­

te se convierten otros ásteres dialquílicos, dialquení- 
licos o dialquinílicos en la sal del monoóster-.

c) En'un matraz dé fondo redondo y tres, bocas, 

de 50 mi de capacidad, provisto de agitador, termóme­
tro y embudo de adición, se introducen 1,5 g (0,01 mo­
les) de cis-propenilfosfonato sódico monometílico en 
30 mi de metanol. El pH se ajusta a 4-,5 con hidróxido 
sódico 2,5 N. Se añaden 0,06 g de dihidrato de wolfra- 
mato sódico y la.mezcla se calienta a 55°C. Se añaden 
gota a gota 3 mi de peróxido de hidrógeno al 30 % a lo 
largo de 15 minutos, a 55-60^0. La mezcla se envejece 
durante 1 hora a 55-60°C. Se añade peróxido de hidróge­
no a medida que es necesario para mantener un ensayo 
positivo con yoduro de almidón. La mezcla se apaga agre­
gando solución saturada de sulfito sódico hasta ensayo 
negativo con yoduro de almidón. Los sólidos inorgánicos 
se separan por filtración, la solución se evapora has­
ta la mitad de su volumen y-se enfría. El (*) (cis-1,2- 
epoxipropil)fosfonato sódico metílico sólido así obte­
nido se separa por filtración, se lava con etanol y se

25
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seca. Se obtieno el mismo resultado con vanadato de 
cinc o con solenomolibdowolframato sódico utilizados 
como catalizador en lugar de wolframato sódico.

Cuando se epoxida en la forma antes descri­

ta una cantidad equimolecular de cis-propenilfosfona- 
to sódico n-butílico, cis-propenilfo3fonato sódico 

etílico, cis-propenilfosfonato sódico monovinílico, 
cis-propenilfosfonato potásico monoalílico o cis-pro- 
penilfosfonato potásico propargílico, se obtiene la 
sal sódica del áster n-butílico, etílico, vinílico, 
alílico y propargílico del ácido (cis-1,2-epoxipropil)- 
fosfónico racémico.

Las fosfonoamidas y diamidas empleadas como 
productos de partida se obtienen por reacción del di­
cloruro cis-propenilfosfónico con una amina primaria o 
secundaria. Cuando se emplea 1 mol de amina, uno de 
los cloruros es desplazado para dar el cloruro de cis- 
propenilfosfonamida.

Las diamidas se obtienen a partir de diclo­
ruro cis-propenilfosfónico por los procedimientos an­
teriores empleando 2 moles de amina primaria o secunda­
ria. Las monoamidas o diamidas de ácido cis-propenil­
fosfónico así obtenidas pueden reaccionar después con 
peróxido de hidrógeno para producir las correspondien­
tes amidas de ácido (cis-1,2-epoxipropil)fosfónico. Por

,,-374798
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ejemplo, la N,N'-dibenzoil-(cis-1,2-epoxipropil)fosfo- 
' nodiamida racémica se prepara de la siguiente forma:

A una mezcla de 3,25 g de N,N'-dibenzoil- 

cis-propenilfosfonodiamida en 15 mi de metanol se anaden 
0,06 g de dihidrato de wolfremato sódico y la mezcla se 

calienta a 55°C. Después se añaden lentamente, a lo lar­
go de 15 minutos, 3 mi de peróxido de hidrógeno al 30 % 

y la mezcla resultante se agita durante 1 hora a 55°C.
El peróxido de hidrógeno se agrega durante este tiempo 
en la medida necesaria para mantener un ensayo positivo 
con yoduro de almidón. Transcurrida 1 hora, se agrega 
solución acuosa saturada de sulfito sódico para descom­
poner el peróxido residual, se filtra la mezcla y se 
evapora a sequedad a presión reducida para dar N,N'-di- 

benzoil-(+)(cis-1,2-epoxipropil)fosfonodiamida. las sa­
les inorgánicas se separan por extracción de la fosfono- 
diamida con metanol. Cuando se epoxidan la 11,11-dietil- 
cis-propenilfosfonoamida y la K ,II'-tetrametil-cis-prope- 
nilfosfonodiamida utilizando los mismos procedimientos, 
se obtienen respectivamente la I!,N-dimetil-(cis-1,2-opo- 
xipropil )fosf onoamida racémica y la H ,K , N ',II'-tetrame- 
'til-(cis-1,2-epoxipropil)fosfonodiamida racémica.

El ácido (-) (cis-1,2-opoxipropil)fosfónico 
y sus sales son agentes antimicrobianos útiles, que son 
activos en la inhibición del crecimiento de las bacterias
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patógenas Gram-positivas y Gramr-negativas. Este anti­
biótico, y especialmente sus sales, son activos contra 
Bacillus. Escnericíiia. Staolr/lococci. Salmonella y 
Proteus patógenos y contra las variedades de los mis­

mos resistentes a los antibióticos. Son ilustrativos 
de estos agentes patógenos los siguientes: Bacillus sub- 
tilis. Esohorichia coli, Salmonella schottmuelleri. Sal­

monella nallinarum. Salmonella nullorutn. Proteus vul- 
^aris. Proteus mirabilis. Proteus mor^anii. Stanhvlo- 
coccus aureus y Staohylococcus p.vor:cnos. Así, el ácido 
(-) (cis-1,2-epoxipropil)fosfÓnico y sus sales pueden 
ser utilizados como agentes antisépticos para eliminar 
los organismos susceptibles del equipo farmacéutico, 
dental y médico y otras zonas sometidas a la infección 
por tales organismos. Análogamente, pueden ser utili­
zados para separar ciertos microorganismos de las mez­

clas de microorganismos. Las sales del ácido (-) (cis- 
1,2-epoxipropil)fosfónico son también dtiles en el tra­
tamiento de las enfermedades causadas por las infeccio­
nes bacterianas en el hombre y en los aniaiales y son 
especialmente valiosas en este aspecto, ya que son ac­
tivas contra las variedades resistentes de agentes pa­
tógenos. Estas sales son especialmente valiosas porque 

son eficaces cuando se administran por vía oral, aunque 
también pueden ser administradas parenteralmente.

374798- 27 -
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Como el antibiótico y sus sales son muy activos en 
la inhibición del crecimiento de varias especies de Sal- 
monella puede ser utilizado como uesinfectante en el la­
vado de huevos y superficies sometidas a la infección 
por Salmonella. Las sales de ácido (-) (cis-1,2-epoxi- 

propil)fosfónico son también útiles como bactericidas en 
varias aplicaciones industriales, por ejemplo, en la in­
hibición del desarrollo bacteriano indeseable en el agua 

blanca de las fábricas de papel y en pinturas como pin­
tura de látex de acetato de polivinilo.

Cuando el ácido (-) (cis-1,2-epoxipropil)fosfónico 
o sus sales se utilizan para combatir las bacterias en 
el hombre o en los animales inferiores, pueden ser admi­
nistrados por vía oral en forma de dosis unidad como cáp­
sulas o tabletas o en solución o suspensión líquidas. Al­
ternativamente, el antibiótico puede ser administrado pa- 
renteralmente por inyección. Estas formulaciones pueden 

ser preparadas utilizando diluyentes, extendedores, agen­
tes de granulación, preservativos, aglutinantes, agentes 
saborizantes y agentes de revestimiento adecuados, cono­

cidos por los expertos en la técnica.
El ácido (-) (cis-1 ,2-epoxipropil)fosfónico puede 

ser representado por la fórmula:

H
H3C-C-

H
C-V55
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2 2 0!C,

Esta sustancia es un compuesto ácido que se deno­
mina ácido (-) (cis-1,2-epoxipropil)fosfónico de acuer­
do con la práctica actual de nomenclatura química; el 
símbolo (-) indica que este ácido fosfónico hace girar 

a la luz polarizada en un plano en dirección contraria 
a la de las agujas del reloj (a la izquierda del observa­
dor) cuando se mide la rotación de su sal disódica en 
agua (concentración, 5 %) a 405 m^. la designación cis 

utilizada en la descripción del compuesto de ácido 1,2- 
epoxipropilfosfónico significa que los átomos de hidró­
geno unidos a los átomos de carbono 1 y 2 del ácido pro- 
pilfosfónico se encuentran en el mismo lado del anillo 
de óxido.

La fórmula estructural de esta sustancia antibió- 
tica se ha presentado en forma plana por comodidad. No 
obstante, el antibiótico también puede ser descrito es­

pacialmente de la siguiente forma:
H H

o

CIL
' - c  — C '

/  \ / !H O H

OH

OH

El enantiómero dextrógiro del ácido (cis-1,2-epo- 

xipropil)fosfónico puede ser convertido en el ácido cis- 

propenilfosfónico calentando con tiocianato potásico en

374798- 29 -
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metanol acuoso. SI ácido cis-propenilfosfónico así ob­
tenido puede ser utilizado como material de partida en 
los procedimientos aquí descritos para producir el enan 

tiómero levógiro del ácido (cis-1,2-epox±propil)fosfó- 
nico.
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En resumen, la Patente de Invención que se solicita 
deberá recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la preparación de ácido 
(-) (cis-l,2-epoxipropil)fosfónico que consiste en someter 
una mezcla enantiomórica de ásteres o amidas de ácido (cis- 
1,2-epoxipropil) fosfónico a la acción de un enzima produ­

cido cultivando un microorganismo capaz de hidrolizar se­
lectivamente un áster o amida del isómero (-) a ácido (-) 
(cis-l,2-epoxipropil) fosfónico y separar y recuperar dicho 
ácido en forma de una sal del mismo.

2. Un procedimiento segán la reivindicación 1, en 
el que el áster es un monoéster de fórmula

CH^CH - CH-
OR
OH

o sus sales, donde R es un grupo alquilo inferior de 1 a 
7 átomos de carbono, un grupo alquenilo inferior de 2 a 7 
átomos de carbono o un grupo alquinilo inferior de 2 a 7 
átomos de carbono.

3. Un procedimiento según la reivindicación 1, en 
el que la amida responde a la fórmula

0
/  \

CH^CH - CH

3 7
31



10

15

20

donde Z es -NR^Rg u OH, R^ y Rg representan un grupo 
hidrocarbilo, un grupo hidrocarbilo sustituido o hidrógeno 
y pueden ser iguales o diferentes.

4. Un procedimiento según la reivindicación 1, en el 
que el microorganismo es un miembro del grupo Fungí imper- 
fecti de microorganismos.

5. Un procedimiento según la reivindicación 1, en 
el que el microorganismo es un Penicillium.

6. Un procedimiento según la reivindicación 1, en el 
que el microorganismo es un Aspergillus.

7. Un procedimiento según la reivindicación 1, en el 
que el microorganismo es un Actinomycetes.

8. Se reivindica por último como objeto sobre el que 
ha de recaer la Patente de Invención que se solicita: UN PRO 
CEDIMIENTO DE PREPARACION DE ACIDO (-) (CIS-1,2-EP0XIPR0PIL) 
F0SF0NIC0.

Todo conforme queda descrito y reivindbado en la pre 
sente memoria descriptiva que consta de treinta y dos pági­
nas mecanografiadas.

Madrid 22 de diciembre de 1969 
BERNARDO UNGRIA
P.P- - j_?, .

25 37479
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