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' Esté'invento se refiere a un nédtodo de separacidn
de dcido (=) {cis—1,2—epoxiproéil)fosf6nieo de mezclos
epantioméricas de derivados de dcido (cis-1,2-epoxipro-
pil) fosfénico . Ids especialmente, se reficre & un méto-
do de nidroligar estereosalecfivamsnte los ésteres y ami~
das de dcido (~) (eis-1,2-epoxipropil)fosfdénico.

Antecedentes de la invenciocn

. Bl deido (=) (cis-1,zuepoxipropil)fosféﬁico vy sus
sales son valiosos antibidticos que son eficaces contra
varios agentes patdgenos Gram-positivos y Gram—negati&os.
Aunque egtos antibiéticos pueden ser producidos por fer-

mentacidn de variedades adecuadas de Strepbomyces, por

eﬁemplo cultivando aerobiaunente Streptomyces fradiae
NRRL B-3351 en medios de fermentacidn adecvedos, se han
encontrado otros métodos por los cuales pueden preparar-
se por sintesis el antibidtico ¥y sus sales, ésteres y
amidas, por ejemplo & partir de dcido- cis-propenilfosfd-~
nico y sus derivados. Un inconveniente de estos nétodos
de sintesis es que el éroduoto deseado se obiiene nezcla

do con su enantidmero, habitualmente en forua de racene-

" %o y debe ser separado para obtener el producto en forma

pura,

Compendio de la invencidn

Un objeto del presente invento es proporcionar

un método mediante el cual puede obtenerse el isdmero (-)
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del dcido (cis-1,2-epoxipropil)fosfinico a partir de las
mezclas de éoteres y amidas de dcido (+) y (=) (cis-1,2-

epoxipropil)fosfiénico. Otro objeto es proporcionar un

- procedimiento para hidrolizar estereoselectivamente los

ésteres y amidas de los estereoisdmeros de decido (cis-
1,2-epoxipropil)fosiénico para obtener decido (=) (cis-

1,2~epoxipropil)fosidnico y sus sales. Otros objetos se

pondran en evidercia en la descripcidn detallada de este

invento Gada a continuacidn.

De apueréo con el presehte invento, se ha encon-
trado que los 4steres y amidas ant{podas del dcido. {cis-
1,2-epoxipropil)foafénico pueden ser hidrolizados selec-
tivamente sometiendo estas nezc¢las a la accidn de enzimas.
de variedades hidrolizantes selectivas de microorganis—
mos para producir mezclas que contienen dcido (=) (eis-
1,2~epoxipropil)fosfénico o sus sales. En la realizacidn
del procedimiento de este invento los ésteres o amidas
pueden ser agregados & un medio nutritivo en el que estd
siendo cultivado el microorganismo o pueden ser puestos
en {ntimo contacto con celulas del organismo en medios
edecuadanente regulados. Por 1o ‘tanto, de'acuerdo con las
realizaciones preferidas de este invento, cuando les mez-
clas antipodas de ésteres y amidas de férmula

e X
Oy CH ——— \CH f/
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donde X representa OR o HB1R2 e Y reprcsenta HR1R2 u

OH, donde R es un grupo alquilo inferior, alquenilo
inferior o alguinilo inferior de cadena lineal o'rami—
ficade y R1 y B, representan grupos hidrocarbilo igua-
les o diferentes, grupos hidrocarbilo sustitufdos o hi-
drsgeno, son sometidas & la accidn de enzimas de ciertos
microorganismos, ios steres y anidas de deido (=) (cis-
1,2-epoxipropil)fosfonico son hidrolizédos selectivanen=-
te pafa producir el dcido (=) fosfénico sin hidrolizar
simultdneamense los derivados de dcido (+) (cis~1,2-epo=-
xipropil)fosfénico. oA écido (=) (cis—1'2-epoxipropil)—

fosfonico o ura sal del mismo pueden ser separados enmon

ces de los ésteres o amidas del enantloﬂero (+).

Siguiendo una de las realizaciones preferidas de
este invento, las mezclas enantioméricas de monoésteres
de ‘los compuesitos de férmula

-0 OR
o
CH.Cf —H P
3 ™~ on

Yy sus saies, donde R es un grupo alquilo de cadena li-
neal o ramificada de 1 a 7 dtomos de carbono, un grupo
aiquenilo de 2 a 7 dtomos de carbono o un grupo alguini-
Lo de 2 a 7 dtomos de carbono, son materiales de partida
especialmenie Utiles ya que el enentidmero (-) puede ser

escindido de forma prdcticamente cuantitative sin la hiw
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drdélisis simulténea del enantidmero (+), produciendo con
ello una mezcla Geo deido (=) (cis-1,2—epoxipropil)fosf6—
nico y monodster (+). que puede ser separada fdcilmente
para obtener el dcido (~) deseado o upa sal-del mismo.

~ Andlogamente, las mezclas enantioméricas de amidas

de formula general

0
0. RR.R
0N [T
CH30H—CH— P\' N
a

donde R1 ¥y R2 son los definidos anteriormente y 2 reprasenta
NR4R, u OH o sales de las misuas, pueden ser hidroliza-

2
das selectivamente para obtener dcido (-) (cis~1,2-epoxi-

" propil)fosfénico, nmientras que las amidas (+) permanecen

prdcticanente inalteradas. Por lo tanto, el dcido (~) (cis~
1,2-epoxipropil)fosfonico de la mezcla de reaccidn resul-
tante puede ser separado de la amida de deido (+) (cis-
1,2=epoxipropil)fosfdnico.

En la férmula estructurgl anterior de la amidae ,

los suétituyentes Ry ¥ Ry pueden ser radicales alifdti~

' cos, cicloalifdticos, aralifdticos, aromdticos o hetero—

ciclicos que, si se desea, pueden llevar otros sustitu-
ventes. As{, por ejemplo, puede ser un radical alifdtico
tal como alquilo, alguenilo o alquinilo con o sin éusti~
tuyentes, de 1los que son ejenplos representativos los ra-

dicales alquilo como metilo, propilo, isopropilo, terc-

.. 374798
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butilo, hexilo, octilo, decilo, dodecilo, haloalquilo
cono cloroetilo, fluorpropilo,.bromometilo ¥y dicloroeti
lo, gcilaminoalqhilo'como acetilaminometilo y benzoilami
noetilo, aciloxialquilo como acetoximetiloy propionoxi-
etilo y benzoiloxietilo, otroé grupos elquile sustitui-
dos como hidroxipropilo, piperidinometilo, aminometilo y
aminoetilo, alquilaminoalquilo como dimetilaminometilo,
dietilaminopropilo, carboalcoximetiloé'cianoetilo; sul-
fonaﬁidoetilo, ftalimidometilo,y metoximetilo; alquenilo
como alilo, meﬁalilo, vinilpropenilo, hexenilo, octadie-
nilo; alquinilo cono propaﬁgilo, etinilo o clorocetinilo;
cicloaiquilo como ciclohexilo, ciclohexenilo, o ciclopro-.
pilo. Cuando Ry y R, son alifdticos, preferiblemenfe con
tienen de 1 & 6 dtomos de carbono.

Como ejemplos de By R2 cuando represeﬁtan un
radical aralifdtico citarémos aquellos casos en los que
es aralquilo como bencilo, fenétilo, fenilpropilo, p-~halo-
beneilo, o-alcoxibencilo, m~zlcoxibencilo, p-alcoxibenci-~

lo, nitrobenecilo, aminofenetilo, piridiletilo, furilueti-

lo, tienilpropilo y similares.

Ry y R, tanbién pueden representéi un redical
arilo como fenilo, maftilo o fenilo sustituido, v.ge p-
clorofenilo, o-nitrofenilo, o,p-dihalofenilo, cianofenilo,
netoxifenilo, aminofenilo y tolilo y preferiﬁlemente un

resto aromitico de un solo ndcleo. Cuando Ry o R2 es hee-

374703
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terociclico, puede ser heteroaromitico couno piridilo,
furilo, tienilo, tiasolilo o pirazinilo o alternative-

mente puede representar unhetercanillo hidrogenado del

.que son ejemplos el tetrahidrofurilo y el piperazinilo.

Cuando Ry y/o R, son acilo, preferiblemente re-
presentan alcaroilo inferior o aroilo como acetilo, pro-
pionilo, butirilo, hexanollo, benzoilo, halobenzoilo,
nitrobenzoilo y similares.

De acuerdo con el presente invento, se ha encon
trado que existen varios microorganismos productores de
enzimas capaces de hidrolizar selectivamente los éoteres
y amidas de dcido (~) (cis=1,2-epoxipropil)fosfdnico.

As{, las baciorias del orden de Actinomycetes, por ejem

plo Nocardia corallina; los hongos como las variedades

adecuadas de Penicillium, por ejemplo Penicillium fre-

quentang y Penicillium vermiculatums variedades de

Asperzillug, por ejemplo Agvergillug piger; Funci imper-

fecti, por ejemplo'Ashbza gossypii y Helicostylum piri-~

forme, han resultado todos ellos productores de enzimas

capaces de hidrolizar selectivamente los ésteres y ami-

" das de deido (-) (cis-1,2-epoxipropil)fosfonico.

El microorganismo productor de enzimas dtiles
para la realizacidn de los procesos de este invento pue-

de ser encontrado fdcilmente cultivando microorganismos.

 conocidos o microorzanismos desconocidos obtenidos de

-7 - 374798
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fuentes tales como suelos y similares, en presencia de
un monodster o auida de decido (=) (cis—1,2-epoxipropil)-—
fosfénico y determinando, despuds de haber alcanzado un
buen crecimiento del organismo (siendo normalmente sufi-
cientes para este fin de 2 a 5 afas) si el 1iquido que
sobrenada presenta o no actividad determinada por el en-
sayo con Proteus vulsaris. Altermativamente, esta misma
selecéidn puede scr efectunda wtlizando células resi-
duales que Gonbtienen el enzima e incubando ‘estas células
en medios adecuados, por ejemplo regulador 0,05 M Tris

a pH 8,0 durante 2-4 dias y_después valorando la porcidn
1iquida con Proicus vulgari . En la realizacidén de es-
fos engayos es conveniente inobular simultdneamente el
microorganismo probado en un medio nutritivo adecuado

que no contenge monoéster ni amida con objeto de distin-

‘guir los organisuos que producen el antibidtico directe-

mente de los que son capaces de hidrolizar selectivomen—

te los dsteres o amidas,

Los siguienties ejemplos ilvstran los métodos de
realizacidn 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 nl de este medio en un

374708
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erlenueyer de 250 nl que despuds se introduce’en muto-
clave a 15 psi (1,05 ka/cdz) durénye 15 pinutos. A con

tinuacidén el medio se inocula con 4 ml de inoculum pro-

- ¢edente de un ager inclinade de Agpersillus niper

FRRL-67 y se incuba en un agitador mecanico que funcio-
na a 220 rpum, con un recorrido de 2 pulgadas (5 cm) a
28°c durante 4 dfas, hasta que se obtiene un buen creci-
miento del organisuo, Se transfieren asépticemente 10 ml
del caldo de fermenbacidn resultante a un tubo de cen-
trifuga vy 1as‘éélulas son granuladas en una centrifuge &
25.000 G. Los fluldos que sobrenadan se desprecian y las
células granuladas e suspenden de nuevo en 4 ml de solu-
cidn reguladors 0,05 M de (hidroximetil)aminometons (re= .
gulador Tris) ajustada e pH 8,0. Entonces se trans%ieren

asépticamente 2 wl de la suspensién celular resuliante

.2 un tubo de ensayo esterilizado de 20 x 200 mm conte-

niendo 200 gammas de (cis-1,2-epoxipropil)fosfonato sé-
dico monometilico racdmico en 2 ml de solucidn regulado-
ra 0,005 ¥ de (hidroximetil)aminometano a pH 8,0. El tu-
bo es incubado durante 48 horas a 28°C en un sacudidor
mecanico, %1 caldo incubsdo resultante es centrifugado

2 25,000 G y en el fluido que sobrenada se examina la ac-
tividud.biolégica por ensayo de disco con Proteus vulsaris
MB-838 (ATCC 21100 y KHRRL B-3361) y se encuentra que tig

ne una zona de inhibicién de 26 mm, indicando la presen-

-9 - 3747&8
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cia de wna sal de deido (-) (cis—1,2-epoxipropil)fos-
fénico. .

_Unos tubos de control conteniendo (1) 2 ml de

" suspensién celular mds 2 ml de solucidn repuladora

0,05 i de (hidroximetil)aminometano a pH 8,0 y (2) 4 ml
de la misma solucidn reguladora conleniendo 200 gamnas
de (cis-1,2~epoxipropil)fosfonato sédico monometilico
racémico, son incubados de forms similar Qurante 48 ho-
ras, a 28%,. 1 1iguido que sobrenada. de cada uno de o8-
tos tubos de control no presenta zona de inhibicidn en

el ensayo con Proteus vulsarig.

El ensayo utilizando Protens vulzaris MB-838

se realiza de la siguiente forwmas

Il cultivo sometido a pruebna ge mantbiene como
cultivo inclinado en agar nutritivo (Difco) mds 0,2 %
de extracto de levadura (Difco). Los cultivos inclirados
inoculados se incuban a 37% durante 18-24 horas y se
mantienen a las temperaturas del refrigerador durante
une seaana, preparando cultivos inclinados recientes ca=
da semana.

E1l inoculum para las placas de ehsayo se pree
para cade dia inoculando un erlenmeyer de 250 ml coﬁﬁe-
niendo 50 ml de caldo nutritive (Difeo) mds 0,2 5 de ex-
tracto de levadura (Difco) con une ragcadura procedente

del tubo inclinado. £l matraz se incuba a 37°C en una

. 974768
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mdguina gsacudidors durante 18-24 horas, El caldo de cul
tivo es ajustedo entonces a una transmitancia del 40 &
& una longitud de onda de 660 mp, utilizando un aparato
Bauech & Lomb Spectronic 20 mediante la adicidn ds solu- -
cibn de extracto de levadura al2% al cultivo. ELl caldo
no inoculado se utiliza como patrdén para esta determi-
nacidn. Se emplean 30 wl del caldo ajustado pars inocu~
lar 1 litro de medio,

Como medio de ensayo se utiliza agar nutritivo
(Difco) mAs 0,2 % de extracto de levadura (Difco). Se
prepara este medio, se esteriliza en autoclave y se de-
ja enfriar a 50%C, Una vez inoculedo el medio, se agre-
gan 10 ml a unos discos Petri éstériles y el medio se
deja solidificar.

Unas muestras del liquido que sobrenada que han
de ser probadas se‘diluyen en solucidn reguladora 0,05 M
de Tris a pH 8,0 hasta una concentracicn apropiada. Se
sumergen unos discos en la golucidn de ensayo y se colo-
can sobre la superficie de la placa de ensayo; normalten—
te se colocan dos discos por cada muestra sobre una pla-
ca, uno frente a otro, Sobre la placa se colocan dos dig-
cos sumergidos en una solucidn de deido (-) (ciséﬁ,2~
epoxipropil)fosfdnico, conteniendo 0,4 unidades por mili-
litro, sobre la placa en posicidn alternative con la nues
tra. Ias placas se incuban a 37°C durante 18 horas y =e

—— 9 -
374788




10

15

25

determinen los didmetros de las zonas en milimetros. Ia

potencia de la muestra se determina mediante un nomogra-—

‘ma o a partir de la curva de calibrado. Un mg de dcido

(~) (cis=1,2~epoxipropil)focfdnico contiene 357 unidades,
siendo una wnidad la concentracidn del proaucto que pro-
duce tma zona de 28 mn de Aiduetro.
EJEIPTLO 2

Cuando se repite el procedimiento del Ejemplo 1
qtiiizando Ashbya gossypii NRRL Y 1056 en lugar de
Aspergillus nicer, se encuentra que el liguido que sobre-
nada tiene una zona de inhibicidn de 18 mnm en el ensayo

con Proteus vulearis.

RIEIPLO 3
Cﬁando se repite el procedimiénto del Ejemplo 1
utilizando 200 gammaes de (cis~1,2-epoxipropil)fosfonato
sodico monoetilico racémico, el liguido que sobrensda re-
sultante da una zoﬁa de inhibicidn de 30‘mm por ensayo

con Proteus vulgaris.

EJELPLO 4
Siguiendo el procedimiento del Ejemplo 1 em=
pleando la misma cantidad de sal sédica del éster mono-
propilico racémico en lugar del éster monometilico, el
1iquido resultante que sobrenada da una zona de inhibi-

cibén de 20 mm en el ensayo con Proteug vulsaris.

374768
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BIENPLO 5
Siguiendo el procédimien%o,del Bjeuplo 1, pe-

ro emnlcando la misma cantided de sal sddica de éster

" monoalflico racémico en lugar del &ster monometilico -

se encuentra gue el liguido resultante que sobrenads da
una zona de irhibicidn de 30 mm por ensayo con Proteus
vulrarig. ‘
BISIPLO 6

Siguiepdo el procedimiento descrito eh el Ejem
plo1, se obtienen células en reposo de Ashbys gossypii
NRRL Y 1056 en forma de granulos. Cuando estas células
ge incuban en solucion reguladora Tris & pH 8 con 2 ml
de una solucidn de (cis~1,2=epoxipropil)fosfonato sédi-
co monoetilico racémico! conteniendo 200 gammas por ml,
utilizando los prodedimientos descritos en el Bjemplo 1,
el 1iquido que sobrenada obtenido después de incubar du-
rante 48 horas da unag zona de inhibicidn de 17 mm ‘en

el ensayo con Proteus vulraris.

EJEHPLO 7
Siguiendv lcs procedimientds descritos en el

Ejemplo 6, pero empleando la sal sodica del éoter mono-

al{lico recdmico en lugar del éster monoetilico, se en-
cuentra que el caldo incubado resuliante tiene una zona

de irhibicidn de 24 mm determinade por ¢l ensayo con

374798
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Proteus vulmaris.

EJELPLO 8
Siguiendo los procedimientos descritos_en_el

Ejemplo 1, se obtienen células en reposo de iocardia

corallina ATCC 4273 en forma de grdnulos. Cuando estas

células en reposo se incuban con la sal sédica del és-
ter monomet{lico del deido - (cis-1,2-epoxipropil)fosfd-
nico racémico, siguiendo los .procedimientos descritos

en el'Ejemplo 1, el caldo incubado resultante tiene wung

. zona de inhibicidn de 12 mm determirada por el ensayo con

EJEIJPIJO E

Cuendo se repite el procedimiento del Ejemplo 8

-empleando la misma cantidad de sal sddica de éster mo=

noetilico en lugar de sal de éster monometilico, se en-

cuentre que el caldo incubado resultante tiene una zona

de inhibicidn de 13 mm determinada por el ensayo con Pro-

teus vulgaris,

' " EJELIPLO 10
Cuando se repiten los procedimientos del Ejem-
plo 8 empleando la nmisua cantidad de sal sédica de ds-
ter monopropilico racémico en lugar de sal de éster mo-
nomet{lico racémico, se encuentra que el caldo incubedo
resultznte tiene una zona de inhibicidn de 11 mm deter-

minada por el ensayo con Proteus vulsaris.

374798
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EJEIPLO 11
Cuandop se repiten los procedimientos del Ejeims=
plo & empleandd 1o nisma cantidad de sal sédica de ds-
ter monoalilico racémico en lugar de sal de éster mono-
metilico racémico, se encuentra que el caldo incubado
resultante tiene uma zona de inhibicidn de 19 mm deter—
ninada por el ensayo con Proteus vulgaris.
EJEPIO 12
Siguiendo los procedimientos descritos en el

Ejemplo 1, se cultive Penicillium frequentans NRRL 1915

¥ las células resultantes se aislan en forma de gi'énll-
los. Ias células en reposo se.incuban después con la sal
sddica del dsier monometilico de dcido (cis-1,2-epoxi-
propil)fosfénico recémico y la solucidn 1liquida resul-
tante se somete‘ a engeoyo nediante el procedimiento con

Proteus vulraris. Bl ensayo indica que el producto tiene

una zona de inhibicidn de 21 mm.
EJEMPLO 13 .

A 40 wl de un medio estéril constitufdo por 0,8 %
de caldo nut;vitivo, 0,2 % de extracto de levadura, 3 %
de cerelosa y 0,3 % de extracto de malta en agua desti-
lade, ajustado a pH '%,O en un erlsnmeyer 'dé 250 nl, se
agrega un inoculum de Aspergillis niger INRRL 67 proceden

te de un agar inclinado. El matraz inoculado se incube

.. 374798
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sn un sacudidor mecénico gue funciona a 220 rpm con un
recorrido de 2" (5 cm) & 2800; durante 4 dfas. Despuds
se transfieren asépticamente & una centrifuga 10 ml del
caldo de fermentacidn resultante y las células se gra—
nulan a 25.000 G. El liquido.que sobrenade se desprecia
y las céiulas grannladas se suspenden de nuevo en 4 ml
de solucidn reguladora 0,05 Tris a pH 8,0. A continua—

cidn’'se transfieren asépticamente 2 ml de la suspension

celular resultante a un tubo Ge ensayo esterilizado de

20 x 200 mm conteniendo 200 ganmas de N,N'-tetractil-
(cis=1,2~epoxipropil)fosfonanida racémica en 2 ml de so
lucidn reguladoras 0,05 i de Tris a pH §,0, Déspués el
tubo se incuba durante 48 horas a 28%C en un sacudidor
mecdnico que funciona & 220 rpm con un recorrido de

2" (5 cm). Despuds de la incubacidn, las células se se=
paran por centrifugacion é en el liguido que sobrenada

se determina la actividad bioldgicae con Proteus vulroe-

ris MB-838. El ensayo_indica que la solucidn tiene una
zona de inhibicidn de 38 nm,
EJELNPLO 14
Siguiendo los procedimientos descritos en el

Ejemplo 13, se cultive Helicostylum piriforme ATCC 6992

¥y las celulas resultantes se incuban con H,H'-tetrame-
£il-(ois=1,2~cpoxipropil)fosfonanida racénice durante

2 dfas a 28°¢. 21 1fquido que sobrenads en el caldo in-

374768
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cubado resultante da una zona de inhibicion de 35 mm.

cuando se determing con Proteus vulcaris NB-838.

Siguiendo los procedimientos descritos en el
Ejemplo 13, se incuban unzs células de Penicillium
frequentans-NRRL 1915 con.N,R'~tetrametil-(cig-1,2~
epoxipropilfosfonanida racémice y se encuentra que la
porcidn flufda incubada resultante tiene una zona de
inhibicidn de 39 mm cuando se determine con Proteus
vulrarige

RIEMPLO 16

Cuando se utilizan células en reposo de Agper-

£illug fumisatus NRRL 165 en luger del Aspersillug

niger en el Ejemplo 13, se encuentra que el fluido que

sobrenada da una zona de inhibicidn de 44 mm cuando se

ensaya con Proteus vulcaris MB 838,
Utilizando los procedimientos descritos en el
Ejemplo 13, se incuban unas células en reposo de Peni—

cillium vermiculatuum, cultivo 54 B en la coleccidn

Qﬁatermaster en Naticlk Conne, con H,N'~tetranetil=(cig~
1,2-epoxipropil)fosfonamida racémice durante 48 horas
¥y se encuentra gue el liquido que sobrenada resultante
tiene una zona de inhibicidn de 32 mm determinada con

Proteus vul-arig B 838,

374708
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BJIELPLO 18

Una solucidn de 1,2 g de KHyFO,, 2,4 g Na HPOy,
0,4 ¢ de NH,01, 0,002 g de SnS0,e5H,0, 0,004 g de
FeSO4, 2 g de CaCO3 y 2 g de lactato de etilo en 400 ml
de agua corriente en un erlennmoyer de 4 litros se ajus—
te a pH 7,0 y el matraz se esteriliza calentando en au~
toclave & 121°C y 15 psi (1,05 kg/cn?) durante 15 minu-
toss Al medio estéril resultante se agrega un cultivo

vegetativo de Aspersillus niger NRRL 67 y el matraz ino

culado resultante se incuba durante 4 dfas en una wa-

quine sacudidora rotatoria que opera a 220 rpm con un

recorrido de 2" (5 cm), & 28°C. A este medio de fermenta

cibn se agregan despuds 40 ml de upa solucidn acuosa que
contiene 20 g de (cis-1,2-epoxipropil)focfonato sdédico
monoet{lico racémico, neutralizade previamente a pH 7

y esterilizada por filtracién. Entonces se prosigue la
incubacidn durante otras 24 horas,

El medio de fermentacidn resulfanteves filtredo
después y el filtrado es evaporado repetidas veces con
metanol, a vacio, hasta que se obtiene una solucidn cons
titu{da por 90 % de metanol. A continuacidn se filtra
esta solucidn metandlica para separar las sales inorgh-
nicas precipitadas y el residuo se lava con metanol que
se agrega al filtrado, la solucidn metandlica resultan~

te se cromatografia en una columna que contiene 2000 g

574798
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de altmina; la solucidn concentrada se agrega a la
alimina previamente lavada con metanol. Entonces se
desarrolla la columna con metanol y se recogen frac-
ciones de eluato de 200 ml, Laé fracciones se someten

a ensayo mediante el procedimiento con Proteus vulgse-~

ris y las fracciones que contienen actividad antibid-

tica se combinan, separando el metanol por evaporacidn

a presidn reducida. EL residuo que éontiene la secqui-
sal sbdica Ge dcido (=) (cis-1,2-epoxipropil)fosfénico
se recristaliza en metanol acuoso para obtener la ges-
quisal sédica en forma cristalina pura. Una solucién

al 2 % de este producto en agus tiene un pH de 6,8 ¥

: 0
un [«] 280 ae 14,99

405 mp

Tos dsteres & amidas enantionéricos de acido
(cis=1,2-epoxipropil)fosfdinico wbtilizados en el proce-
dimiento de cste invento se obtienen por epoxidacidn
de los derivados correspondientes de dcido cis-prope~
nilfosfénico. ~

Asi, los monoésteres se preparan por epoxida=

cibén de los monodsteres correspondientes de dcido cis-

monopropenilfosfonico o, alternativamente, por hidré-
lisis deida del dieéster de deido (eis-1,2-epoxipropil)-
fosfénico. Por ejemplo, los monoésteres pueden ser pre-

paradog partiendo de fosforoclorurito de di-terc-butilo,

0-374798
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de la siguriente forum:

En un metraz de tres bocas ¥ 2 litros de capa-
cidgd, provisto de agitador mecdnico, termémetro, embu-
do de decantacidn y tubo desecador, se introducen 68,7 g
(0,5 moles) de tricloruro de £éaforo ¥ 750 pml de benceno
anhidro. Ia solucidn se enfria a 5% y se agregan 50,6 g
(0,5 moles) de trietilamina a 5-10°C durante 20 winutos.
Despuds la solucidn bencénica se agita durante 20 minue
ﬁos{ Se afiade una solucidn 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 agitaéién a 5-10°¢C N la mezcla se
agita durante 20 minutos: Entonces se agrzga une segunda
ﬁorcién de 37,06 g (0,5 moles) de terc~butanol 2 1o largo
de un periodo de 20 minutos, & 5-10°C y la mezcla de reac~
¢idn que contiene fosforoclorurito de di-~-terc-butilo se
agita durante 90 minutos a 5-10°C.

Se disuelven 50,6 g (0,5 moles) de trietilami-
na y 28,03 g (0,5 moles) de alcohol propargilico en 40 ml
de benceno anhidro y lé solucion se agrega & la mezcla
de reaccidn que contiene fosforoclorurito de di~terc-
butilo & lo largo de 25 minutos, con 2gitacidn, mante-

0

niendo lo temperatura de reaccidn entre 5% y 10°C median

te refrigeracidn externa. Lo nezcla resultante que con-
tiene 2-propinilfosfito de di=-terc-butilo se agita &

5-10°C durante 1 hora.

374798
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Despuds ge calienta a reflujo la nezcla de
reaccidn que contienc 2-propinilfosfito de di~terc-
butilo y el reflujo se prosigue durante 1 hora. A con-
tinuacidn se enfria la solucidn a la teuperature awmbiepn
te con un baiic de azua ¥ se 8zregan en porciones 185 ml
de agua. El hidrocloruro de itrietilamina se disuelve en
la capa acuosa y la capa orgdnica se separa de aquella.
I molucidn bencénica se calienta a'lﬁ presidn atmqsfé-
rica y el sgua se separa por destilacidn azeotrdpica.

Ia solucidn bencénica residual contiene propadienilfos-
fonato de di-terc-butilo. ;

| Cuando se desee, puede obtenerse el éster pu~
ro separanﬁo el disolvente y destilando el éoter a al-
to vacio; el éster puro se caracteriza por sus espectros
infrarrojo y de resonancia magnética nuclear.

Ie solucién bencénica seca de propadienilfos—
fomato de di-terc-butilo se hidrogena a 20-25°C con 5,0g
de catalizador de paladio al 5 % en carbdn hasta que ce-
sa la absorcién de hidrdgeno. El catalizador se separa
por Tiltracidn y se lava con dos porciones de 50 nl de
benceno., Por separacién del disolvente a vacio se obtie-
ne cis~propenilfosfonato de di-terc-butilo que se carac-
teriza por sus espectros infrarrojo y de resonancia mag-

nética nuclear. El éster crudo puede ser purificado por

374798
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_ Se disuelven 1,0 noles de cis~proéenilfosfo-
nato de di-tero-butilo y 0,005 mbles de deido para-
toluensulfénico.en 235 ml de benceno y la solucion se
calienta a reflunjo hasta que se ha formado la cantidad
calculada de isobutenc. Para detectar el isobuteno se
emplea un dispositivo de medida de gases. Después la
mezcla de reaccidn se enfria a la temperatura ahbiente,
ge separa el diéolvente a-vacio ¥y se obtiene como resi-
duo deido cig-propenilfosfénico. V

Los diésteres de dcido cis-propenilfosidnico
se obtienen convirtiendo primero el deido libre on di-
cloruro cis-propenilfosfdénico y después haciendo reaccio-
har este dicloruro con 2 equiﬁalentes en noles de un
alcohol representado por la formula RFOH,'donde R re-~
presenta el resto alcoholico del. éster resultante. Los
monoésteres se preparan & partir de los diésteres por
eliminacidn de uno de los radicales éster con una base.
Entonces puede prepararse una monosal del monoéster ha-
ciendo reaccionar este Gltimo con un equivalente de ba-
se, Aqui damos ejemplos representativos de las reaccio~
nes anteriores y debe entenderse que los demis ésieres
y sales se obtienen de la misma forma a partir de los
productos de partida apropiados.

a) En un matraz de fondo redondo, de ires bocas

¥y 250 ml de capacidad, se introducen 6,1 g de deido cis-

37470
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propenilfosiénico, 60 nml de bencesno seco y 9,0 ml de.
piridina. Ia mezcla se calienta a 50°C, se retira el
calor y se agregan gota a gota 13,2 g de cloruro de
tionilo, a una velocidad tal que la aezcla de reaccidn
se mantiene a 509C, Después se enfria la mezcla a la
temperatura -ambiente y se.agita durante 2 horas a di-
cha temperatura. Se fil%raAla nezela y el filtrado se
concentra a vacio a 359C dando 4,5 g de un aceite tur-
bio. Se destila dando dicloruro cis-propenilfosfénico
p.e. 67-69°C/9~10 wm; nio = 1,4885.

b) Una mezcla agitada de 0,1 moles de diclo-

ruro cis-propenilfosfonico y 0,2 moles de trietilamina

en 100 ul de benceno se enfria a 5°C. A la mezola se

afiaden 0,2 moles-de aleohol metilico, & una velocidad
suficiente pnra mantener la temperatura entre 59 y 10%,
Cuando la adicién es completa, la mezcla se agite a la
tenperatura aubiente durante i hora, Ie sael hidrocloru-
ro de trietilamina precipitada se separa después por
filtracidén y el disolvente se elimina & presion reduci-
da dejando cis-propenilfosfonato de dinetilo. Otros
diésteres de deido eis-propenilfosfdénico, como los és-
teres alquilicos, alquenilicos, alquinilyim ¥y alquili-
cos, alguenilicos o alquipilicos sustituidos, se prepa-
ran de la misma forme empleando 0,2 moles del alcohol

apropiado.

974708



El cis~propenilfosfonato de dimetilo se.con-
vierte despuds en la sal’sédieé'dgl cis=p-propenilfos-
fonato de monometilo calentando el diéster en solucion
acuosa de hidrdzido sddico durante un tiempo suficien-
te para convertir el didster en monodster. Andlogamen—
te se convierten otros ésteres dimlquilicos, dialqueni-
licos o dialquinilicos en la sal del monoésters,

¢) Enun matraz dé fondo redondo y tres bocas,
de 50 ml de capacidad, provisto de égitador, terndne—
.%ro-y embgdo’ée adicidn, se introducen 1,5 g (0,01 mo-
les) de cis—propenilfosfonato sddico monometilico en
30 ml de metanol, El pH se ajusta a 4,5 con hidrdxido
"sédico 2,5 N. Se afinden 0,06°'g de dihidrato de wolfra-
mato sbédico y la.mezcla se calienta a 5500.‘Se asiaden
gota a gota 3 ml de perdxzido de hidrdgeno a2l 30 % a lo
largo de 15 minutos, a 55-60°C, La mezcla se envejece
durante 1 hora a 55-60°C, Se afinde perdxido de hidrige-
no a medida que es necesario para mantener un ensayo
positivo con yoduro de almiddn. Lo uezcla se apaga egre-
gando solucidn saturada de sulfito sddico hasta ensayo
negativo con yoduro de almiddén. Los sdlidos inorgdnicos
ge separan por filtracidn, la solueidn se evapora has~
t2 la mitad de su volumen y-se enfria. El (&) (cis~1,2-
epoxipropil)fosfonato sédico metilico sélido asi obie-

nido se separa por filtracién, se lave con etanol y se
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seca, Se obbienoc el mismo resultado con vanadato de
cinc o con selenoolibdowolframato sédico utilizados
como catalizador en lugar de wolframato sddico.

Cnando se epoxidn en la forua antes descri-
ta una cantidad equinoleculer de cis-propenilfosfons-—
to sddico n-butflico, cis-propenilfosfonato sédico
etilico, cis=propenilfosfonato sédico monovinilico,
cis~propenilfosfonato potdsico monoalilico o cis~pro-
penilfosfonato potdsico propargilieo; se obtiene ia
sal sddica del 8ster n-buiflico, etflico, vinflico,
alilico y propargilico del dcido- (cis-1,2-epoxipropil)-
fosfénico raceémico.

Ias fosfonoamidas y diamidas empleadas como
productos de partida se obtienen por reaccidn del di-
cloruro cis-progenilfosfénico 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-
propeanilfosfonamida, |

Las diamidas se obbienen a partir de diclo-
ruro cis-propenilfosfénico por los procedimicntos an-
teriores enpleando 2 moles de amina primaria o secunda-
ris. Ias monoamidas o diamidas.de dcido cis-propenil-
fosfdénico asi obtenidas pueden reaccionar después con
peréxido de hidrogeno para producir las correspondien—

tes amidas de dcido (cis-1,2-epoxipropil)fosfinico. Por

‘s

5-374798
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‘ejeaplo, la N,H'-dibenzoil-(cis-1,2-ecpoxipropil)fosfo-

nodiamida racémica ge prepara de la siguiente forma:
A una mezcla de 3,25 g de N,N'-~dibenzoil-
cis-propenilfosfonodiamida en 15 nl de metanol se afladen

0,06 g de dihidrato de wolframato sbdico y la mezcla se

" calienta a 55°C, Despuds se aiiaden lentamente, & 1o lar-

go de 15 minutos, 3 ml de perdxido de hidrégeno al 30 ¢
y la mezcla resultante se agita durante 1 hora a 55°¢,
El ﬁeréxido de hidrogeno se egrega durante este tieﬁpo
en la medida neeesaria'para mantener un ensayo positivo
con yoduro de almidén. Transcurride 1 hora, se agrega
solucidn acuosa saturada de sulfito sddico para descome
bonef el.perékido residual,'sé filtra la mezcla ¥ se
evapors a sequedad o presion reducida para dar N,N'-di-
benzoil-(i)(cis—1!2-epoxipropi1)fosidnodiamida. Ias sa-
les inorgénicas se separan por extraccidn de la fosfono—
diamida con metanol. Cuando se epoxidan le H;H;dietil~
cis-propenilfosfcnoanida y la H,N'-tetrametil-cis-prope~
nilfosfonodiamida utilizando los mismos procedimientos,
se obtienen respectivamente la N,N-dimetil-(cis-1,2-cpo~

xipropil)fosfonoenida racdmice y la I,I,H',H'~tetrame~

“$il-(cis~1,2~epoxipropil)fosfonodianide racémica.

El dcido (~) (cis-1,2-opoxipropil)fosfénico
y sus sales son agentes antimicrobianos Gtiles, que son

activos en la inhibicion del crecimiento de las bacterias

. 3767938
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patogenas Graw~positivas y Gramenegativas. Este anti-
bidtico, 7 especialmente sus sales, son activos contra
1 C ’ ,

Baeillug, Escierichia, Staphylococci, Salmonella y

Proteus natdgenos y contra las variedades de los mis-
mos resistentes a los antibidticos. Son ilugtrativos

de estos agentes patdgenocs los siguienies: Iacillug sub-

tilis, Igcherichia coli, Salmonells schottmuelleri, Sal-

monella gallinarum, Salmonella pullorum, Proteus vul-

garig, Protens mirsbilis, Proteus morganii, Staphylo-

coccus aureus y Staphylococcus pyogenes. Asi, el dcido

(=) (ciz-1,2-cpoxinropil)fosfénico y sus sales pueden

ser utilizados como agentes antisépticos para eliminer

los orzanismos susceptibles del equipo farmecéutico,

dental y médico y otras zonas sometidas a la infeccidn
por tales organisuos. Andlogamente, pueden ser ubili-
7zado8 pars separar ciertds microorganismos de las mez-
clas de microorganismos. Ias sales del dcido (=) (cis—
1,2-epoxipropil)fosfonico son tambidn Utiles en el tra~
tamiento de las enfefmedades causadas por las infeccio-
nes bacterianas en el hombre y en los animales y son
especialmente valiosas en este aspecto, ya que soh aC-
tivag contra lasg variedades resistentes pe agentes pa-
t0genos. Estas sales son especiamluente veliosas porgue
son eficaces cuando se administran por via oral, aunque

también pueden ser adainistradas parenteralmente.

374798
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Como el antibidtico y sus sales son muy activos en

la inhibicién_del crecimiento de. varias especies de Sal-

monelle puede ser wtilizado como uesinfectante en el la-

vado de huevos y superficies sometidas a la infeccidn
por Salmonella. Las sales de deido (-) (cis-1,2~epoxi~
propil)foéfénieo son también dtiles como bactericidas on
varias aplicaciones industriales, por ejemplo, en la in-
hibicion del desarrollo bacieriano indeseable en el azua

blanca de las fdbricas de papel y en pinturas como pin-

tura de ldtex de acetato de polivinilo,

Cuando el deido (~) (cis~1,2-epoxipropil)fosfénico
0 sus éales se utilizan para‘combatir las bacterias en
el hombre 0 en los animales inferiores, pueden ser admi-
nistrados por via oral en forma de dosis unidad como cédp~
sulas o tabletas o en solucidn o suspensidén liguidas, Al-
ternativamente, el antibidtico puede ser sdministrado pa-
renteralmente por in&eccién. Eéﬁag formulaciones pueden

ser preparadas utilizando diluyentes, extendedores, agen—

“tes de granulacidn, preservativos, aglutinantes, agentes

seborizantes y agentes de revestimiento adecuados, cono-

~ cidos por los expertos en la téenica,

El deido (-) (cis-1,2-epoxipropil)fosfonico puede

ser representado por la férmula:

g o5 L

H3C—Q<T—-O——-E\\\
0// OH

- 28 - :g ;7 é% :? §3 g;
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Egta sustancia es un compuesto dcido que se deno—
mina dcido (~) (cis-1,2-epoxipropil)fosfénico de acuer-
do con la prdctica actual de nouenclatura quimica; el
simbolo (-) indica que este dcido fosfénico hace girar
a la luz polarizade en un plano en direccion contraria
a la de las agujas del reloj (a la izquierda del observe~
dor) cuando se mide la rotacidn de su sal disédice en
ague (concentracidn, 5 %) a 405 mp. Ia designecién cig
utilizacéa en la descripcion del compuesto de dcido i,2-
epoxipropilfosfénico significa due los dtomos de hidro-
geno unidos a los dtomos de carbono 1 y 2 del dgcido pro-
pilfosfdnico se encuentran en el mismo lado del anillo
de -6xido.

Ia férmula estructural de esta sustancia antibid-

tica se ha presentade en forma plana por comodided. Fo

obsiante, el antibictico también puede ser descrito es—

pacielmente de la siguiente forues

vF e
\\ ,' GHB ?P
G_-C\? - ™o c"/'\ou

[¢) U —

/\)/ b/ o SN/

CH N . §57 o'H

3 , OH

Cd
El enantidmero dextrogiro del dcido (cis=1,2-epo=-
xipropil)fosfinico puede ser converiido en el deido cisge

propenilfosfdnico calentando con tiocianato potdsico en

. 374708
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metanol acuoso. El dcido cis-propenilfosfonico asi ob-
tenido puede ser utilizado como material de partida en
los procedimientos aqui descritos para producir el enan
tidmero leydgiro del deido (cis=1,2-epoxipropil)fosfd-

nico,
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En resumen, la Patente de Invencidn que se solicita

deberé recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la preparacidn de &cido

(=) (eis-l,2-epoxipropil)fosfénico que consiste en someter

una mezcla enantiomérica de ésteres o amidas de &Acido (cis-

1,2-epoxipropil) fosfbnico a la accidn de un enzima produ-

c¢ido cultivando un microorganismo capaz de hidrolizar se-

lectivamente un &ster o amida del isdmero (=) a &cido (-)

(cig~1,2~epoxipropil) fosfénico y separar y recuperar dicho

&cido en forma de una sal del mismo.

2. Un procedimiento segln la reivindicacién 1, en

el que el éster es un monoéster de férmula

0
N\

3

vl Ve
CH.CH - CH— I’\

9 or
OH

0o sus sales, donde R es un grupo alquile inferior de 1 a

7 tomos de carbono, un grupo alquenilo inferior de 2 a 7

ftomos de carbono o un grupo alquinilo inferior de 2 a 7

dtomos de carbono.

3. Un procedimiento segiin la reivindicacibén 1, en

el que la amida respoade a la férmula

0 0
/ \ %/“&Rz
H - CH-—
C ~

CH

3
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donde Z es -NRlR2 u OH, Rl y R2 representan un grupo
hidrocarbilo, un grupo hidrocarbilo sustitufdo o hidrbdgeno
Y pueden ser iguales o diferentes, )

4, Un procedimiento seginla reivindicacién 1, en el
que el microorganismo es un miembro del grupo Fungi imper-
fecti de microorganismos.

5. Un procedimiento segfin la reivindicacién 1, en
el que el microorganismo es un Penicillium,.

6. Un procedimiento seglin la reivimdicacién 1, en el
que el microorganismo es un Aspergillus.

7. Un procedimiento segin la reivindicacién 1, en el

que el microorganismo es un Actinomycetes.

8. Se reivindica por Ultimo como obJeto sobre el que
ha de recaer la Patente de Invencibn que se solicita: UN PRO
CEDIMIENTO DE PREPARACION DE ACIDO (~) (CIS-1,2-EPOXIPROPIL)
FOSFONICO.

Todo conforme queda descrito y reivindcado en la pre
sente memoria descriptiva que consta de treinta y dos plgi-

nas mecanografisdas,

Madrid 22 de diciembre de 1969

BERNARDO UNGRIA
P.Po ’ !r))é

i
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