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' RESUMEN_DE InA MEMORIA

Tas amldas de dcido ( ) (cis-1,2-epoxipropil)=-
fosfonmco se nreparan convirtiendo el deido (= ) (cig=1,2-
epoxipropil)fgsfonlco o una sal del misno en un haluro de
deido y haciendo reaccionar’esté dltimo con‘uné amina.
Lés*nnevas anidas de écidb’( ) (cis— -2—apoxipropil)fos-
fonico son agentes antlbacterlanos activos.

| ANIECEDENTES DEL LIVENTO
Aunque son conocidos mucios antibibticos valio-

508 para el tratamiento de diversas enferuedades, muchos

. de los antibidticos conocidos son, en general, activos

.’llan.resistencia'a un_ahtibiético.particular, éate resul-

contra.un numero.limitado de agentes patdgenos. Cuando

cieiftas variedades de estos agentes patégencs desarro-

. ta'inactivo contra tales variedades resistentos. Debido

& este desarrollo de resigstencia contra los antibidticos

conocldos, prosl zuen las 1nvest15301ones en un esfuerzo

para descubrir nuevos auentes antibacberianos que sean

'aotlvos contra ‘una amplla varledad de a~entes patdgenos

y en partzéular contra las varleaades de agentes patége-

nos que son resistentes a 1os antibiéticos conocidos.

DESCRIPCION DE TAS REALIZACIOWVS PRBFERIDAS

Este 1nveqto se rexlere 8 compuestos que poseon

©oung notableiact1V1dad antlbacuerlana ¥ & -los procedimien—

. tos para sy preparacion. Los-compueétos'que_constituyen el

2ah4 s |



10

15

25

S FESTIr S
bf j Yfi‘-ﬁ,

& 58

ity

" -
“ee Wy ses o .
S oew e &

T377581  0®

¢ - €

{4

objeto de este,inventovsdn nuevas amidas de dcido (~)(cis~
1,2-epokipro§il)fosf6nico. Estos nuevos derivédosApueden
sef representadoé,ppr’la siguiente férmulas
,0. 0
ot = off - tat - B
Y
, . (I
donde X es»—OR,'e Y es -NR4Ry, en los que B es un radi-
cel alquileo y R, & R, son hidrdgeno o un radical hidro- -
carbilo, o bien ~NR4R, representa el resto de uns amina
cfclica primaria o secundaria, como por éjemplo~morfoli—
na, piperidina o pirrolidina.

'4 Cuando R en la Féraula I representa un radical
alguilo puede ser metilo, propilo; isopropilo, terc-buti-
lpﬁ hexilo, oétilo, decilo, doaecilo. Preferibleusnte R
contiene de 1 & 6 dtomos de carbono, es decir, es élquilo.
inferioxr.

Cuandonngy/o-nz,en la Formula I répreseﬁtén un

radical'hidroﬁarbilo, este radical pucde ser alifdtico,

cicloalifdtico, arilalifdtico, aromitico o heterociclico

. que, si se desea, puede esgtar sugtithido. Asi, por ejem~

§io,’pued§ sér ali?ético, como alquilo, alquénilo o al-
quinilo con o sin sustitu}entes,‘de los que son ejemplos
repre?entativbs.los~rad10a;es alquilo como wetilo, pro-
pilo, isoprbpilo, tere~butilo, héxilo, octilo, decilo,

dodecilos h&l@alquilo coumo Gloroetilo, fluorpropilo,

.3

P . .
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bromoetilo ¥y dicloroet110° acllamldoalquilo como acetil—
amlnometilo y benzoilamlnometilo, aclloxlalqullo como

acetox;metilo,,pivaloxlmetilo, propionoxietllo ¥y ben-

A clloxietilo, hldroxmpropilo, plperidlnometllo, aninome-

tllo, aminoetilo, alqullamlnoalquilo como dlmetilamino-

: mgtilo y dletilaminopropllo, carboalooximetllo, ciano—

 etilo, sulfonamidoetilo, ftelintdomstilo y metoximetilo;

alquenilo como alilo, mstalmlo, v1nilpropen110, hexenim

- 1o, ootadienilo' alquinilo eomo proparg1lo, etinilo (-]

cloroetinilo, ciqloaqu1lo.comp e¢iclohexilo, eiclohexeé

ﬁilo o ciclqprdpilo. Cuando R1'x/b R, es alifétiéo,rpre-

feriblemente contiene de 1 a 6 dtomos de carbono, es
- deoir, es alguilo o alquenilo inferior con o sin susti-

yntuyentes.

Son ejemplos de R1 y/o R, representando un redi-

';caliérilalifatlco aquellos casosem que es aralquilo coumo
-{bencllo, fenetllo, fenllpropilo, p—halobencilo Y Oy m~
-0 p-alcoxibencilo, nitrobencllo, aminofenetllo, plrldll—

,mf:etllo, furzlmetilo, tlenllpropllo ¥: 31m11ares.

R1 y/o Ry tamblen pueden representar un radicel

mfarilo oomo fenilo, naftllo, 0 fenllo sustituldo, por
;¥ egemplo, p—clorofenllo, o-nltrofenllo,_ ,p—diualofenllo,
”clanofenllo, metoxifenllo, aminofenilo y t0lilo y prefes

A'rlblemente un rasto aromatlco de un solo nucleo como
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piridilo, furilo, tienilo, tiazolilo, 0 pirazinilo o al-

terﬁatiﬁamenﬁe puede representar un heteroanillo hiaroge

nedo de 108 que son éjémplos el tetrahldrofurilo y el

piperezinilo,” ' | ’ |
Un ejemplo repreéentativo-da‘los compuestos

de Férmula I Que oueden ser prepafados por el procedi-

miento del invento es

Pe(~){cis=~1 2-epoxipropil)~N,N—difenilfosfonoamidato ae

stilo, :
Los compuestos de Formula I se preparan hacien

‘40 reacciopnar primero el compuesto de doido fosfdénico

cﬁn‘una sal de un metal pesndo como nitrato de plata o
nitrato de oro. A continuacién se hace reaccionar la
disal metdlica con un haluro de alquilo como yoduro de
metilo-o de éfilo, para formar un diéster. El didster
se hidéoliza parcialmente tratdndolo con glcali, camo
hidréxido~éédiéq;:para formar un semidster semisal, como
por ejemplo la sal 36dica de (=) (cis~1,2-apoxipropil)-

fogfonato de metilo y el semiéster ssaisal ge 00nv1erta

.en el monoester de haluro de dcido por reaccién con c¢lo=-

W
ruro de ‘tionilo, por ejemplo. A co;tinuacién el mono-

égtor de haluro de dcido se hace reaccionar con una amina

como dimetilamina, para formar los compuestos en 1os

_que X enla ?6rmula~11esf-OR, donde R es un radical

v ! - ‘e
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 hidrocarburo e ¥ es -NR1R . _
EL deido (=) (cls-1,2—epoxipropil)fosf6n1co ¥

_ sus sales~que son los materieles de partida en la pre-

paracidén de’ 1os nuévos fosfonoamidatos puede obtenerse
por ferménﬁaciﬁn'aerobia de médids:putritivos acuosos
adecuados,'en bondiciones’éontroladas, porICiértas va-
rledades del genero §§£gg§ggxgg_ como‘§§g§2§ggxgg_
fradise (M1~2915, NRRL—3417), Streptouyces viridochromo-

(MA—2903, NRRL—3413) y Stregtgggceg vedmoregsi
(MA~3269, ATGC-21239) Ia fermentacidn se lleva & cabo

a temperaturas comprendidas entre 259 y 38°G aproxima—

demente . El pH de 105 medios nutrltivos adecuados pare

" eultivar el Strentonggg ¥y producmr el compuesto de

écido ‘fosfénico’ puede yariar entre 5, 5 'y 7,5 aproxima-

" damente. ‘El écldo (=) (cis-1, 2—epox1propil)fosfonlco

puede ser amslaao a continuacidn del caldo .de fermenta-

cidn por adsor01on en alumina lavada con bese 0 con

V‘écido. El naterial adsorbldo puede ser elufdo de la all-

.~m1na con: solucﬂon acuOﬂa o hldroalcohollca de hldrox1do
‘1’amonlco a un pH de 11, 2 aproxlmadamente, reOOglendo el
E eluato fracclonauamente. De esta forma 86 obtiene la
rsal amonica. Otras sales pueden obtenerse pasando una
flsolunmon de la sal aménica por una re31na cambiadora de

- Jcatlon Qpronlada ‘0 medianue otraa tecnlcas conocidas.

. ; Las ( ) (cls~1 2-epox1propil)amidas son efice~




-

10

25

ces 'en 12 inhibicién del crecimiento de varios micro-
orzanismos., En especial los fosfonoamidatos inhibeh el

crecimiento de microorzanismos tales como Proteus vul-

- garig y Selmonells schottmuelleri. Los antibidticos

pusden ser utilizados couo desinfectantes en el lavado
de huevos y.de 1ns zonmas souetidas a la infeccién por
Saimonallg..hos anidatos son tambidn utiles como bacte-
rieidas en diversas aplicaclones industriales, por ejem-
plo en la inhlbicion del crecimiento 1ndeseanle de bac~
terias ep.el agqa blanca de_las fabricas_de papel y en
las pinturas como la pintura de ldtex de acetato de poli-
vinilo._A' iv » ' A
’Aﬂ3Laa (-) (éis—1,2~epbxipfdpii)amidas son también
ﬁtiles en el trétamienﬁo de las enfermedades causadas
por las infeccioues bacterianas en los animales..

Los nuevos derivados de écldo (=) (cis=1,2-epo-
xipropil)fosfiénico pueden ser administrados solos o en
éombinacién con otros ingredieﬁtea‘biolégicamente acti-

Vo8, especialmente con otros & gentes antibdacterianos co-

'mo-penicilina,~estreptomicina ¥ novobiocina.

Los siguientes ejeuplos se dan con fines ilus-
trativos pero no 1imitgtiyos€

EJBIPLO 1

.p-g 2 (Cis~1 2~epoxiprogi ). -1 N-dimetlliosfonoamidnto

de metilo

e, T
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'Se colocan 62 g de (—).(ois—ﬁ;z—equipropil)-

fosfonato de fenetilamonio en-390 ml de agua contenien—

do 18,8 g (1 equivalente) de biéarbohato sddico. A 1la

‘solucion resultqnte se aflade gota a pota, con abitacién,

une. solucion acuosa de 76 16 g (27 equlvalentes) de niirg

to de plata. Una vez completada la aalcion, la mezelae

'resultante se continda agitando durante 30 minutos & la

.

'§temperatura ambiente. A contlnuacién ge. flltra la mezclae
ny se lava bien con agua, acetona y éter. Ie disal de

" pleta qpe se obtiene (74 g) se suspende después on

500 ml de dimetoxietano ¥ e la suspensidn se afinden G4 e

'(2 equivalentea) de ,yoduro de metilo. Ia mezela se agita
';durante toda la noche g 50—60°C despuea de lo cual se

filtra y el flltrauo se evapora a sequedad. El residuo

r'que oonmiene el dster dimetillco (32 g) se cromatoura-

1 e & contlnuaclon sobre 90 g de ‘gel de sflice en cloro-

formo. El ester dimet{lico obtenido del cromatograma

(18 g) ge.disuelve en 50 ml de agua y se "afiaden lentamen~

'te 8 esta solucion, con,aglta016n, 0,9 equlvalentes de

hldréxido sddico 2,6 N. La mezela de reacc1on.se conti~

Vnua aaﬂtando durante “foda la noche T despues se evapora

a- sequedad. El resmduo contlene 15,7 g de seniéster uemi-
sal ¥ 1 i3 8 de didster, Se suspenden 3 &, de semlester

' ~.semlsa1 an 100 ul de benceno con agltaclon y la ouspen—'

aion se enfria en un haﬁo de- hlelo. Se anaden & le Sus-
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pensién 1 equzvalente de cloruro de tlonilo nds un 10 %
as exceso ¥y la mezcla se contlnﬁa agltando a le tempera-
tura amblente durante 1 hora después de completada la

adicidne A continuacidén la meézela ce enfria en un bafio .

de hielo y setﬁurbujea a través d6 1la misma un £ren eXxe
ceso de dimetilamina. Se prosiguen la agitacién y el
enfriemiento durante medis hora después de completads la
adicién y durante otra nedia hore a la temperatura am-
bnenta. Desnués se filtra la mezcla y el filtrado se eva-
,pora a sequedad. El aceite de color arerillo elaro (12 g)
que ge obtiene por evagoracion del filtrado se cromato-
*rafialsobfé 360 g de ééi'de éilicé'eh éloroformo. Se

combinan las fracciones Ta 14 (2 2.8) ¥y por destila-'

¢idn en tubo, se obtiene P-( ) (cls~1 a—epoxipropil)-ﬂ,h—

dlmetilfoafonoamldato de metilo en forma de aceite ama-
rille elaro que se caracteriza por RN,

A eontinuacion ilustramos un método de preparea—~

" eidn de los’ compueatos de dcido (= ) (0ig=1,2~epoxipro-

pll)foafon1co de partide.
" A Se emplea un cultivo liofllizado de Stregt -
IYCes fradiae HA—2913 (ATCC 21099) pare inocular 50 ml

de“medio esLeril de la sigulente composlclon en un ma=
traz nrlenmejer de 250 ml - prov;sto de tablques'

‘ Gramos[litrg

Horina de avens molide .- - . 10

-

.'~.l' _ 9—
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Hidrolizadb de levadura

MgSO4.7H20

- Agua, CeBe '

' Taapén de fosfato*

10
0,05
2 ml

ei resto

'* 9t 3 de K32904 Yy 95 g de NaéHP04 llevados 8 1 litro
" eon agua destilade. ' '

EL msdio se aJusta & pH 6 5 antes de la esteri-~

lizacién. ;

Bl matraz inoculado se incuba & 28°C durante

jcaldo,rgsultante~pdra ;nocular un,segundo matraz Erlenr .

724 horas en un sacudldor rotatorlo. Se eunlean 10 ml ded

'meyér d§'259'mi conteniendo 50 ml_del mismo medio esté-

ril. Deapués de una incubacion de -24. horas a 28°C en un
«saoualdor rotatorio, el caldo de fermentacidn resultante

88" emplea pore inocuwlar un. fermentador de 5 llbros que

contiene 3 litros de caldo nutrltivo estéril de la gi-

iHanina de avena
“fSolubles de dest

: Harlna de SOJa ‘

AAgua c.s.

VAgulgnLencomp091916na

rnolide -
ileria

"'Cltrato sodleo o

"Ascorbato sod*co.

Granos/litro

30

10

25
y
0,5

.. Bl resto
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El.ﬂedio'sg ajusta a pH 6,5 antes de la eatéri—

lizecidn, . .. o L

El medio inoculado se incuba a continuscidn a

28°C durante 4 dl&B mlentras ge aglta ¥y airea el caldo

de’ 1e;mentacion con 3 litros de alre por ninuto, afia-

diéndose pare impedir 1a excesiva formacién de espuma

-3 ml de un polimero de propilenglicol con un peso nolecu—

lar de 2000 aproximndampnte (vendido con el noumbre Co-

‘mercial de Polyglycol P-2000 por la Dow Chemical Compe-
Any). Elucaldofdé fermenﬁaéién-resultante tiene upa acti-
vidad de 5,9 unluades/ml determinada por el ensayo norme-

ilizado empleando Proteus garig.

Una aegunda fermentaclon empleando este mismo

procedimientb -da un caldo con ung actividad de 6,7 uni~'
_dades/ml.

‘ Los caldos nrocedentes de las dos feraentaclones

. se combinan y se filtran, El caldo £iltredo resultante -

- contiens 20 mg de sdélidos por wililitro ¥y a una dilucién
‘de 1 32 ga. una zona ‘de inhlbiClon de 25 mm cuando s

ensaye frente al Proteus lggri empleando el procedi—

_miento de ensayo nodificado.

Se ag1tan 96,5 ml dal caldo durante 40 minutos

"con 2y 5 g de alumina lavada. al acldo.A.contlnuacion se

filtra la mezcla y se halla que el filtrado contiene el

; Z’ﬁzo 4 de la actmvidad. El adsorbato en alumina £1ltrado :

e
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se lave y se eluye con amoniaco acuoso & un pH de 11,2.

Se evapora el eluato para eliminar el smoniaco y se en-
cuentra que de una zona de 1nh1biclon de 25 mm a una di-
lucidn de O 125 ‘mg/ml por el orocedimlento ue ensayo ro-
dlfmcndo.~ '

B, Se dlluJen con agua hasta 50 al, 10 nl de la

: {solucion acuosa de la sal amonlca de dcido (-) (cig=1,2-~

epoalpropil)fosfonlco conteniendo 200 mg de -sélidos y la

‘solucién resultante se pasa a través deruna columng de

200 ml (volumen sedimentado) de resina cambiadora de ce~-

tiéh,(Dowex'SO) en el qicio de:(+)?aéfenetilamonio. Deg~

.pﬁés de recoger el eluato iniéial; la coluuna sé7enjﬁaga
" con 200 ml de agua. y el eluato total recogido se evapo-
‘ra’; a vacio hasta un volumen de 100 ml, ‘E1 pH del concen-
: trado g6 adusta a 5,0.mediante la cuidadosa adicidn de
__pequeﬂas porgiones de resina Dowex 50 en el ciclo dcido

' v la.solucidn dcida se Filtre y se evapora a sequedad

én‘vacio‘éJLQ_tempergturg aubiente. BL residuo se recoge

" en 100 ml de matanol y la solucién metandlica se filtra

para separar las sales inorgénlcas. Se concentre el pre

".cipitado hasta voluman reduozdo, ge aﬁaden 100 ml de-

"jlsopropanol y. se repite 1la evaporacién hasta que se ior
:man crlstales. La suopension cristalina se refrigera dup

;-1rante unas 16 horas ¥ el producto. cristalino, sal’de’

";monq-§+)d—£enetilamonio de acldo (.) (cms~1,2-epox1pro—

[P

- 12 -



10

15

~ _citd deberd recaer sobre las siguientes

pil)fosfénico, se recoge por filtracidn.
Debe entenderss que aurque este invento he sido

descrito haciendo referencis o las realizacilones particu-

. lares del. misma, pueden introducirse cambios y modifica-

ciones que Se encuentran dentro. de su alcance y 80lo es-—
faré limitado por las reivindicaciones del apéndice.

- En resumen, la Patente de Invencidén que se soli- -

REIVINDICACTIONES

1. Un procedimiento para la preparacién de agen-

tesAantibacterianos,Lparticularmenté nuevas amidas de fci-

~do (-) (cis-l}a-epoxip:opil)f08f6nico de férmula:

.Q'v
: /N n/X
L CH3 - CH .~ CH
RO 7 , \\\I
donde Y esv—NRle ¥y X es -OR donde
R es un radical alquilo 1nferior
Rl ¥ R2 son 1guales o diferentes y representan hi-
drégeno o un radical hidrocarbilo o bien —NRlR2
=es‘un resto de unafamina ciclica primaria o Se-
cundaria,
cuyo procedimiento consiste en hacer reaccionar un com-
puesto de . férmula '

| o
CBj - cﬂ-cn-_-zp\ v

“ L l13 -
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.Segégj7?j?E§§B_‘l.

~ con una. sal de un metal pesado, tratar 1la sal dimet4li-

ca con w haluro de alquilo, hidrollzar el diéster de

~ &cido fosf6nico formado a una sal de monobster, hacer -

,reéccionér 1a sal de monoéster cdn un agente halogenan-

te para formar un.haluro de éster y tratar el haluro de

foido del éster con uns amina, donde By y R.4 son hidpb-

geno, un catién amonio o un catibn methlico.

-2, In procedimienxo segfin la Reivindica-

cién 1 en el que el agente de halogenacién o5 eloruro

de tionilo Y la amina es’ dimetilamina. , _
.‘"3. Un procedimiento segﬁn 1a Reivindica-'

- cibn l que adicionalmente comprende la hmdr&lisis de la

- amida de &ster para formar el amidato de &cido libre.

L. o procedimiento segun la Reivindica-

:cién 5, que adlcionalmente comprenﬂe 1a reaccibn del ami-
',f dato de écido 11bre con un agente de halogenacl6n para

iformar un haloamidato.,

5. Se relvindlca por ultimo, como objeto

' sobre el que ha de recaer la Patente de Invenci6n que
T ge solicita "UN PRQCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE

AGENTES ANTIBACTERIANOS PARTICULARMENTE NUEVAS ANEDAS
DE ACIDO (-) (CIS-l 2—EPOXIPRDPIL)FOSFONICO“
- Todo tal v conforme queda deserito y rei~

' vindioado en: la presente memoria descriptiva que consta

; de qninoe paslnas mecanografiadas.

- -
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‘Madrid, 16 marzo 1.970

BERNARDO UNGRIA
D.pP. ’
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