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correspondiente a la solicitud de una

PATENTE DE INVENCION

Solicitante: MERCK & CO., INC.

Domicilio: 126 East Lincoln Av. RAHWAY New Jersey,
- USA .

Enunciado: "UN PROCEDIMIENTO PARA IA PREPARACION DE UN
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FOSFONICO",
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RESUMEN DE T4 MEMORTA

Se preparan anhidridos de deido (~) (cis-1,2-epo-

xipropil)fosfdénico, tratando un compuesto de deido (=)=

(0is=1,2~epoxipropil)fosfénico con deido ortofosfirico.
Los anhidridos de deido (=) (cis~1,2~epoxipropil)fosfd-
nico son agentes antibacterianos activos. '

ANTECEDENTES DEIL INVENTO.

- Aunque se conocen muchos antibidticos valiosos .
para el tratamiento de diversas enfermedades, muchos de
los an?ibiétieos conocidos son, en generai, activos conm
tra un nimero limitedo de agentes patdgenos. Cuando cier—
tas variedades de estos agentes patdgenos desarrollan re-
sisteneia contra un antibidtico particula?; él antibidti-
co resulta inactivo contra estas veriedades resistentes.
Debido a este desarrollo de resistencia frente a los an-
tibidticos conocidos, prosiguen 1as’invest;gacionea en un
esfuerzo por descubrir nuevos égentes antibacterianos que
sean activos contra una amplia géma de agentes patégenos'

y en especiél contra aquellas variedades de agentes paté-

genos que son resistentes a los antibidticos conocidos.

DESCRIPCION DE T.AS REALIZACIONES PREFERIDAS

‘El presente invento se refiere a compuestos que
tienen notable actividad antibacterians y a procedimien-
tos para su preparacidn. Los compuestos que son objeto

de este invento son los anhidridos de decido (~) (cis—
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" 1,2~epoxipropil)fosfiénicos Tos nuevos anhidridos compren-

didos'dentro del inveﬁto pueden ger representados de la

forma siguiente:

0 0 0

N\ S

CHy = GH -CH=-P- 0= P~ 0ORy
: |

R OR

a

3

.o (zIm) '

donde R3 es hidrdégeno, alquilo inferior como metilo, eti-
lo, propilo, y butilo, bencilo o un catidn metdlico como
amonid, sodio, potasio, éalcio, mégnesio, aluminio, hie-
rro o'blatg; v R es hidrdgeno o un radical hidrocarbilo
con o0 sin sustituyentes, en el que el radical hidrocar-
bilo es alguilo inferior, como metilo, propilo, terc-
butilo, ‘cloroetilo, bromoetilo, dicloroetilos; alquenilo}
inferior como alilo, metalilo, hexenilo; alquinilo infe-
rior como propargilo, etinilo o cloroetinilo; cicloalqui~
1o como ciclohexilo, ciclohexénilo o ciclopropilo; arilo,
aralquilo o heteroarilo. Cuando R es alifético, preferible-
mente contiene de 1 a 6 dtomos-de carbono.

Cuando R es un redical arilalifdbico, puede ser
aralquilo como bencilo; fenetilo, p-halobencilo, nitro-
bencilo y similares. _

Cuando R es un radical arilo, puede ser un radi-
cal como fenilo, fenilo sustituido, por ejemplo p—cloro-

fenilo, o-nitrofenilo o naftilo. Cuando R es heterocicli-
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‘- 0o, puede ser heterocaromitico, como piridilo, tienilo,

tiazolilo o puede'rebrésentar un heteroanillo saturado

‘como piperazins.

También estén comprendidas en este invento las

seles delos compuestOS'III en el que R es hidrégeno.

'Lés sales constituyen un aspecto preferido del invento

‘porque generalmente son mis estables que elAécido libre
correspondiente. Dentro de laé saies considé:adas se eﬁ-
cuentran las sales inorgdnicas como las de sodio, alumi-
nio, potasio, amonio, calcio, magnesio, hierro y plata,
asi como léénsales aminiéas orgénicaé como lag de aminas
primarias, secundarias y berciarias, por gjemplo'mono—grq1
alquileminas, trialquilaminaé y aminas hetérociclicas ni-
trogenadas. Son ejémplos de estas sales aminicas las de .
aminasg como d-fenetilémina, dietilamina, quihina, brucina,
ligine, etanolamina, morfina, bencilaiina, piperazina y
gimilares. Cuando se desea, la sal puede ser la de una
amina bioldgicamente activa, tal como eritromicina, olean~
domicina o novobiocina.

Los compuestos de Lérmula III pueden ser ilustra-
dos por los siguientes:
deido P-(-) (cis—1,2—eppxipropil)isohipofosférico,'
sel disédica de dcido sodio=P-(-)(cis~1,2-epoxipropil)-

isohipofosférico, -

-'-‘4-‘ 577587
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* @gal de dibencilamonio de dcido bencilanonio-P-(~)(cis=-

1,2—epoxiprbpii)isohipofosférico,;

sal dipotdsica de dcido metil—P-(~)(cis-1,2~epoxipropil)-

isohipofosférico, |
deido fenil-P-(~)(cis~1,2-epoxipropil)isohipofosférico,
sﬁl dicdleica de dcido bencil-P-(-)(cis~1,2~epoxipropil)-
- -isohipofosférico. o
Tos anhfdridos mixtos de formula III pueden pre-
pararse haciendo remccionar un compuesto de dcido (=)
(cis-1,é-epoxipropil)fosfénico como, por éjemplo, la sai
de morfolina del dcido (-) (cis~1,2—epdxipropil)morfolino-
fosfinico, con deido orto~fosférico en presencia de una
bese organica. Ia reaccidn global puede ser deserita de’
la forms siguiente:
0 0
\ T
CHy ~ CF - CH - B - HRqR,
.OB A
(V)
0 0 0
| Il
~-CH-CH~P~-~0-P -~ 0R3
T | X é .
OR : R3
(I11)

CH3

donde R, By y R, son hidrdgeno o un radical hidrocarbilo

¥y Ry es hidrégeno, alquilo inferior como metilo, etilo,
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propilo y butilo o un catién metdlico como sodio, amo-

nio, potasio, calcio, magnesio, aluminio y similares.

Ademds, el compuesto de partida (IV) puede ser una sal
de amina tal como una sal de morfoiinio, fenetilamonio

o trietilamonio. Como base orgdnica pucde emplearse
éualquier amine terciaria, pof ejemplo terc-butilamina,
terc-etilaming o terc—-metilamina. Se prefiere emplear
para esta reaccidén un disolvente orgdnico éeco, por ejémr ]
plo benceno o tolueno; tambiéh se pﬁede emplear un disol—
vente bdsico como la piridine. Cuando el compuesto de
#dcido fosfénico de partide es una sal o ol deido libre,
es convenienfe emplear ﬁha amine como displventé. En es=-
te dltimo caso, se obtiene el anhidrido en forma de la
sal de amine en loé casos en que R en la féraula IV sea

hidrdgeno. También estdn incluidos los compuestos en los

que —-NR1R2 represente el resto de uﬁg amina oiclica, por

ejemplo morfoline, piperidina o pirrolidina. Cuando R,

Rq ¥y RZ representan'un.radical hidrocarbilo, éste es el
definido anxeriorﬁsnte. Es fundamentai que las sustancias
reaccionantes y el equipo estén secos para obtener los
compuestos de férmule IIT con buen rendimiento. Por es-
ta'razén, las sustancias reaccionantes se secan én gene~
rel inmediatemente antes de llevar @ cabo la reaceidn.
Generalmente le reaccidn transcurre a la teméeratura ampA

biente y le mezcle se agita durante 5 a 50 horas para

..377587
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" asegurar una reaccidn completa. Ia reaccidén puede lle-

. varse a cabo a temperaturas mds altas pero generalmente

se obtiene un rendimiento mis bajo del anhfdrido a estas
altas temperaturas. )

El materiel de partida pafa le reaccidn con dci~
db ortofésférico puede prepararse haciendo reaccionar un
coﬁbuesto de ﬁcido (f) (eié—ﬂ}éuépoxipropil)fosfénico,
por ejemplo la sal de morfoiina del dcido (=) (cis-1,2:
epoxipropil)fosfnico, con una carbo-di-imida, por ejem-
plo diciclohexilcarbo-di-imida, én presencia de una amina
primaris o:secuhdaria, como dimetilamine o morfolina.

Bl deido (=) (cis~1,2-epoxipropil)fosfénico y sus
sales se preparan por fermentacion aerobia de medios nu- .

tritivos acuosos adecuados, en condiciones controladas,

por ciertas variedades del género Strentomyces, como

Streptomyces fradise (MA-2915, NRRL-3417), Streptomyces
wedmorensis (MA-3269, ATCC 21239) y Streptomyces virido-
chromogenes (MA-2903, NRRL-3413). Ia fermentacidén se rea-

1iza a temperaturas que oscilan emtre 250 y 38°C aproxi-

medamente. El pH del medio nutritivo adecuado para culti-

var el Streptomyces y producir el compuesto de dcido fos-

fénico puede varier entre 5,5 y 7,5 aproximadamente. A
contimecidn el deido (~) (eis-1,2-epoxipropil)fosfinico
puede ser aislado del caldo de fermentacion por adsorcion

en sliminge lavada con dcido o con base. El material adsor-
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" bido puede ser eluido de la aldmina con una solucidn
. acuosa o hidroalcohdlica de hidrdxido amdnico a un pH

. de- 11,2 aproxiwadamente y el eluato se recoge fracciona-

damente. De esta forms se obtiene la sal-aménica. Pueden

obltenerse otras sales pasando una solucidn de la sal

.amdnica a través de una resine cambiasdora de catidn apro

piada o mediante otras técnicas conocidas.

' Tos monodsteres de écidoA(-)A(cis-1,2—epoxipropil)—
fosfénico pueden ser preparados a partir de los corres-
pondientes didsteres. Los didsteres se obtienen haciehdo
reaccionar dicloruro (-) (cis—1,2—epoxipropil)—fosf6nico
con 2 eguiﬁaienmes en moles de un alcohol. & continuacidn
se optiene el monoéster separando uno de_ios‘radicales
éster del diéster con una base. Entonces puede prepararse
una monosal monoéster haciendo reaccionar el monoéster
con 1 equivelente de base. -

Tos dihaluros fosfdénicos pueden ser preparados
heciendo reaccionar deido (=) (cis-1,2-epoxipropil)fos—
fénico con un agente halogenante como cloruro de tionilo
o bromuro de tionilo. |

Tos anhidridés de deido (=) (cis—1,2~¢poxipropil)-
fosfénico son eficaces en la inhibicién del crecimiento
de diversos microorganismos. En general, se hs demogirg-—

do que inhiben el crecimiento del Staphylocoeel y Salmo-

‘nellg. Son ilustrativos de estos agentes patdgenos el

- 9/7587
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Salmonellas schobtmuelleri, Salmonella gallinerum y

Staphvlococcus aureus'y Staphylococcus pyogenes.

Los'anhidridos pueden ser empleados como agentes

éntisépticos para eliminar los organismos susceptibles

del equipo farmaecéutico, dental y médico y de otras zo-
ras sometidas a infeccidn por tales organismos.
-. Como el antibidtico y sus sales son muy activos
enrla inhibicién del crecimiento de #arias'especies éez
Salmonella, pueden ser utiliéados como desinfectantes
en el lavado de huevos y de zonas sometidas a la infee—
cidn por Salmonella. Las sales de anhidridos de dcido (=)=
(615-1,2-epoxiprdpil)£osf6nico ¥y los ésteres hidrocarbi--
licos y sales del mismo son también dtilés como bacteri-

cidas en diversag aplicaciones industriales, por ejem—

L

plo en la inhibicidén del crecimiento de bacterias inde-
seables en el agua blenca de las fédbricas de papel y en

las pinturas como la pintura de ldtex de acetato de po-

livinilo. _
' Los anhidridos tambidn son Utiles en el tratamien-
to de las enfermedades causadesg por infecciones bacteria-

nas en los animales.
Los siguientes ejemplos se dan con fines ilustra-—

tivos y no limitativos:

25
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" EJEIMPLO 1

Acido - P=(=) (cig=1 é—enoxipropil)isohip#fOﬂférico

Se concentra a sequeded en vacio 1,55 g de (= )—
(018—1 2-epox1nrop11)morfollnofosflnato de morfolinio
en 36 ml de plrldlna ¥y se afiaden 36 ml mis de plrldlna

al residuo. Este proceso se replte tres veces para ase-

gurar una sequedad oompleta. A la solucidn seca resultan—

te de la sal de deido morfollnofosfonlco se agregan 1,45

ml de solucidn el 85 % de doido orto-fosférico, 1,43 ml
de butilamina terciaria y 72 ml de piridine seca. La sO

lucidn resultante se agita durante 50 horas, después de

. 1o cual se separe a vacio el disolvente y el residuo se
lave tres veces con 20 ml de agua. Después de separar el

agua y secar el resiauo, se obtiene dcido P=(-)(cis~1,2-

epoxipropil)isohipofosférico en forma de 'sal de piridi-
va. , .

» | Cuando en el procedimiento anterior se emplea
(=) (cis=1,2~-epoxipropil)morfolinofosfinato de metilo en
lugar de (~)(cis=1 2—epoxiproni1)morfolinofoéfinato de
morfil&nlo, se obtiene doido metil-P-(-)(cis~1,2-epoxi-

propll)lsohlpofosforlco que se caracteriza por HVN,

Los materiales de partida empleados en la prepa-—~

‘racidén de los compuestos de este invento pueden obtensr-

se de la Tforma sig ulente.
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A, Diclorure (-) (eis—1,2-epoxipropil)fosfénico

Se colocan 20 ml de benceno, 1,38 g (0,01 moles)

de deido (-)(cis-1,2-epoxipropil)fosfénico y 1,6 ml de

piridina y a la mezcla resultante se sfiaden con agita-
cidn 2,4 g (0,020 moles) de cloruro de tionilo. La mez-
cla de reaccidn se agite a la tempeiatura ambiente du-
rante 3 horas, después de lo cual se decanta la solucidn
del precipitado goﬁbso y se concentra a vaéio a la teépe—
ratura émbiente. Por destilacién instantdnea del residuo

a 0,5 mm, se obtiene dicloruro (-)(cis-1,2-epoxipropil)}

,'fosfénico; p.e. 32-33°C, on forma de liquido incoloro

y transparente.

B, Monoéster de dcido (~) (cis—1,2-epoxipropil)fosfdnico

Se enfria a 5° una mezcla agitada de 0,1 moles

-de (~)(cis~1,2-epoxipropil)fosfonato.dicloruro (-)(cis-

1,2~epoxipropil)fosfénico y 0,2 moles de trietilamina en

100 ml de benceno, Se afiaden a la mezcle 0,2 moles de

alcohol metflico a una velocidad suficiente para mantener
la temperatura a 5-10°C. Una vez completada la adicién,
la mezcla se agita a la temperaturs ambiente dwrante

1 hora. La sal hidrocloruro de trietilamine precipitada
se separa por filtracidn y el disolvente se elimina a
vécio dejando como residuo (~) (ecis-1,2-epoxipropil)fos-
fonato de dimetilo. El éster dimetilico se disuelve en

75 ml de agua y & la solucidn resultante se afiade gota a

377587
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gota, con agitacién, 0,1 moles de hidréxido sddico &

lo 1argo'de 5 horas,.mienxras se mantiens el pH entre

8,5 ¥ 11,0, Ia solucién se mantiene & la ‘temperatura

ambiente durante 18 horas, después de lo cual se separa

el disolvente a vacio. El residuo se disuelve en metanol

y se precipita el (~)(cis~1,2-epoxipropil)fosfonato de

"sodio y metilo mediante la adicidn de.éter, recuperando-

se por filtracidn.

- C. Sal de morfoling de dcido (- )(013-1 2—epoxipropil)-

morfollnofos¢1nico

Se pasan.2 59 g de (~)(cis-1’2—epoxipropil)fosfo—

‘nato de fenetilamonio a traves de una columna de 40 g

~de r991na Dowex 50 (H¥) provmsta de una doble pared por

la que 01rculg agua de hielo y se eluJe con agua de hiew-

" 10. Inmediatamente se neutraliza el efluente (450 ml)
con 860 mg de morfolina recién tratada y la solucidn

" - acuosa se liofiliza.

Sc afinde gota a gota uné solucidn de 8,24 g de

~ diciclohexiloarbo-di~imida en 150 ml de terc-butanol a

ung solucidn calentada a reflujo del material liofili-

zado, 100 ml de terc-butanol, 100 ml de agua y 2,61 ml

. de morfolina, durante 3 horas. Una vez completada la

adicidn, se prosigue el reflujo durante 1 hora mds. Des-
puds se enfria la mezcla de reaccidn a la temperatura

ambiente y se filtra para separar la diciclonexilurea.

377587
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Ia torta del filtro se lava con terc—buténol y el filtra
do se'evépora a vacio hasta que se ha separado todo el
terc-butanol., La solucidn acunosa se extrae trgg veces
con éter,y'por liofilizacién de la solucidn acuosa se
obtiene la sal de morfolina de dcido (=) (eis-1,2~epoxi-
éropil)mbrfolinofosfénico. '

D, Acido () (eis—1,2-epoxipropil)fosfénico

Se emples un cultivo liofilizado de Streptomyces

fradiane MA-2913 (ATCC 21099) para inocular 50 ml de medio
estéril de la siguiente composicidn, contenido en un ma-~

traz Erlenmeyer de 250 ml provisto de tabique:

gramos/1itro

Harina de avens molida T
Hidrolizado de levadure - 10 :
Mgso4.§H20 - - ' - 0,05
Tampdn de fosfator - 2 ml
Agua c.s. ‘ s | . E1l resto

- ¥ 91 g de KHpP0, ¥ 95 g de Ne,HPO, llevados a 1 litro

eon agua destilada.
' Fl medio se ajusta a pH 6,5 antes de la esteri-
lizacidn. .
El mtraz inoculado se incuba e 28°C durante 24
horas en un sacudidor rotatorio. Se emplean 10 ml del

caldo resultante para inocular un segundo matraz Erlen-—

7377587
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- meyer de 250 ml conteniendo 50 ml del mismo medio estem

rils Despuds de incubacidn & 280C durante 24 horas en
un sacudidor rotatorio, el caldo de fermentacidén resul-
tante se emplea para iﬁocular un fermentador de 5 litros
que contiene 3 lifros de caldo ﬁutritivo estéril de la
siguiente composicidn:

.. pramos/litro-

Harina de avena molida ; 7 30
Solubles de destilerfa 10
Harina de soja o , ) 25
Citraﬁo sééico - | - 4
Ascorbato sédico . . 0,5
Ague c.s. ‘ : | o . ‘El resto

El medio se ajusta a pH 6,5 antes de la esteri-
lizacidn.

Bl medio inoculado se in@ubé despuds a 28°C du-

rante 4 dfas mientras se agita ¥y se airea el caldo de

ferméntacion con 3 litros de aire por minuto. Para evi-

tar la excesiva formacidn de espums se afiaden 3 ml de

"un polimero de propiienglicol con un peso molecular de

2000 aproximadamente (Qendido con el nombre comercial de
Polyglycol P-2000 por la Dow Chemical Company). El caldo
de fermentacidn resultan:te tiene una actividad de 5,9
unidades/ml determinada mediante un ensayo normalizedo

empleando Proteus vulgaris.
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Une segunda fermentacidn empleando este mismo

procedimieﬁto da un caldo con una actividad de 6,75 uni-

" dades/ml.

Los.caldos procedenteé de las dos ferméntaciones
se combinan ¥y §e<filtran. EL caldo filtrado reéultante
contiene 20 mg de sélidos por mililitro y a una dilucidn
de 1:32‘da una zona de inhibicién de 25 mm cuando se en—
saye, contra el Protéué vﬁlgaris empleando'el procedimién— ]
to de énsayo modificado. . _ b

Se agitan 96,5 ml del caldo durante 40 minufds

“con 2,5 g de aluminae lavada al deido. Después se filire,

le mezecla y se encuentra que el filtradb contiene 20 %

de la actividad., El adsorbato en alumina filtrado se la~
ﬁa y sereluye con amoniaco acuoso e ﬁn pH de 11,2, Se eva
pors el eluato para separar el amoniaco ¥ se halla que da
una zona de inhibicidn de 25 mm a una dilucidn de 0,125
mg/ml por el procedimiento de ensayo modificado.

" A 10 ml de una soluciénvacuosa de la sal amdnica
de dcido (-) (cis~1,2-epoxipropil)fosfonico conteniendo
200 mg de sdélidos y con una actividad total de 54.000
unidades, se afianden 100 mg de hidréxido sédico y la so-
lucidn resultante se diluye hasta 20 ml con agua y se
filtra, El filtrado se concentra hasta unos 8,5 ml en

vacfo, con calefaccidn. E1l concentrado resultante se de-

""" 377587
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ja en reposo hasta que comienza & gristelizer de la so=
lucidn la sal sddice de doido (=) (cis=1,2-epoxipropil)—

fosfénico y se deja que la cristalizacién prosiga, con

. agitacién, durante toda la noche (17 horas). El produc-

to oristalino se separa por £iltracidn y se lava con una
pequefia cantided de metanol acuoso al 50 % seguido de wne
pequefia cantidad de metanol. Después de secar el residéo
cristalino a vacio a la temperatura am@iente, se obtieﬁe
le. sal sédica de deido (=) (eis~1,2-epoxipropil)fosfd—
nico. . o ' |
‘ Deﬁe entenderse que aunque este inveﬁtoAha sido

descrito haciendo referencia a realizaciones particulares

- del mismo, pueden introducirse cambios y modificaciones

que se encuentren dentro de sus limites y solo estard li-
mitado por las reivindicaciones del. siguiente apéndice.
En resumen, la Patente de Invencidn que se soli-

clta deberd recaer gobre las sigulentes:
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1 ‘ REIVIIIDICACIONES

1. Un procedlmlento para la preparaclon de un

’ anhidrldo de éomdo (= )(cls-1 2-epoxiprop11)fosfonlco,

de férmulas

5 ' : . 0 0 0
e /N [
CHy ~CH~CH~-P~-0-P~O0R
o 3 é | 3
/ _ S -~ OR ' 0R3

donde R es hidrdgend, un radical hidrocarbilo o un ca-

tion metdlico y las sales de amina del mismo cuando R
10 s hidrdgeno y Ry es hidrégeno, alquilo inferior, aral-

‘quilo o un catidn metdlico, cuyo procedimiento consiste

en hacer reaccionar un compuesto de formula:

dH - Cﬁ/—\bH - % -~ NR .
o 3 P~ ,
15 - . R - _ ‘
con_écido orto-fosférico eh presencia de unm base orgd-—
nica, donde R ez el definido anteriormente y R1 y Rz.son
hldrégeno o un radical hmdrocarbllo.
2. Un procedimiento segin 1; Reivindicacidn 1,
20 en 6l que el compuesto obtenido es dcido P—(~)(cis~1,2~
epoxipropil)isohipofosfiérico,

3. Se reivindica for ﬁltho como objeto sobre el
que ha de recaer la patente de invencldén que se solicita
"UN- PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE UN ANHIDRIDO DE
ACIDO ( ) (CIS—l 2-’EPOXIPROPIL)FOSFONICO"

377587
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‘Dodo conforme queda descrito y reivindicado en
la presente memoria descriptiva que consta de dieciocho
. phginas mecanografiadas. -

Madrid, 16 marzo 1.970
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