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Correspondients a una Patente de Invencion por 20
afios, para todo el territorio espafiol, a favor de
DON ARTUR PEREIRA DA LUZ, de nacionalidad portugus
sa, residents en Lisboa (Portugal), Rua Luciano -
Cordsiro, n2 41, por: PROCEDIMIENTO DE PREPARACION

DE DERIVADOS DE PENICILINASs
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Esta invencion se refiere a un nuevo método de
preparacicon de productos derivados de penicilina de inte
res como intermediarios para la obtencion de penicilinas
semi-sintéticas.

’ . s ? .
Mas concretamente esta invencion ss refisre 2
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un nueve método de preparacion del &cido = 6 = aminopenici-
lanico y de derivados del dcido 6 ~ aminopenicilénico a -
partir de penicilinas naturales conocidas y facilments ob-
tenibles,

La obtencidn del 4cido 6 - aminopenicildnico de =

formula 1I
S C
HyN—¢CH cH/ \ < "
) l | I\GH?’
o0 ==C N CH-—-»T‘:——OH
(o)

(1)

fué primeramente anunciada par Ke Sakaguchi y S, Murao =~
(J.Agric. Chem. Soc. Japan., 23, 4;1 (1950) que propusiee-
ron para este compussto el nombre de "penicina",

Estos autores indicaron como método de obtencidn
la hidrdlisis enzimatica de la unidn amida de la cadena la
teral de la benzilpenicilina. El método de obtencion no =
fué, sin embargo descrito con detallse suficiente para ser
reproducido y solo mas tarde el acido 6 - aminopaniciléni-
co fug aislado y dabldamante 1dant1f1cado por FsRe Balche=
lor y colaboradores (Nature, 183, 257 (1959), quienes uti-
lizaron una técnica diferente; tratamiento de caldos ds feg
mentacion de Penicillium chrysogenus en condiciones analo=-
gas a las usadas para la obtencicon de penicilinas pero sin
adicidn previa de percusorss de cadena lateral. Si bien eg

te aislamisnto del dcido 6 = aminopenicilénico tuvo gran =
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valor teérico, puesto que representa esta sustancia la par-
te comun de las moléculas de todas las penicilinas, el intg
rés practico inmediato fué limitade puesto que los rendimien
tos de obtencion del acido 6 - aminopenicilénico por este mg
todo eran diminutos y su purificacion diffeil,

Estando el acido 6 - aminopenicildnice casi total-
mente desprovisto de actividad biologica su utilidad radica
en su posible utilizacidn como materia prima para la sf{ntesis

de las penicilinas de formula

0 s
CH3
R.f—-eu——- NH —C H— v \c< ,,
| | ’ CH3
O==C N CH ﬁ'-ﬂDiJ
o)

(11)
en la que la cadena lateral unida por una union peptidica -
contiene un radical R 1, que no pusde ser introducido por -
fermentacion directa; en realidad son asi obtenidas las peni
cilinas semi-sintéticas y pueden ser sintetizadas por acila-
cion del dcido 6 - aminopenicilanico en el grupo 6 - aming -
por diferentes métodos.,

Para la obtencion del acido 6 - aminopenicilanico
requerido para sstas sintesis se desarrollaron varios proce-
sos de hidrolisis enzimitica de la unién de la amida de peni
cilinas naturales, destacando las penicilinas G y V, ya que

los procesos de obtencion directa del acido 6 - aminopenici-
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lanico por via fermentativa no permiten rendimisntos acepta-
bles.

Esta hidrdlisis enzimatica ha sido objeto de nume=
rosas investigaciones. Pero, los distintos métodos publicadas
como resultado de estas investigacionss san an gensral lentes,
exigen condicionss de ssterilidad y de ambiente minuciosamen
te controlados, necesitan del tratamiento de grandes volUmenss
lfquidos donde @s dificil el aislamisnto final del acido 6 =
aminopenicilanico. Ademas ds gsto, el acido obtenido por sstos
metodos necesita ser purificado, sstando descritos numerosos =
metodos de absorcidn o de recristalizacidn para gste fin. Es-
tas operaciones hacen bajar sl randimiento y adn as{ el produc
to obtsnido contiene todav{a impurezas diffciles de sliminar,
gque disminuyen su estabilidad y que pueden provocar rsacciones
alérgicas en los enfermos tratados con penicilinas semi-sinté=
ticas a partir ds las obtenidas.

Estos inconvenientes pueden ser esvitados por proce=
sos de hidrolisis quimica de la union amida; se hace notar, no
obstante que la hidrdlisis quimica de las penicilinas tisnen =
que ser efectuadas por métodos suaves, dada la fragilidad del
ciclo B - lactama, Para ello se hace necesario modificar pre-
viamente la molécula de la penicilina, transformando el grupeo
carboxilico en un ester y la unidn de la amida en una union =
imina que sea mas facilmente hidrolizada. La union del sster
tendra que ser deshecha posteriormente, tambisn por metodos -
suaves, Por ese motiva, la eleccidn del ester es de primordial
importancia, ya que ademas de prestar una proteccidn eficaz =
al grupa carboxilico, debe ser facilmesnte regenerable.

En el proceso objeto de la presente invencion se =
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realiza la transformacion de la penicilina natural que se uti
liza como subtrato en sl respective ester organo-metalico uti
lizando un derivado organico del estafio, obteniéndose de esta
forma nuevos productos adn no descritos y de gran utilidad co
mo intermediarios en la sf{ntesis de las penicilinas. El proce
so de 1a presasnte invencidn se caracteriza aln por el hecho =
de que los nuevos esteres organo-metdlicos de las penicilinas
naturales son transformados por reaccidn con un agente de fogr
macidn de imidas en compuastos que no necesitan ser aislados
y que sufren facilmente hidrolisis de la cadena lateral obte=
niéndose el grupo 6-amino libre. E1 compuesto obtenido, bajo
la forma de sster, puede ser, caso se desse, hidrolizado para
obtener el dcido 6-aminopenicilanico libre, o pueda ser aun =
utilizado para formacidn de penicilinas semisintéticas bajo =
la forma en que se encuentra.

Se describe seguidamente, de modo mas espec{fico, -
las reacciones envueltas en el proceso de la presente inven-
cion:

En primer lugar una penicilina natural de formula -
1T en el que R1 pueds ser un radical orpanico alifatico o arg
matico, pudiendo sn este (ltimo caso ser un grupo arilo, aral
quilo o ariloxialquilo, de prefersncia sl radical benzilo o =
8l radical fenoximetilo, es tratado con un derivado organico

de estaflo de formula

R R* r*

Rz Sh— 0—Sn Z— R?

R
gvf///’ \\‘ﬂq RQ////

(1v)

(=1

( 111 )
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an que R2, R3 y R4

son radicales organicas iguales o difersn=-

tes, alifaticos o aromaticos como, por ejemplo, grupc alquilo,
aralquilo u oxialquilo, y en el que X es un grupe reactivo -

gue puede ser, por ejemplo, un alcoxilo inferior, un hidroxilo
o un atomo de halageno.

(] rs ’ >
Los productos obtenidos en la reaccion anterior son

o - [ 4
nusvos esteres de psnicilina de formula V :

0

s
| CH
& e —c” \c< >
T T

~

2
o= ¢— N— CH— c—0—Sn—R
|| ‘\\\gQV
o

(v)

que se pueden, caso se desee, aislar o purificar antes de la =
subsiguiente utilizaciane

Estos compuestos posean una notable estabilidad, al
contrario de los esteres organo-estanicas de aminodcidos ante
riormante conocidos. Esta estabilidad permite que estos com-
puestos sean utilizados en prasencia de disolventss protonicos
o incluso agua sin sufrir hidrélisis, lo que representa una =
caracter{stica altamente ventajosa ya que permite prescindir
en las fases siguientes de precauciones que otros meé todos exi
gen y hace posible aln purificaciones mediante procesos gene=
rales de la qufmica orgénica, principalmente por recristaliza
cion. No obstante, los esteres de formula V son sensibles a =
acidos y bases fuertes, organicos o inorganicos sufriendo hi-

4 : 3 . s s s : o
drolisis. Escogiendo cuidadosamente las condiciones de dilucidn,
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e@s posibls efectuar esta hidrolisis sin destruir el anillo -
B -lactamico de la molscula de penicilina., Esta caractsrise
tica es ventajosa para la liberacidn final del acido deseado.
Dtra caracteristica que hace ventajusa la utilizacidn de es-
tos esteres en las restantes opsraciones de este proceso qus
conduce a la hidrolisis de la cadsna lateral, es su solubili
dad en gran nimero de disolventes organicos.

Los nuevos esteres V son, segﬁn el proceso de la prg
sente invenciﬁn, transformadores en los respectivos imino come
pusstos por aceidn de un agente de formacidn de imina.

Se comprobé que los mejores resultados se obtisnen =-
cuando el agente de formacion ds imina es un halogenuro, siendo

8l imino compuesto obtenido un imino halogenuro derivados de los

«

nuevos esteres de penicilina descritos. Tal agents puede ser,

prefersntemente, un cloruro, bromurc o yodurc de fosforo como

por ejemplo oxicloruro de fasforo o pentacloruro de fosforo o
pentabromuro de fasforo.

Esta reaccion puede, con ventaja, ser realizada en =
presencia de una bhase organica, siendo apropiadas para ello las
aminas terciarias como por e jemplo, la piridina, dimetilanilina,
la quinolina, la trietilamina, etc. L2 presencia de una base or-
génica como las indicadas ss ventajosa para fijar el acido libe-
rado durante la reacciﬁn, svitando de esta forma que la reaccion
de ests acido provoque destruccidn apreciable del micleo de pe=
nicilina. E1 medio para la realizacion de asta reaccidn debe -
ser un disolvente orgénico no polar y el producto de la reaccidn
esto es, a8l imino compuesto, no necesita en general ssr aislado,

s (] ) ’ '] s
pudiendo ser utilizado en solucidn en la reaccion siguients.

. 3 L} . L4
51 el agents de iminacion fuera un halogenuro es con-



secuentemente el producto de la reaccion un imino-halogenuro,

155 y es conveniente transformarlo en un imino-ster, para lo que
se pusde simplemente hacer reaccionar con un alcohol inferior,

Como alternativa del gamino descrito en el que se -
utiliza consscutivamente un imino-halogenuro y un iminc-ster,
se pusds aun sintetizar directamente, a partir de los nuevos

160 gsterss de penicilinas naturales descritos, los respectivos =
imino~esteres por reaccion con agentes de formacion de iminas
apropiadas como, par ejemplo, el reactivo de Meerwein, o sulfa
to de dimetilo o la mezcla cloruro de benzenosulfonilo - piridi
na.

165 La liberacion del 6 - aminopenicilatrato del estafo - -
tri-sustituido pretendido se pueds obtener por simple accion =
del agua ya que los imino~steres 'se hidrolizan facilmente.

En el caso da que no se pretenda utilizar el 6 -~ aming
penicilanato se puede proceder a su hidrélisis, si as{ se desea,

170 despuds ds previa purificacidn. La hidrolisis es obtenida facil=
mente en medio acuoso por accidn de una base o de un dcido en
condiciones suaves. El acido 6-aminopenicilénico libre precipi-
ta al ssr alcanzado el punto isolectrico en estado de gran purg
za., E1l rendimiento global del procesoc pusde alcanzar 34 a 35 gi

175 de acido 6 -aminopenicilanico por cada 100 millones de Unidades
Internacionales de penicilina.

La tabla asquematiza las reacciones que se producen y
los ejemplos que a continuacion se pressntan ilustran varios as
pectos del metodo de la presente invencidn para hacerlo Fécilman

180 te comprensible. Dsbe sntenderse, con todo, que estos e jemplos son
ilustrativos y no restringen sn modo alguno el objeto de la inven

cion.



Ejemplo 1
Se suspandio sn 100 ml. de acetato de etilo 4,5 g,
185 (10 mmoles) de benzilpenicilinate de Neetilpiperidina. Bajo =
atmosfera de nitrogeno se calanto a 50%C. A esta temperatura,
manteniendo siempre el pasc de nitrogsno, se adiciond muy Ta=
pidamente 3,38 g. (11 mmoles) de hidroxido de tributil estafic.
Se cerro el matraz de reaceion, uniose a un dispositive de Dean
190 - Stark y se calento a reflujo lento durants 15 minutos. Se da=
j6 enfriar, siempre en atmosfera de nitrogeno, y slimincse la -
mayor parte del disolvente bajo vacio. Se complet6 el volumen -
inicial con acetona, se filtrd para eliminar una turbidez que -
se supona debida a la penicilina no reaccionada y se evaporo ba
195 jo vacio a ssquedad., Se obtuvo una goma viscosa que fué crista=
lizada en sistema acstona - ster de petroleo, resultando un pol
vo blanco eristalino que, sujeto a analisis eslemental produjo ~

los siguientes valores:

C: 53,808 3 H: 7,203 Nz 4,7
200 Calculado para : CygH,,N,0,8 8. ¢ C : 53,94%; H s 7,14%; N: 4,48%

Se tomaron 3,1 g (5 mmoles) del producto obtenido en la reaccian
anterior y se suspendieron en B0 ml. de tetracloruro de carbono -
en un matraz de rsaccion protegido de la humsdad. Con agitacién
se affadio 5 ml. (62 mmoles) de piridina recientemente destilada
205 y sequidamente se enfric a - 159C, A esta temperatura se afiadig
1,04 g. (5 mmoles) de pentacloruro de fosforo. Se agitd 1 hora a
la misma temperatura y seguidamente con agitacion violenta Yy en=
friando, se adiciong 20 ml. ds metanol previamente enfriado a la
misma temperatura de la solucidn. La adicidn fué hecha cuidadosg

210 mente para svitar un excesivo calesntamiento.
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Daspués de retirado el matraz del bafio frio, se agi

to durante 2 horas. Al término de este tiempo la solucidn se
sncontraba a 4 58C, Se enfrio nuevamente a 08 y se afiadid 50
ml. de una solucidn snfriada de bicarbonato scdico. La extrag
cidn fue repetida 3 veces y al final los extractos fueron rey
nidos y lavados con pequefias cantidades de acetato de butiles
El extracto final fué analizado, habiéndose comprobado la exig
tencia de acido 6 ~ aminopenicildnico en solucidn mediante crg
matograffa en capa fina (placas silico gel, desarrollado por =-
el sigtema butanol - stanocl - agua 4 ¢ 2 1 2, revelacidn por -
pulverizaciﬁn ds preparado de amino - iodo) Una muestra de ese
ta solucicn acunsa fus liofilizada obteniéndose un producto sé
lido que fué disuelto en agua alcalinizada con hidroxilo sodi-
co y tratado con carbon activado. E1l filtrado resultante de sg
te tratamiento fué llevado a pH 4,3 con acido clorhidrico ha=
biéndose obtenido cristales de 4cido 6 - aminopenicilanico, =
qus fue identificado por cromatografia en capa fina, por ensa-
yo de nihidrina y por el espectro infra-rojo. Caracteristicas
analfticas : dosificacidn iodometrica (Ser. Alicino, Anal. Chem.
32, 648 (1967) 98,3% punto de fusicn en capilar (no corregido)
s 208 - 208,5°C (dascomposicién;ﬁ%],D (agua) ¢ + 269,8 equiva=-
lente a 99,7%.

Ejemplo 2

Se suspendid en 100 ml. de benzeno anhidro reciente=
mente destilado 4,5 g. (10 mmoles) de benzilpenicilinato de N
- otilpiperidina. Bajo atmdsfera de nitrdgeno se calento a 659C.
Manteniendo el paso ds nitrogeno se adiciona a esta temperatu=
ra 2,6 ml. ( 5 mmoles) de oxido de tributil estafio. El matraz

fué conectado a un dispositivo de Dean - Stark y se destilo du
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rante 30 minutos manteniendo una relacion reflujo - destilacion
tal que al termino de este tiempo tenfa destilado 15 ml. de =
benzena. Se afladio una cantidad muy pequefia de carbon activado
y se filtrd. Se lavd a sequedad bajo presion reducida en un =
evaporador rotativo, habiéndose obtenido un residuo gomoso de
color claro. Este residuo disuelto en acstona y cristalizado =
con hexano se transformd en polvao blanco cristalingc.

El producto obtenido en esta reaccion demastrd, por
andlisis elemental, ser idéntico al obtenido en 1la primera reag
cian del Ejemplo 1.

3,1 g. (5 mmoles de este producto fue utilizado en =
reaccion de amidolisis por Pormacidn consecutiva de imino - clo
ruro y de imino - eter en condiciones semejantes a las dsl Ejem
plo 1, habigndose igualmente obtenido acido 6 - aminopenicila-
nico.

Ejemplo 3

En 100 ml, de acetato de etilo anhidro se suspendiee
ron 3,72 g; (10 mmoles) de penicilina G potasica, Bajo atmésﬁg
ra de nitrdgeno se calenta a 508C, y a estatemperatura se afia~
dio rapidamente 2,66 ml. (10 mmoles) de cloruro de tributil -
estafio. Cerrose el matraz, se unid a un dispositivo de Dean «
Stark y se calento a reflujo lento durante 10 minutos bajo ak=-
masfera de nitrdgenc. Se dejo enfriar y se eliming el disolven
te por evaporacion bajo presion reducida en un evaporador ro=-
tativo. Se completo el volumen inicial con acetona, se filtro
y se evaporo a sequedad en un evaporador rotativo. Se obtuvo -
una goma viscosa gue se utilid en la restante secuencia de reac
cionss sin mas purificacidn. Para sllo el producto fue comple-

» *»
tado a 50 ml, con diclorometano sn un matraz de reaccion al =
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abrigo de la humedad.-

Se affadio 7,4 ml. de N, N -~ dimstilanilina y se=
guidamente se enfrid a = 258C. A esta temperatura ss aRadig
ron lentamente 1,66 g, (8 mmoles) de pentaclorurc de fosfoe
ro. Se agito durante 1 hora y 30 minutos y al termino de eg
te tiempo se enfrid rédpidamente a - 40RC con agitacion vioe
lenta, se afiadio gota a gota en cadencia répida S50 ml. de al
cohol propilico normal previamente enfriado a la misma tempg
ratura de la solucidn. Se agito durante 3 horas dejando subir
gradualmente la temperatura hasta - 102C. A esta temperatura
se afladic 10 ml, de una sclucion enfriada de bicarbonato soe
dico y se agito dsjando subir libremente la temperatura hasta
02C, Se separaron fases y se repitio la extraccion dos veces,
Los extragtos reunidos fueron lavados con acetato de butilo,
£l pH Pus ajustade a 4,3 por adicidn de una solucion concene
trada de amoniaco y cristalizando directamente en acido 6 - ami
nopenicilénico que fue identificado tal como sn los ejemplos =
anteriores. La cantidad recogida fué de 1,9 g. con un puntc de
fusion 2082 - 2099C (descomposicidn). Por concentracidn y resyx
traccion ds las fases orgénicas se obtuve una segunda fracecion
de 160 mg. con un punto de fusion 206 - 207,58C (descomposi- -
cidn).

E jemplo &

A una solucion previamente calentada a temperatura
de reflujo de 2,7 ml. de oxido de tributil sstafo en 100 ml. -
de tolueno seco se afadio en ambiente inerte 4,5 g. de benzile
penicilinato de N - etilpiperidina., Se mantuvo el reflujo du=
rante 10 minutos utilizando un dispositive de Dean - Stark y
regulando la relacidn reflujo - destilacion tal que se radujo

el volumen del disolvente al 40%. Se dejo enfriar, se filtro
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y se concentrd bajo vacio hasta reducir el volumen a 20 ml.
La solucion fué echada sobre hexano con agitacién. El pro-
ducto pulvirulento que se obtuvo fué filtrado, lavado con
acetona glacial, secado durante la noche hajo presién redy
cida y utilizado sin mas purificacion en las reacciones si
guientes. Se tomaron 3,1 g. del producto anterior, se sus«
pend16 en cloroformo sn un matraz al abrigo de la humedad,
Se affadio 5 mle. de gquinolina y se agitd 30 minutos a tempe-
ratura ambients.

Después de enfriar a - 409C se aMadic una solucidn
de 1,66 g. de pentaclorurc de fosforo en cloroformo a = 308C
8se agit5 2 horas a - 302C y al término de este tiempo se afja-
did con agitacién violenta y enfriamientoc 20 ml. de metanol
previamente enfriado a la misma temperatura. Despues de agie-
tar 1 hora a 309C se adiciono 20 ml. de dimetilformamida, se
destild bajo presion reducida (1 mm kge) a temperatura ambien
te hasta un volumen residual de 25 ml. Se adiciong 20 ml's mas
de dimetilformamida y se destilé nuevamente bajo presion re-
ducida calentando a 369C hasta dar lugar a la sbullicion. A
la solucion residual se adiciond 750 mg. (5 mmoles) de tiofe
noxido de potasio. La mezcla obtenida fue echada sobre una mez
cla de acetona y ster hebiéndose formado inmediatamente un =
precipitado voluminoso. Este precipitado daespugs de filtrado
y lavado con uha mezcla de acetona y eter, fue disuelto en -
25 ml. de agua destilada, Por ajustamiento del pH de la solu=
cidn obtenida a 4,3 con acido clorhidrico, se obtiene un pre-
cipitado cristalino de acido 6 - aminopenicilanico identifie
cado por los mismos snsayos de los ejemplos anteriores. La -

cantidad recogida fue de 2,1 Qe



Se declaran de novedad y propia invencidn las si-
330 guientes

= REIVINDICACIONES =

12 ,- Procedimiento de preparacidn de derivados de
penicilinas, ds interés como intermediarios para la obtencion
da penicilinas sami-sinteticas, en particular de acido 6 - ami

335 nopanicilénico y derivados, caracterizado por hacer rsaccionar

una penicilina de formula:

I S CH

Qe C—AH—H—cH” Ne ™
l [ l ‘\‘~<:Pt3
o==C N CH— C—OH

(11)
o sy sal, en la que R1 puede ser un radical argénico alifatie

" »
co o aromatico, con un derivado organico del estafo de formu=-

340 la

2 2
R¥ R R
Rg‘-\-\—é’n — 0—Sn 4R3 Q3>$n —X

‘Q‘I/ \ RY ] Qq/

( 111) (1v)

3

en el qus R%, R°y R% son radicales orginicos iguales o difee

rentes, alifaticos o aromaticos y en el que X es un grupo reag
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tivo, para obtensr el aster organo-esténico correspondisnte,
por hacer reaccionar el producto obtenido en la reaccion an-
terior con un agente ds formacion de iminas para as{ obtener
el imino-compuesto correspondiente, por transformar, si es -
nacesario, el imino~compuesto obtenido en un imino-eter y por
procedsrss a la hidrélisis de la union im{nica para aobtener -
el ester-organo-estanico correspondiente de acido G-aminopeni
cilanica, y por procedsrse a la hidrdlisis de este ester, si
se desea, para obtensr sl dcido E-aminopenicilénico en estado
libre.

28 ,~ Procedimiento segdn la reivindicacidn anterior
en que el agente de formacion de imina es un halogenuro y el -
imino-compuasto obtenido es un imino-~halogenuroc, siendo este
transformado en el imino~etsr correspondiente por reaccion =
con un alcohol inferior.

38 .~ Procedimiento segﬁn las reivindicaciones 18 o
28, en el que a8l radical R1 es un grupo arilo, aralquilo o ari
loxialquilo, de preferencia sl radical benzilo o sl radical =
fenoximetilo.

48 .- Procedimiento segin las reivindicacionss 12 ¢

28, an que los radicales Rz, R3 y R4

son grupos alquilo, aral=-
quilo u oxialquilo y &l grupo reactivo X es un alcoxilo infe-
rior, un hidroxilo o un atomo de halégeno.

58 .- Procedimiento segdn la reivindicacidn 28, en -
que el agente de formacion de imina es un halogenuro de fosfo-
ro, por ejemplo, el oxicloruro ds fosforo, o pentabromuro de -
fésforo o pentaclorurc de fdsfaro.

68 ,~ PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE DERIVADQOS DE
PENICILINAS,.



li() 25 22 g? () 2 *Fzggéé

Todo ello segln se describe y reivindica en la pre
sente memoria descriptiva, gues consta de diecissis hojas me=-
375 canografiadas por una spla de sus caras y debidamente nﬁmerg

das.
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