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M  E M O  R Í A  D E S  C R  I P T I  V A

SOLICITANTE: ..migTOLrMYn^S..COMPANY

RESIDENCIA: .34.5.-P.ark...Avenu.e.-,....NEV...Y0RN,...N...Y....USA...

ENUNCIADO: UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION
DE DEmn¡eE'W'l!EYniúTÍUo"'DE"'nEÁ-'"
MICINA.

Prioridad: Patentee.stad.O.UnÍd.e.ns.es.n.°.162..315..del 13-2-71 y
221.378 27-1-72

correspondiente a la solicitud de concesión de una

PATENTE DE INVENCION
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En esta memoria, e l término "sales de adición con 

ácidos no tóxicas y  farmacéuticamente aceptables" se re fie ­

re a las monosales, disales, trisa le s  o tetrasales formadas 

por interacción de una molécula del compuesto IV con uno a 

cuatro moles de.un ácido no tóxico y  farmacéuticamente aceg 

table. Entre estos ácidos se encuentran, los ácidos acéti­

co,. clorhídrico, sulfdrico, mandélicó, maleico, fosfórico, 

n ítrico , bromhidrico, ascórbico, málico y cítrico y los  

otros ácidos comunmente utilizados para formar sales de los  

produotos. farmacéuticos que contienen grupos amina. ,

Los oompuestos de esta invención pueden ser.pre­

parados, por ejemplo, mediante la  secuencia de reacción pre 

ferida siguiente:

1) Kanamiciná A
( la )  . , . ' . H

. ° . . — N- (ben ciloxi-**
carboniloxi)

 ̂ súccinimida

CHg-HHr-C-ó-CHg-CgH^ 

( I I )

[ó'-monobenciloxicarbonilkanamicina A o HO

HO CHgOH

—o
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HO - CH-NHR1

donde R es hidrogeno* o CgĤ —CH2**Ĉ *0- ,  R  ̂ es hidrógeno o 

L- (-)-^am ino-o:-hidroxibutirilo, y, R̂  es OH o NHg cuando R̂  

o R̂  deben ser distintos de hidrógeno.; o una sal de adiptól 

con ácido del mismo, no tóxica y farmacéuticamente acep-' 

table. - ' ''

Otra realización preferida es e l compuesto de ! 

fórmula V. donde Rl es CgH^CHgO-^-, R  ̂ es hidrógeno y R  ̂ es 

OH o NHg. ' ' .

Una realización más preferida es e l compuesto';de 

fórmula V donde R̂* es L- ( -  )-Y'-amino-<x-hidroxibutirilo, R̂  

es hidrógeno y R̂  es OH o NHg. '

La realización más preferida es e l compuesto de 

fórmula V donde R̂  os hidrógeno, R̂  es I^(-)-y-andno-% -hi- 

droxibuHrüo y R̂  es OH o una sal de adioión con áoidos del 

mismo, no tóxica y farmacéuticamente aoeptable.

' Otra realización preferida es e l oompuestó de fór 

muía V donde R̂  es hidrógeno, R̂  es L-(-)-Y-amino-K-hidr'o- 

x ibu tirilo  y R*̂  es NHg o una sal de adición con ácidos del 

mismo, no tóxica y farmacéuticamente aceptable.



Otras realizaciones preferidas son los sulfates, 

hidroclorur.s, acetatos, m ale.t.s, mandelatos, c itrat.s , 

.asoorba.tos, nitratos o fosfatos de ios compuestos V.

Otra realización preferida es a l monosulíato del 
compuesto V.

Todavía otra realización preferida es el' d isu l- 
fato del compuesto V. .

Los objetivos de esta invención se banaloanzado
.edirnte la  provisión de un procedimiento para la  prepara- 

ción de los compuestos de fórmula

! HO CHgNHg

HO

donde R2 es ^(-)-)t.amino-r-Mdroxibutiril. y i¡3 . .  OH o 

NHs ° las sales de adición en  ácidos de los mismos, no tó 

^icas y farmaoóutioamente aceptables, cuy. procedimiento 

comprende las etapas consecutivas consistentes .en:

' A )acilarlakanam ioi.naAola 'kanam ioinaBoon
un agente asilante sale cdonado entre les  compuestos de 
fórmulas:
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° SR carbo-di-imida,

donde R'*' y R  ̂ son iguales o diferentes y cada uno de olios  

representa hidrógeno, fldo r, cloro, bromo, NOg,' OH, alquilo* 

in ferior o alcoxi in ferior} X es cloro, bromo o yodo o su 

equivalente funcional como agente acilante, en una propor­

ción de un mol o menos de agente acilante por mol de kána- 

mlcina A o B, en un disolvente, preferiblemente selecoiona-l 

do entre el grupo formado por dimetilformamida, dimetilaoe- 

tamida, tetrahidrofurano,.dioxano, 1 , 2-dimetoxietano, meta- 

nol, etanol, agua, acetona, piridina, N -a lqu il(in fe rio r )p i-  

peridina o mezclas de los mismos, pero preferiblemente di­

metilformamida, a una temperatura in ferior a unos 50°C y 

preferiblemente in ferior a 25°C para producir e l compuesto 

de fórmula:
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CH^-C-O-C-,

NO
2

O

x-cHg-ü: .,o

donde R^, R̂  y. R̂  son los definidos anteriormente;

B) ac ila r el compuesto I I  con un agente acilante 

de fórmula:

0H 0

W-NH- CHg- CHg- CH- C-M VH

procediendo dicho agente acilante del ácido L-(-)-Y-*amino-^-

h id r o x ib u tir ic O ) donde W es un radical seleccionado entre el 

grupo formado por
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4 - 5donde R y R son los descritos anteriormente, o con- su. 

equivalente funcional como agente acilante de una amina 

primaria, en una proporción de 0 ,5  moles como "t-fn-ímo d.e 

compuesto V II por mol de compuesto I I ,  pero preferiblemen­

te en una proporción alrededor de 0 ,5  a 1 , 4  moles y todavía 

mejor en una proporción de Ó, 8 a 1 , 1 , en un disolvente se­

leccionado preferiblemente entre el grupo formado por una 

mezcla de agua y éter dimetilico de etilenglico l, dioxano, 

dimetilacetamida, dimetilformamida, tetrahidrofurano, éter 

dimetílico de propilenglicol o similares y todavía mejor 

en una mezcla 1 : 1  de agua y éter dimetílico de etilenglico l 

para producir.un compuesto de fórmula: -
:

puesto I I I  por métodos conocidos en la  técnica y, preferi­

blemente, cuando W e Y son radicales de fórmula:

R4

R5

0
H

0- 0- y
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por hidrogenación del compuesto I I I  con hidrógeno en.pre­

sencia de un catalizador metálico,' preferiblemente selec­

cionado entre e l grupo formado pór paladio, platino,, níquelj 

Raney, rodio, rutenio y níquel, pero preferiblemente p a l^  

dio y todavía mejor paladio sobre carbón, en un sistema fog] 

mado por agua y un disolvente miscible con agua, preferib le ] 

mente seleccionado entre el grupo formado por agua y dioxalj 

no, tetrahidrofurano, áter dimetílioo de etilenglioo l, éteri 

dimebílico de propilenglicol o similares pero todavía mejor] 

una mezcla 1 : 1- de agua y dioxano y preferiblemente en pre­

sencia -de una cantidad catalítica de ácido ácático g lac ia l, 

para producir el compuesto de fórmula IV y  si se.'.desea, con), 

virtiendo-posteriormente e l producto por métodos ya conocí-), 

dos en una- sal de adición .con ácidos del mismo, no tóxica y 

farmacéuticamente aceptable.

, Los expertos en la  técnica observarán que pueden 

utilizarse otros agentes en e l procedimiento' citado para, ad  

' ^  funciones amina de los compuestos intermedios de e j  

ta invención. Pretendemos que en esta memoria estén inclui­

dos todos estos agentes asilantes que producen grupos lá -  

,b iles bloqueantes de la  función amina,-siendo dichos grupos 

 ̂ bloqueantes láb iles  los comunmente empleados en la  sín tesis ]

]í de péptidos. Los grupos bloqueantes láb iles  deben ser fác il-)

¡-mente separables por métodos conocidos en la  técnica. Puedei 

encontrarse ejemplos de grupos bloqueantes'lábiles y de su 

separación en la  revisión de A. Iíapoor, J.Pharm. Sciences 

págs. 1-27 (197 0). Los equivalentes funcionales o agen- [' 

tes acilántes de los grupos amino primarios comprenden los '[ 

correspondientes cloruros, bromuros.y anhídridos carboxili-

n íxt.s y 1 .a
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anhídridos mixtos preparados a partir de ácidos más fuer*- 

tes, tales como los monoásteres a l i f  áticos inferiores del 

ácido carbónico, ácidos a lqu il y arilsu lfónicos y ácidos 

con. mayor impedimento estárico como e l ácido d ifen ilacáti- 

co* Además, puede u tilizarse una.azida de ácido o un áster 

o tioáster activo (v .g . con p-nitrofenol, 2 , 4-d in itrofenol, 

tiofenol, ácido tioacético) o el propio ácido lib re  puede 

ser copulado con el derivado de kanamicina ( I I )  despuás de 

haber hecho.reaccionar en primer lugar dicho ácido lib re  

con cloruro de.N,N'-dimetilcloroforminio [véase la.paten- 

!j te inglesa nB 1.008.170 y Novak y Weichet,' Experientia 

j XXl/6 , 360 (1965)] o mediante e l uso de enzimas o de un 

¡ N ,N '-carbonil-di-im idazol.o de un N ,N '-carbonilditriazol 

[váase Sheehan y Hess, J.Amer.Chem. Soc, 77,. 1067, (1955)] 

o de un reactivo de alquinilamina [váase R. B u ijile  y H.G. 

Viehe, Angew, Chem., International Editión 3 , 582 (1964  ) j ,  

o de un reactivo de cetenlmina [váase C.L. Stevens y M.E.

} monte, J.Amer.Chem.Soc. 8 0 , 4065 ( 1 9 5 8 ) ]  o de un reactivo
!

de sal de isoxazolio [váase R.B. Woodward, R.A. Olofson y 

. II. i.Iayer, J.Amer.Chem.Soc., .8 3 , 10 10  (1961 ) ] .  Otro equiva­

lente del cloruro de acido es la  azolida correspondiente,

! es decir una amida dél ácido correspondiente cuyo nitróge­

no amidico es un miemoro de un an illo  de cinco eslabones 

cuasi-aromático que contiene por lo menos dos átomos de ni­

trógeno, es decir imidazol, pirazol, triazoles, behcimida- 

] zol, bcnzotrinzol y sus derivados sustituidos.' Como ejemplo 

dol mátodo general de preparación de azolidas, se hace reac 

cionar N ,N '-carbonil-di-im idazol con un ácido carboxílico 

en proporciones equimoleculares, a la  temperatura ambiente,



en tetrahidrofurano, cloroformo, dimetilforDiamida-o- un di— 

solvente Inerte similar para formar la  imidazolida del áci- 

j; do carboxilico con un rendimiento prácticamente cuantitati- 

j,' vo y liberación de dióxido de carbonoylmol de imidazol.- 

Los ácidos dioarboxilicos forman di-imidazolidas. El subpro 

ducto imidazol precipita y puede ser separado y aislada la 

imidazolida, pero esto no es esencial* Estas reacciones son 

conocidas (vóanse las patentes estadounidenses námeros 

3*079.314, 3*117*126 y 3.129.224 y las.patentes inglesas . 

ndms. 932.644, 957.570 y 959.054).

- En la preparación de la  6 ' -amino(bloqueado)kaná- 

micina de la Etapa A, se prefiere regular las proporciones 

molares de los reactivos de manera que se u tilice jm a pro­

porción de un mol o menos de agente acilante por*mol de 6 ' -  

amino(bloqueado)kanamicina*. Si se. aumenta la'proporción de 

-agente acilante se produce un rendimiento menor, del inter^- 

mediario leseado debido a l aumento de las reacciones secun 

darías competitivas que producen impurezas de derivados po— 

liacilados. . '

Como ocurre con la mayoría de las reacciones quí­

micas, pueden emplearse temperaturas superiores o inferio­

res a las ¿escritas aquí específicamente. Sin embargo, a 

j temperaturas sustancialmente más altas que las descritas, 

i es decir 50°C, el rendimiento suele ser menor debido a una 

j mayor extensión de las reacciones secundarias.

El compuesto IVa, 1—[^L-(—)—̂ -amino—v—hidroxibuti— 

riljkanamicina A, posee una excelente actividad antibacte­

riana que- es superior a la de la  propia kanamicina A. A - 

continuación se dan dos tablas que contienen las concentra—
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¡j clones mineas de inhibición. (CMI) de la  kanamicina A y del 

!¡ compuesto IVa (BB-K8 ) frente a una variedad de bacterias 

¡j Gram-positivas y Gram-negativas, obtenidas por e l método de 

j! dilución en ágar de Steers (Tabla I )  y por el método de d i- 

II lic ión  a l doble (Tabla I I ) .  En el estudio de la  Tabla I' se 

}! u tilizó  un medio de ágar Nuelle^Hinton y en el estudio de 

!; la  Tabla I I  ae u tilizó  caldo de infusión dé corazón.

¡i TABIA I  (0,11 mg/ml)

Organismo
.. . Compuesto IVa
Kanami cma A [BB-K8J.
-í^-8 1 9 8 )_______ lote ns A

j 1 .  A l k .  f a e c a l i s  A -9423 16 8
!¡ 2 .  "
¡:

"  A  20648 >125 >125
¡¡ 3 .  E n t .  c l o a c a e  A -9656 4 - 4
) 4 .  " s p e c i e s  A -20364 >125 - 2
i 5.  " - M f n i a e  1  A -20674 1 . 1

6.  E . c o l i  A -0636 2 1

I "  A -20664 16 4
i 8 . "  A -20665 >125 1,

9. "  A - 205C 7 32 2
10. "  A -20520 >125 4
1 1 . "  A -203 6 5 >125 1
12 . "  A - 20684 2 . 2
13. "  A -20682 >125 2
14. . "  A -20683 >125 8
15. "  A - 20681 >125 2
16. "  A -15119 4 -  4
17.  K . p n e u m o n i a e  A - 9867 4 4
18 .  " e p o c i o o  A - 20328 >125 2
19.  " "  A -20330 32 32
20.  " "  A - 20634 > 12,5 4



Compuesto IVe 
Kanamicina A ¡BB-K8J 

Organismo_____________ (6-8198 ) . lote nB 4-

TABLA I  (CHI mg/ml) (con tinu ación )

;j 2 1 . K. pneumoniae A- 20680 >125 - 4
22. " " A-9 9 7 7 1 1

23- Pr. m irabilis A-9900 2 2

24. Pr. morganii A-15153 2 2

25. " vulgaria A-9 5 5 5 2 1

2 6 . " rettgeri A-9 6 3 6 .0 ,2 5 0,25

2 7 . " m irabilis A-20645 .4 4

2 8 . " rrirabilis A-20454 2 2

29. Providencia stuartii A-20615 2 1

30. " alkalifaciens A- 20676 1 . 1 -

31. Fs. aeruginosa A-20229 32 2

32̂  " " ' A-9843A 125' 16

33. " " A-20653 >.125 32 -

34. " species A-20601 125, 63 16

35. " - " A-20621 >125 ' >125

36. " maltopiíilia A-20620 32 >125

37* Sal. énteritidis A-9531 1 0,5 _
3 8 . " ¿erby A-20087 >125 1 ,

39.'Ser. marcescensA-20019 . 2 4

40. " " .  A-9933 4 . 8

41. " " A-20460 >125 4 2

42. " " A-20459 4 . ^
43. Shig. floícieri A9684 4'. 4
44. Acrorúcnaa cp. A-20C70 2 . ' 2

45. Arizona. sp. A -20671 . 2 1

4 6 . Citrobacter sb. A -20673 4 4 '

47* Edwardsiella s¡.-. A-20678 4 4

48 . Staph. aureuc A-9606 1 - 1

i¡
!¡
¡I

¡i
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Organismo

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60. 

61.

H tllll.
" §  /

T.Ü3LA I  (CLImg/ml) (continuación)

iQBipues 
[BB-K8
lo te a s  4

^ . , Compuesto JVe
Kanacma A . [BB-K8J.

A-4749 0,5 í
A-9537 . ' 2 1
A-2 0 6 1 0 >125 2
Á -20240 >125 8
A- 1 5 1 9 7 1 2

Medio do Mnolle^Hinton + 4 % do sangro do o.M .r.

Str. faecalis A-9 8 5 4  

" " A- 9 5 7 5

Str. pyogenes A-20200 

A-9604

A-15040

" . " A-20065

D. pneumoniae A-9585 

" " A-20159

TABIA I I

63'

125

32, 16

125 

125 

125

63, 32

>125 

(CHI m/7/mll

63 

>125 

32 

125 

125 

125 

. 63 

>125

Organismo

1.
2.

!

L'. pneumoniae + 5 % suero
A-9 5 8 5

Str. pyogenes + 5 % suero 
A-9cú4

[3 . Staph. aureus Smith A- 9537

Kanamiciña A 
(6—8196 )

63

125

0,5

Compuesto IVa 
1-K8JBB- 

otenS A

63

125

23 4. Staph. nureusA-9497 0,5 Q r

5. Staph. aureus A-20239 >125 4

6. Stapli. aureus A-2024C >1.05 ^

7. Entor. cloacao A-0656 p u

0. j4<ni.or. spociec A—20364 >125 2
30 9. E. pneumoniae A-9867 2 ^
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1 ¡! TABLA- 1 1  (Ci'II mg/ml) ( continuación)

ü

i n ' .Organismo
Kanamicina. A 
- (6-8196)

Compuesto IVa 
BB-K8 

lote nB 4
¡10. E. coliK -12 ML1410 A-20361 . 2 4

5 11. E. coliK -12 ML1630 A-20363 >.125 2
12. E. coli K-12 A-9 6 3 2  ' 2 1
13- E. coli A-20664 32 8
14. E. coli A-20665 >125 8
15. Pr.m irabilis A-9900 ' 2 16

10 ¡16 .'Pr. morganii A-151 53 . 4 16
¡17. Pr. vulgaris A -9436 í 2
¡¡18. Ps.aeruginosa A-20227 4 - 1
¡¡19..P3. speciesA-20499 : 63 4 .

1S
j 20. Ps. ¿eruginosa A-20653 >125 4
¡21. Ps. species A-20621 . >125 > 1 2 5

22. Ser. marcescensA-20019 2 4
¡23. Ser. marcescens A-20141 16 16

. } Los valores de las CC.il anteriores indican que el

'

20
compuesto IVa (BB-K8) es superior a la  kanamicina A en acti­

vidad, especialmente contra los organismos resistentes a la

, ¡ kanamiciña A.

Los valores de la CL1I también ccncuerdan bien

con.los resultados in vivo para los tres organismos contra
j¡

25 }!
los.cuales fueron probadas la kanamicina A y el compuesto

i! IVa.

. ti 
!} El compuesto IVa y lá kanamicina A resultaron
i
igualmente eficaces en las infecciones de ratones causadas

por variedades sensibles'a la kanamicina A de E. coli '

30
A15119 y Staph. aureus A9537. Aunque. lo,s valores DC5Q ( do-

sis curativa en el 50 p' de los ratones infectado s letaimen-
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TA3IA 111

Conpara c ió  n de l a s  a c t iv id a d e s  in  v i  t r o  e in  v iv o  d e l c<

Compuestos
. Número d e l 

ensayo

S tap h ylo  co ccus 
au réu s A9537

MCI ^DC30

Esc!

I.1CI

Compuesto IV 1 2 2 ,0  x  2 2

2 _ c - -

N anani c iñ a  A 1 2 0 ,5  x  2 4

2

= c o n c e n tra c ió n  mínima de in h ib ic ió n  (p.g/m l). E nsayes r e a l iz a d o s  
la c e r a d o r e s  (A n tim icro b . a g e n ts  and Cliemo th e r a p y -1969, pág^ 2A¿ 
á g a r  de í l ie l le r - H in t e n

*̂ DC = d o s is  c u r a t iv a  a l  50 % (m g / líg / u tiliz a d o s  x  número de t r a ta n ie n l 
tá n e a n en te  a l  cabo de 1 y  4 h o ra s  d esp u és de la . i n f e c c i ó n  cuan¿ 

' a l  cabo de O, 2 , 4 y  6 h o ra s  d esp u és de l a  in fe c c ió n  cuando se  
a s p e c to s  d e l ensayo fu e r e n  r e a l iz a d o s  en l a  form a d e s c r i t a  ñor 
2 2 : 1 ,  1969)

C- = no determ inado*



.a s  a c t iv id a d e s  v i  t r o  e j n  v iv o  d e l compuesto -i-Va y  k an am icin a  A

S ta p k y lo  co coas 
á u re a s  A9517

E s c k e r ic h ia  c o l i  ' 
A15119

B s d ie r ic h ia  c o l i  
Á20520

UCI °DC5o MCI Dí^o MCI BC50

2 2 ,0  x  2 2 2 x 2 2 66 x  2
c

— - - 5 x 4

2 0, 5 x 2 4 4 x 2 125 200 x  2
*** - - - 200 0: 4

in h ib ic ió n  (^.g/ml). n n sa ycs r e a l iz a d o s  en l a  re-. * i
. .genz. aad Ch.,n.therapy-1969, p á g . 244, " ¡970) ñ n i Í Í ! g g . g l Í g g 3e 't n L y g

( ^ g / W n t i l i s a d o s  x  ndmero de t r a ta m ie n to s ) .  Los r a t ó n . ,  f oo-^n

f=n r . . l i z .6 o .  en 1 . torna d e e r i ^  ^  P ^ ^ r ' f t g g . g g ^ g g g g ^ ^ g ^ g g o .
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Los compuestos IV son valiosos como agentes anti­

bacterianos, suplementos nutritivos .en piensos para anima­

les, agentes terapéuticos, en e l ganado aviar y. animales, 

incluido el hombre y  son especialmente valiosos en el trata 

miento de. la s  enfermendades infecciosas causadas por las ba: 

teria.s Gram-positivas y  Gram-negativas. .

Cuando se administran por vía- oral, los compuestos 

IV.son ú tiles  como tratamiento,auxiliar para la  esteriliza­

ción preoperatoria del*intestinó.jTantolá flo ra  aerobia co-- 

mo anaerobia que es susceptible a -'estás drogas es reducida 

en el intestino grueso, Ciando van acompasados de una-lim- 

pieza mecánica adecuada, son dtiles en la  preparación para 

la. cirugía del colon. - *

13

30

25
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Los compuestos IV son eficaces en el tratamiento 

de las infecciones bacterianas sistémicas cuando se adminis- ' 

tran parenteralmente a una dosis* comprendida .entre unos 

250 mg y 3000 mg por dia, en dosis divididas en tres o cua- 

tro veces a l día.. Generalmente los compuestos son eficaces 

¡j cuando se administran a Una dosis de alrededor, de *5,0,a 7,5 

¡} mg/kg de peso corporal cada 12 horas.

¡¡ El compuesto IVb,1-[L-(-)-^-am ino-c(-hidro.xibuti-

.¡ riljkanainicina D, posee excelente actividad antibacteriana 

¡i que a l parecer es superior a la  de la  kánamicina A. A.con- 

j tinuación ilustramos la Tabla IV que contiene las concentra­

ciones mínimas de inhibición (I.ICI) de la  kanamicina A-y del 

Compuesto IVb (BB-K26) contra, una variedad de bacterias 

Gram-positivas y Grám-negativas. Los valores de la  MCI fue­

ron obtenidos'por e l método de dilución en'ágar Steers (Ta­

bla IV) sobre un medio de ágar nutritivo.

1



TABLA IV

. Organismo

E. coli N1HJ 

" Juhl

NB de clave 
Bristo l

A15119

CMI

" K -12

" K-12

" K—12

K. pneumoníae D11

S. mareescens * 

Ps. aeruginosa D15  

" D113

Pseudomonas sp.

Re.sist.a

(mg/ml)

BBK-26 Kanamicihn

0,4

1 ,6

0,8

0,8
' A15169 . 1,6 . 1,6

A20363 . KM .0,8 " 50
A9844 * 0,8 ' 0,8
A20365 - KM 0,4 50

0,8 .0,4
A20664 KÎ  ' 0,8 3,1

. A20665 KM 0,8 . 50 '

0,2 \ 0,2
A9678 0,8 0,8
A20019 _ . 1,6- 1,6

3,1. 12,5
K1H 50 >,50.

A9923 ' 1,6 25
Á993Q 0,8 6,3
A15150 6,3 25

A15194 1,6 12,5
A20479 KM 1,6 50
A20616 KM 3,1 25
A20653 KM - 25 50
A9843 1,6 12,5
A20355 ' 1, -6 , 6,3
A20358 KM. 3,1 ' 12,5
A20368 GM * 50 25
A20598 . GM . 6,3. 25
A20600 GM .r-. 4- -3,-1..'

...i,;'-,
12,5
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ti TABLA IY ( continua ción)

NS.de clave 
Organismo . B risto l

Resist.
a

CMI (ma/ml)

. BBK-26 Kanamicina A

Pseudomonas sp. A20603 GM 6,3 >50

!t A20618 ' GM 50 50

Pr. vulgaris A9436 1 , 6 . - 0 ,8

A9526 * 0 ,8  . - 0 ,8

Pr. m irabilis A9554 í ,  6 . 1 , 6
tt A9900 -- '7".*' f  ' , l  r6 ' - 1 , 6

Pr. morganii A9553 . - í , 6  :: 1 , 6
H A2003Í . 6*3 ' 3,1

Pr. rettgeri A15167 ' 0,8 0,8

S. áureas 209P. - 1 , 6 ' 0,8

" Smith- - - . 0^8 . 0,4-

" 209P - 1 ' 6 .0,8

n A20239 -'KM 1 , 6 - . 2 5  - :

S. lútea PC1-1001 ' 1,6 3,1

1,1. flavus . 0,4 0,8

B. subtilisPC1-219 0,1 " 0,1.

St. pyogenes 3-23 25 - .25

" - Di de 1,6 ' 1,6

."  Digonnet A96O4 12,5 25

. ' ' A20065 ' 25 .' 25

D. pneuHoniae ' 50 25

Urcobacterium 507 . 6 ,3 ' 0,8

" 607 D105 KH . >100 > io o -

" 607 D107 . KM >100 . >100 .

H pbloi 1,6 .1,6

30 ranno . 6,3 1,6

!! ííy/Rv* 0¡8 .0,4-
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determinada por el método de dilución en tubo.

¡i KM es kanamicina Á; GM es gentamicina. . ' - '

los, valores anteriores de la  OKI indican que e l 

compuesto IVb(RB-K26) es superior a la kanamicina A en an. 

tividad, especialmente contra les crganismcsresistentes 
[j la  kanamicina A. .

^  r,;a :i,- ,u;n -  vive ú.i

IVb fr.ni;. a v a r i c e s  consiblea y resistente. .. 1 .  ¡ ^ a -  -] 

mioina B de E. coli y Ps. aerutdAos.i  m. : '

! - '  -Coli Juhl 

[B* coli ML-iñm

Ps. aeru;?inosa DI 5

Ps* aeruginosa D in

Número de 
clave -

AÍ5119*

^20363 -

Sensibilidad a
la  kanamicrtna.

sensible

resistente (fos­
fo rilac ión )

moderadamente re 
sistente ***

muy resistente ¡
. . (fos fo rilac ión )

El compuesto IVb (3 M 2 6 ) y la  kanamicina B r e c i ­

t a r . ,  igualmente eficaces en tra\g . o g li Juhl A15119 a una

dosi, de 6,3.ag^cg en ratones. El compuesto IVb presentaba 

la máxima eficacia en tra  e l E. co li i.C- 1 6 3 0  r.s isten te 'a  la  

^anamicina B, a una.doais de 6,3 mg/kg frente 10Q-400 ^
para l a . kanami ciña B.

i
El compuesto IVb presentaba contra la  Ps. aern^nX.

ag D15 moderadamente resistente una actividad ligeramente 

jmayor que la kanamicina B.. E1  compuesto IVb presentaba una

' - -  ^ S Í 3 °ea m-113 muy resisteute oon-
siderable,tente ma.y.r que la kanamicina B (v d a s e l .  Tabla y ).

J
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! '; TABIA V - -

! '! - ' - E. coli Juhl. A15119 E. col j ' ?ír-i n
} dosis (se ) BB-K26 - Ktí-B^'BB-E:26 -. KH-B

400 mg/kg
! * * . - -  ' * 2/5

100 5/5 5/5 5/5 ' 2/5
25 . 5/5 ' - 5/5 5/5 . '0/5
6,3 5/5 L ^ '5/5 ' : : 5/5 ' . 0/5
1,6,- : 0/5 i- ^̂ ,0/5..'. : .2/5 '/  '

^ 5 0  ^^/l^s) 3,1^ ' ' '3 ,1 "  í , 8 ' ' . ca 300

Ps. aeruginosa DI 5 Ps. aeruginosa D-111
dosis (se ) 3B-K26 IG4-B - dosis (se ) BB-K26 KIM

100 mg/kg 5/5 5/5 400 mg/kg 0/5
.25 1/5 0/5 200 3 /5

6,3' . - 1̂ 5. 0/5 .50 1/ 5 .
1,6 0/5 0/5 1S,5 ' .0/5

-3,1 0/5 —
DĈ Q (mg/kg) 33 ' 50 D(^o (mg/kg) 145 >400
3t

es kanamicina B. Las cifras indicadas como .0/ 5 , 1/ 5,

5/5? etc? indican el ndmero de animales supervivientes por 

cada cinco.anuales atacados; por.ejemplo? 5/5-indica que 

sobreviven cinco animales de los cinco que han recibido la  

dosis le ta l del organismo atacante cuando'se trata con kana- 

micina B o BB-K26. - - .

' EJ*EI,IPLOS 

Ejemplo 1

Preparación de ácido ^ ( -)y-bonciloxicarbonilaminó-í(-bldro-

xibutirico (IV )

A ana solución de 5?2 g (0,13 moles) de hidróxido 

sódico en 50 mi de agua se anaden 7,4 g (0,062 moles) de
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ácido L-(-)-Y-amin^-,:(-hidroxibutiríco. A la  solución agitar- 

da se anaden gota a gota, a 0-5°C durante un periodo de me- 

id ia  hora, 11,7 g (0,068 moles) de carbobenzoxi cloruro y' la  

¡mezcla se continda agitando durante una hora a la  misma t e ^  

¡peratura. La mezcla de reaccidn.se lava con 50 mi de éter, 

se ajusta a pH 2 con ácido clorhídrico diluido y se extrae 

con cuatro porciones de 80 mi de éter cada vez. Se combinan 

los extractos etéreos, se lavan con.una-pequeña cantidad de 

solución saturada de cloruro.sádico, .se secan con.sulfato 

sádico anhidro y se f i l t r a n . a  vacio 

y el residuo-resultante se crista liza  en benceno para dar 

11?6 g (74 de placas incoloras; punto de fusión 7 8 , 5-  

79,5 C, jorjp -  4 , 5  (o =2 , CH^OH). Espectro.infrarrojo (IR) 

..KDrj: IR ( K B r ) ^  **740, 1690  .an"*1. Espectro de resonancia 

-magnética nuclear (RMN) (acetona-dg) S (en ppm a partir' de IMS 

2,0 ( 2H, m), 3,29 ( 211, d-d, J = 6,7 y 12 Hz), 4,16 (1H, dr-d,

J = 4 , 5  y 8 Hz), 4,99 (2H, s ), 6,2 ( 2H, ancha), 7,21 (5H, s) 

Análisis para C^H^NO^: -

Calculado : C, 56,91; H, 5,97? H, 5 ;5 3  

Encontrado: C, 56,66; H, 5,97; N, 5 ,4 7  

EJEMPLO 2 . -

Eater da !;-hldroxisuceinj.Mjda de

ponilamino-nf-hidroxibutirico (VII)

Una solución de 10,6 g (0,042 moles) de VI y 4 ,8
1

g
(0,042 moles) de M-hidroxlsuocinimidá' en 200 mi de acetato 

de etilo  se enfria a 0°C y despuás se añaden 8,6 g (0,042 me-.

lee ) de dloiclohexilcsrto-di-im ida. la  Bezcl.a'se mantiene du 

rante la  noche en un refrigerador, la  dioiolohexilurea'que 

ee ^.para ce f i lu ra  y el filtrado  se concentra hasta unos 

50 mi tajo presídn reducida para dar crista les incoloros de

.6.1̂; 'ir..
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¡i VII que se recogen por filtrac ión ; 6,4 g, p .f . .121-122,5°C. 

¡¡ El liltrad o  se evapora a sequedad, a vacio y el residuo cris 

: talino se lava con 20 mi de una mezcla de benceno-n-hexano 

!¡ para dar una cantidad adicional de VII. El rendimiento to—

}[ ta l es de 13,4 g (92 %). [^ ]p  1 , 5° (c = 2, CHCl^). IR 

(I3 r ): Yc=0 1810, 1755, 1740, 1680 on**''. Rf.N. (acetona-dg) ' 

Hen ppm a partir de TUS): 2,0 (2E, m), 2,-83 (4H, s ),  3,37 

(2H, d-d, J = 6,5_y 12,5 Hzj, 4,56 (1H, m), 4,99 (2H, s ), . 

6,2 (2H, ancha), 7 , 2 3  (5H ,'s;)., -. ' , '

Análisis para C^H^gNgC^:

Calculado": C, 54,85; H, 5,18; N,. 8,00

Encontrado: C, '5 4 ,7 9 , 54,70; H, 5 , 2 1 , 5 , 20 ; N, 
8,14, 8 , 1 2 . . - '

1. G.W. Anderson y colaboradores,'J.Am.Chem.Soc., 

8 6 , 1839 (1964). . . .

EJELIPLO 3

Preparación dé 1- [h - ( - )-Y-benciloxicarbonilamino-c<;-hidroxi- 

b u t ir il 1- 6 ' -carbobenzoxüíanamiciña A ( I l l a )

Una solución de 1,6 g- (4,6 milimoles) de VII en 

40 mi de ó t e r  dimetilico de etilenglicol. (EKI) se añade go­

ta a gota a ana solución agitada'de 2 ,6  g ' ( 4 , 2 .milimo'les) 

de 6 '.-monobenciloxicarbonilkanamicina'A ( I I )  en 40 mi de so­

lución acuosa al 50.% de óter dimetilico de etilenglico l y 

la mezcla se agita durante la  noche. La mezcla de reacción 

se evapora a presión reducida para dar un residuo, pardo de 

I l la  que se u tiliza  en la  siguiente reacción sin purificar;

EdHiPLO 4 -

Preparación do 1- f 1^-(-)- yinmlno-^.Y-hidroxibutirillkanamiciná
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3 ex 40 ^  de dionea. acn.so a l 50 ^ y a. separa.por f i l t r a -  

¡¡ clon urna pequeña cantidad de materia insoluble. A] f i l t r a -
I de . .  efúiden 0 ,8  mi ^  Acide aoétioo g l .o i . i  

j[ s i 1.0 en carbón y. la  mezcla se hidrogena a la  tempe­

ratura ambiente durante 24 horas en un aparato de hidrogena, 

Oidn Par,, la  mezcla de reaoe'iéñ se f i l t r a  para separar el 

catahzador de peladlo y el filtrado  se vapora a sequedad 

s vacio. El residuo se disuelve en 30 mi. de agua'y s . cro­

matografía en una columna de resina - f i a d o r a  de iín. 00-50 ¡

, t-po 50 x 1 , 8  cm). la  columna se lava con 200 mi de 

¡¡ agua y después se .luye con'.800 d e ^ O H  0 ,1  500 mi

jj de NH4OH 0,2 N y finalmente 500 mi de NH4 OH 0,5 N. Se re­

cogen fraeoienes de 10  mi y la .  freodenes 14 6  a 15 4  oen- 

t^enen 552 mg (22 %, calculado ebbre la  carbobenzexikanami- 

11) del producto IV que es denominado BB-K8 , lote 2. 

- f -  137 (deso .). Potencia re lativa  centra 3 . su b tllis  (pig  

^  de Agar) = 560 m^/mg (eatrín ; kaáamlelna A, base l ib r e ) !  

Una solueHn de 250 mg de BB-M, lote 2, en 1 0  mi 

 ̂ de agua se somete a cromatografía en una. columna de 00-50 

í stipo .014 , 3 0 .x 0,9 cm). Ba columna se lava, con 50 mi de'

j * * *  0.3 ¡I- S. recogen fraeeio ,
¡i hes de 10  mi. Se combinan las fracciones 50 a 63 y se evapo­

r a n  a sequedad, bajo'presión redunda para dar 98 i^ .de l p j  

j K8 , lote 2- 1 . p .f .  1940 ^  21

j  4 °  7 ' ^  S- O t i l i a  (placa de
-sa r ) = 960 mig/mg (patrín, kanamioina A, base l ib r e ).  .'

Análisis pura Cg^N gO ^^H gC O ^: ")

Calculado : c, 40, 6 2 ; H, 6 , 6 8 ; H, 9 ,8 7  ; .

Encontrado: C, 40.P1 10 7̂0 . u r - " ' !
^  K- 0.96, 6,87; N, 9,37),
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¡j * Preparación de íP-(ben ciloxicarboniloxi)sur;oin-im-!rio

disuelven 23 g (0,2 moles) de-N-hidroxisuccini 

miáa*' en una ,solución .de 9 g (0,22 moles) de liidróxi'do só- 

, dico en 200 mi de agua. A la  solución agitada se añaden go­

ta a .gota. 34 g (Ó, 2 moles) de carbobenzoxiclorur o enfriando 

con agua y después la  mezcla, se agita .a la  temperatura' am­

biente durante la  noche para separar el derivado carboben- 

zóxi, que se recoge por filtrac ión , se lava con agua y, se 

seca.al a ire . Rendimiento: 41,1 g (82 %). Por re c r is ta liz a  

ción en oenceno-n-hexano (1Ó:1) se obtienen .prismas incoló-r 

ros que funden .a 78-?9°C.' . .

18

20

28

30

. 1 .  Gr.W. Anderson y colaboradores, J.Am.Ghem.Soc., 
86, 1839 (1.964).

RIEMPLQ 6

Preparación de 6'-carbob'enzoxikanamicina A

Una solución de 42,5 g (90 milimoles) de kahami-1 

ciña A en forma de basé lib re  en 450 mi de agua.y.500 mi de 

dime tilformamida ( DKF) -se' enfria por' deba j o de * 0° C y  se ag i- 

ua fuertemente. A la  solución.* se añade gota a'gota, durante 

un periodo de 2 horas aproximadamente, una solución.de 22,4 

(90 milimoles) de N-(benciIoxicarboniloxijsuqcinimida en 

500 mi de H3*. La mezcla se agita'entre -10° y  0°C. durante 

la  noche y  después a la temperatura ambiente 'durante un dia. 

na mezcla de reacción se evapora a presión reducida por de­

bajo de unos 3C°C, El residuo oleoso se disuelve en una-mez­

cla ue 5ÓO m.'1-de y 500 m.1 -1. i.utaco.l', Pi ) !.ra„dp me^ 

-¡.-ira !0 ^ ^  g„ ^

[.un. )ns .-n,,np i-u!.ai.ó[.¡.r,n y áctosa Sé ''[.raían.dos veces'con 

'.-00 mi cada vez de ^;ua saturada do i^ubanol y dos veces con*
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500 mi cada vez de butanol saturado de agua, respectivamen­

te, utilizando una técnica similar a la  distribución en con­

tracorriente. Las tres capas acuosas se combinan-y evaporan 

a sequedad bajo presión reducida'para dar un residuo oleoso, 

parte del cual crista liza  a l permanecer en reposo a la  tem­

peratura ambiente.'-Al residuo que comprende los crista les  

se anaden alrededor de 100 mi de metanol, que disuelve e l 

aceite y lo separa de los crista les. Después de añadir a lre ­

dedor de 300 mi de etanol, la  mesda se'mantiene a la  tempe- 

- ra'tura ambiente durante la  noche para dar una masa c r is ta li  

na que se recoge por filtrac ión . Pesa 44 g. El'producto con' 

.tiene una pequeña cantidad.de kanamicina A, como indica la  

cromatografía en capa fina utilizando una mezcla de n-propa-- 

nol, piridina, ácido acético y agua (15:10:3:12): como siste ­

ma disolvente y ninhidrina como reactivo rociador.

El producto crudo se disuelve en 300 mi de agua 

y se cromatografía en una columna de 30 mm de diámetro de 

resina cambiadora de ión CG-50 (tipo NĤ  , 500"mi). La colun 

na es irrigada con solución 0 , 1  N do hidróxido miónico y e l 

eluato es recogido en fracciones de 10 mi. El producto de­

seado se encuentra en los tubos ndms. 10 a 1 0 0 , mientras oue 

la  kanamicina A se recupera de las fracciones que se. mueven 

más lencamente y e l isómero o isómeros de posición del pro­

ducto parece encontrarse en las fracciones que se mueven más 

rápidamente. Se combinan la s  fracciones Í0-110 y se evaporar 

a sequedad bajo presión reducida para dar. 24,6 g (45  %) del 

¡! producto incoloro 6-caruobenzoxikanamicina A ' ( I I )  ( 6 '-carbo-

¡} benzo^dkanamicina A ), que comienza a fundir y colorearse a
¡ ' .

. 204°C, descomponiéndose a 212°C con desprendimiento de gas.
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I :i M p  ^ (C r 2, .1-IgO).

¡i CCF (gel de s ílice  F254? nin*
¡! _ hidrina)

Sistema disolvente_____

Valor Rf

6 ' -  carbobenzo-^ 
xikanamicina A Kanamicina.A

0,42 ' 0 ,3 3 ^ 1 5  ' 0,04

(principal)' menor

0,24 . 0',14.

* 0 , 7 6  0,50

0,22* 0,04*

n-Pr'CH-Piridina-AcOH-HgO .

(15:10:3:12)

Acetona-AcOB-IIgO 

(20:6:74)

CHCl^-MeOH-m^OH c.HgO 

( 1 : 4 : 2 : 1 ) '

AcOKe-n-PrOH-NII^OH c.

(45:105:60)

detectado mediante antrona-ácido salfdrico.

Por cromatografía en capa fina con ano de los sis—
f - - . * . * - ' *

temas disolventes empleados,.se encaentra qae el prodacto í l

nal va acompañado de dos peqaeños componentes. Sin embargo,

el prodacto fin a l es atilizado sin naeva parificación para

la  preparación de BB-K8 ( I ) .  .- ' - ''
* ¡

EJEMPLO 7 . Í*

Preparación ce ácido L- (— )—̂ —amino—¡x—hidroxibatírico.' a par­

t ir  de ambatirosina A o B o mazólas de ástas 

Se calientan a re fla jo  5,0 g de ambatirosina A 

(patente cstadoanidense nS 3-541.078, pablicada e l 17 de-No­

viembre de 1970) con 160 mi de hidróxido sódico. 0 , 5  N, darán 

te ana hora. El hidrolizado se neátraliza con HC1.6 N y  se 

cromatografía sobre ana colamna de CG-.50 (tipo NE^j. El. áci 

do L-(-)-Y-amino-d-hi.droxibatírico deseado se a ís la  desarro­

llando la  colamna' con agaa y separando e l agna.por. l i o f i l i -  

zación. El ácido .L - ( -  j-^amino-n'-Mdroxibatlrico se caracte 

riza como sastancia cristalina con an panto de fasión de

- i.
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212 , 5- 214 , 5°C (columna 2, líneas 31- 3 8 , patente estadounider
se ns 3 . 541.078).

. TEMPLO 8

R epara ci ón de" 6 ' - cárb ob en z oxikan nm i  ciña B

A trna solución enfriada de 8,1 g, (0,0168 moles) 

de kanamioina B en Í20 ni de. agua y 8. ni de 1 , 2-dimet.xi- 

etano se adade gota a gota y agitando una- solaoUn de 4,2

(0,0168 moles) de K-(b.r.oiloxio.rbonil.3d.)su.oinímida en
40 ml de 1 ,2-dimetoxietano. la mezcla de reaociín a. agita 

durante la noche y ae evapora a presián reducida. El resido, 

se dian.lv. en 100 mi de água y s.'agita dea vece c .  50
de n-butan.l saturad. en  agua. La capa acuosa ae separa

adsorbe sobre una columna de 100 mi de CC- 5 0  (tipo Níd).

eclnmna se lava oon'200 mi de agua y se e'luy. con BĤ OH

0 ,0 5  M. El eluatc a. recoge en fraooi.n'es.de 10 ml. Se rer.

! cegen las fracciones 121 a 180,-se evaporan y lio f i lis a . ,.

ra dar 1,58 g (1 5  %) del producto deseado. Se evaporan las

iraooiones 1 a 120 y se cromatografías ;de nuevo sobre-C5-50

(M^J para dar 1 , 2 1  g (12  %) del producto. P . í . . 1 5 1 - 1 5 2 ° (

(dése.). 104O ( 0 = 2  5 1 ni .* - 1
' ¿'3, SgO). c=o 1710 <gf1 .

Análisis para 0 2 6 H ^0 ^ ¡ " ' . .

'.Calculado , c, 50,56, H, 7 , 02 , N:, 1 1 , 3 4

- Encontrado, C, 50,71, H,. 7,38, j,,

Cromatografía en capa fina, (g.l de sílice  F254)
R-f.. .,.3  en n-Fr.H-Ao.H-^. (15,10,3,12), Ef ^  ^  

tona-AcOH-I^o (20:6:74). .

* EJEI4PLO C
Preparación ge 1-fL-C 1 ^ -

" -----LJ.-^- enel]nmnnrhonilamin^-^-hñ— ¡.*1,

***earbobenzoxikanaiüicina' ¡] (HTh i 

A una.eqluoiín agitada de 1,85 g (3 ,0  milimeles)

, , ' ] * ' ' r------*****—t
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áe 6 '-carbobenzoxíkanamicina B' en 40.mi de Ĥ O y 50 mi de. 

1,2-dimetoxietano se añaden de una sola vez, a 5°C, 1,1 g 

(3,1 milimoíes) de Ñ- (L-^-carbobenzoxiamino-d-hidroxibuti- 

riloxi)succinimida. La mezcla de reacción se agita durante 

la  noche a la  temperatura ambiente y se somete.a hidrogene 

l i s i s  sin a is la r  el derivado carbobenzoxi (111b). Cromato­

grafía  en capa fina (gel de s ílice  F254): Rf 0,06 (mate­

r i a l  da partida), 0,41, 0,57 (n-PrOH-piridina-AcOH-HgO 15: 

10:3:12), Rf 0,11 (material de partida), 0,21, 0,34, 0,46. 

(a ce t ona-A cOR-Hg 0 2 0 : 6 :7 4 ).

. EJEMPLO 1Q

Preparación de-1- [ L - ( - )-Y-amino-c;-hidroxibutirill-kanami-

cina B (iVb)

- A la  solución obtenida en el Ejemplo 9 se 'áñaden 

0,2 g de paladio a l 1 0 % en carbón. Después de haber hidre 

ganado.la mezcla a la presión atmosférica durante 5 horas,, 

se añaden 0 , 1  g adicionales de.paladio a l 10 % en carbón y 

10 mi de agua. La hidrogenación se prosigue -durante la  no­

che. Se f i l t r a  la mezcla de reacción, el filtrado  se' eva­

pora a presión reducida y e l residuo se disuelve en 50 mi 

de agua y se cromatografía sobre una columna de CG-50 

(NH^, 1,2.x 50 cm). La columna se lava con 200 mi de agua 

y después se eluye con 500 mi de NĤ  OH 0,1 N, 500 mi de' 

NĤ OH 0,2 N, ' 900 .mi de NĤ OH 0,5 N y 500 mi de'NH^OH 1 N. 

Los efluyentés se recogen en fracciones.de 10 mi. La kana- 

micina B se recupera de las.fracciones 60 a 76 con un ren­

dimiento del 32 % (459 mg). Se recogen las.fracciones 128- 

1 3 8 , se evaporan a presión reducida y se lio filizan -pa ra ' 

dar 3 1 8 -ifjg (iy ^ calculado sobre la  carbobenzoxikanamicina
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I B) de EB-K26 (IVb). P .f . 1.86-187°C (d é s e ) . .  [^ ^9  + ygo

¡ ( c =  1,15, ^ 0 )  Yc=pi640 cm"\

Análisis para CggH^NgO^.H^CO^:

Calculado : C, 42,72; H, 7 , 1 7 ; N, 13,00

! Encontrado: C, 42,23; H,7 ,19;N,  12,37

Cromatografía en capa fina (ge l de s ílic e  F2 5 4 , 

ninhidrina), Rf 0,11 en acetona-AcOH-H^O (20:6:74); Rf 0,H'

enCHCL^-Me0H-NH^0Hconcentrado-H20(1:4:2:l).'

Se co.mbinan las fracciones 201 .a 222,. se evapo­

ran a presión reducida y se lio filiz a n  para dar. 209 mg 

(12  %) de otro componente activo que es denominado BB-K2 7 . 

P .f .  183-184°C (dése. )..<y-p^ 1 7 5 0  an*" .̂

Análisis para CggH^^NgO^.H^CO^:

Calculado : C, 4 2 ,7 2 ; H, 7,17; N, 13,00 

Encontrado : C, 42,25; H, 6,93; N, 12,18 

Cromatografía en capa fina  (gel de s ílic e  F2 5 4 ):

Rf 0,15 en acetona-AcOH-HgO (20:6:74); Rf 0,07 en - 

CHCl -̂MeOH-in-I^OH concentrado-HgO (1 :4 :2 :1 ).

EJEMPLO 11

Preparación de ácido L(-)-j-am ino-c(-hidroxibutírico á nai -̂ 

t ir  de ácido DL-or-hidroxi-^-ftalim idobutiricn  

! (A ). L-oc-hidroxi-Y-ftalim idobutirato de deHbir!^i

j abietilamoniq: A una solución de 25 g (0,1 moles) de ácido ' 

2-hidroxi-^-ftalim idobutírico'' en 200 mi de' etanol se aSa- 

de una solución de 29 g (0,1 moles) de deshidroabdetilamina - 

en 1 3 0  mi de etanol. la  solución se agita fuertemente du­

rante un minuto y se mantiene a la temperatura ambiente du­

rante 5 horas, durante cuyo tiempo,cristalizan finas agu-.' 

jas. Los cristales se recogen por filtrac ión , se.lavan con - 

50 mi de etanol y se secan, a l aire para obtener 30,1 g
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ij (56 %) de un:diastereómero de la  sal de deshidroabietilami-

l¡ na. P .f . 93-94°C + 15° (c -  2,5, MeOH). Por recrists
¡i .
i; lizacióh en 300 mi de etanol se obtienen 2 3 , 2  g (43 %) del

¡¡ producto puro. P .f . 94-95°C. +1 0 ,8 ° (o = 2,5, MeOH!.

¡, Una nueva recristalizáción no altera e l punto de fusión ni

j la rotación especifica. . -

' Análisis para CjgH^NgO^.HgO: ' - .

Calculado : C, 69,54; 8,02; N, 5,07

Encontrado: C, 69,58.;. H, 8 , 0 8 ; .N, 5 , 0 7 .

- Y. Saito y colaboradores, Tetrahédron Letters, 1 9 7 0 , 

i 4863. ' .

B ). Acido L-(-)-^-am ino-d-hidroxibutírico: A una 

solución de 1,5 g (0,014 moles) de carbonato sódico en

40 mi de agua, se añaden 5,3 g ( 0,01 moles) de Iwr-hidroxi- 

Y-ftalim idobutirato de deshidroabietilamonio y 60 mi de 

éter. la mezcla se agita fuertemente hasta que se há disue] 

to todo , el* sólido. Se separa la.capa etérea. la solución 

acuosa se lava dos veces con 20 rnl cada vez de éter y se ' 

evapora hasta 15 mi bajo presión reducida. Al concentrado 

Ij se aHaden 10 mi de ácido clorhídrico concentrado'y la  mea- 

cía se calienta a reflujo'durante 10 horas. Después de en- 

j f r ia r ,  el ácido ftá lico  separado .se. elimina por filtrac ión . 

El filtrado  se evapora a presión reducida. El residuo se 

disuelve en ÍO mi de agua y la  solución se evapora a seque­

dad. Esta operación se repite dos veces más para separar ' 

el ácido clorhídrico en exceso. El jarabe residual se di­

suelve en 10 mi de agua y se f i l t r a  para separar una peque­

ña cantidad de ácido ftá lico  ínsoluble. El filtrado  se ad­

sorbe en una columna de IR- 1 2 0  (II*, 1 x 35 bm), se lava la  

columna con,300 mi de agua y se eluye con solución 1 N de
30



1 !] hidróxido amónico. El eluato se recoge en fracciones de
' ¡i _ . _ '

¡ 15 mi. Se combinan las fracciones 10 a 16, que dan reacción

positiva con la  ninhidrina y sé evaporan a.presión reduci­

da para dar un jarabe que crista liza  gradualmente. Los ciie 

S tales se trituran con etanol, se f i lt ran  y secan en un de- 

II secador de vacio para dar 0,78  g (66 %) de ácido L - ( -  )-y -

¡{ amino-(&-hidroxibutirico, d. P .f .  206-207°C. fcíl^^ -29°
¡i ' ';  ' LJD .
¡¡ (c  = 2,5, HgO)á El espectro infrarrojo es idéntico a l de 

una muestra auténtica'obtenida a partir de ambutirosina.

10

15

20

EJEMPLO 1 2

Preparación de la  sal monosulfato de 1-fL-(-)-^-ATmnn-K;-hi- 

droxibutirillkanamicina A o B 

En uno a tres lit ro s  de agua se disuelve un. mol 

de 1-[L-(-)-^-am ino-c(-Mdroxibutiril]kánam icina A o B. la * 

solución se f i l t r a  para- separar e l sólido que nó se haya 

disuelto. A la solución agitada y enfriada se añade un mol 

de ácido sulfúrico -disuelto en 500 mi de agua^ La mezcla 

se continúa agitando durante 30 minutos, después dé lo  

cu^l se añade etanol fr ío  a .la mezcla hasta que se produce 

la  precipitación. El sólido se recoge por filtrac ión  y-se  

determina que es el monosulfato deseado.

25

30

EJEMPLO 13

¡I Preparación de la  sal oisulfato de. 1—[̂ L—(—)—̂ —aminp^d—hi—
. - * . 

j droxibutiriljkanamicina A (BB-K8.2HgSO^) - '

Se disuelven 35 g de 1—[_I^ (-)-Y—&i&iho-c(—hidroxibu 

tiriljkanamicina A (como trihidrato del monobicarbonato) et. 

125 mi ue agua uesionizada. Se observa un pH de aproximada- 

! mente 9,0. El pH se reduce a 7-7,5 con.ácido sulfúrico a l 

I 50 % .en volumen. -

Se añaden 8,5 g de Darco G—60 (carbón activo) y



10

15

20

25

30

- 3 8 -  '

i la  mezcla se suspende a la  temperatura ambiente durante 

0,5 horas. El carbono se -separa por filtrac ión  adecuada y 

se lava con 40 mi de agua'. Las aguas de lavado se añaden a l 

filtrado . '

El filtrado  y las aguas de lavado combinados se 

ajustan a pH 2- 2 , 6  con ácido' sulfúrico' a l 50 % en volumen.

Se desprende una gran cantidad; de dióxido de carbono. La 

solución se deja entina vitrina deva.ció.agitando durante 

20 minutos para expulsar e l dióxido de carbono-adicional.- 

Sé añaden 8,5 g de Barco G-6Ó a la  solución des­

gasificada. La mezcla se suspende durante media hora a la  

temperatura.ambiente. El carbono se separa, por filtrac ión  

adecuada y se lava con 35 mi de.agua desionizada. las aguas 

de lavado se agregan al filtrado..

E l.filtrado  y las aguas de lavado combinados se 

ajustan a pH 1-1,3 con ácido sulfúrico a l 50 % en volumen. 

Esta solución, se añade agitando rápidamente, a lo  largo de 

un periodo de 1 0 .minutos, sobre 600-800 mi de metanol (3 - 4  

volúmenes de.metanol). La mezcla se agita durante 5 minutos 

a pH 1-1,3* se hace pasar por un tamiz de.100 mallas, se 

agita durante dos minutos y se deja sedimentar durante cinco 

minutos. la  mayor parte del liquido que sobrenada se separa 

por decantación. la  suspensión restante se f i l t r a  adecuada­

mente, se lava con 200 mi de metanol y se seca a vacío a 

50°C durante -24 horas. El rendimiento de (sulfato dihidróge­

no.^BB-KS amorfo es de 32-34 g; ^ 0  = *** úes-

composición a 220-230°C.

Análisis elemental (en seco*)
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Encontrado Teórioo

c% '32,7, 33,5, 32,3 33,5
N % 8 ,7 8 , 8,7, 8 , 2 ,' 8 , 8  8,97

S % 8,75, 8,9, 7,8, 8,85 8 , 2

Cenizas % nada ***

Contenido en agua por' Karl Fisher: 2,33,

b-0
0dtn

( la  proporción teórica para el monohidrato es 2,25 % de

agua). Esta sal es higroscópica pero no delicuescente. Dea- 

pués de mantener al aire a la  temperatura ambiente una par­

te alícuota durante 18 horas, el contenido en agua aumenta 

a 9,55, 9,89 % (la  proporción teórica para unpentahidrato 

es del 1 0 , 3 3  % de agua).

En resumen, la  Patente de Invención que se so li­

cita deberá recaer sobre las siguientes:
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REIVINDICACIONES .

1. Un procedimiento para la  preparación de de­

rivados de antibiotáoodekanamicina de fórmula:

" - ' 6 ' '
HO---CHg-tMg

O (̂ H

^ -  NH-O-cm-CBg-CHJ-NB.

donde es OH o NH ;̂ o una sal de adición de acido del mis­

mo, no tóxica y farmacéuticamente aceptable; cuyo procedimieji 

to comprende las etapas consecutivas de:

A) bloquear e l grupo amino en e l carbono 6' de 

la  kanamicina A o B con un grupo y protector convencional de 

un grupo amino para producir un compuesto de fórmula:
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donde es e l definido anteriormente;

B )aoilar e l grupo amino en la  posición 1 del 

compuesto de fórmula I I  con un agente acilante de fórmula:

OH

V - NH - CHg - CHg - CH - COOH

derivando dicho agente aislante del acido L-(-)-y-amino-<%- 

hidroxibutirico, donde W representa un grupo convencional 

protector del amiao, o con su equivalente funcional como 

agente acilante de una amina primaria, para producir un

compuesto de fórmula:
) )<<)<<)

30
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donde es e l definido anteriormente y

C ) separar por métodos conocidos los grupos 

Y y W protectores del animo para producir e l compuesto de 

fórmula:

!

!
¡
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2. Un procedimiento según la  reivindicación 1 

para la  preparación de un compuesto de fórmula:

15

20

donde es OH;o NHg} o sus sales de adición con ácidos 

no tóxicas y farmacéuticamente aceptables; cuyo procedi­

miento comprende las etapas consecutivas de:

A) ac ila r kanamicina A o kanamicina B con un 

agente aoilante seleccionado entre los compuestos de fó r -  

mulas:
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CHji

LL CHg -  CH2 — COOH o su carbo—di-imida, 

donde R  ̂ y R̂  son iguales o diferentes y cada uno de e llos  

representa hidrógeno, fldo r, cloro, bromo, NOg, OH, alqui­

lo in ferior o alcoxi in ferior y X es cloro, bromo o yodo

o con su equivalente funcional como agente acilante, en une 

proporción de un mol o menos de agente acilante por mol de 

kanamicina A o B, en un disolvente, a una temperatura infe­

r io r  a unos 50°C, para producir e l compuesto de fórmula:
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y M es un radical seleccionado entre el grupo formado por:

-  0 - N C V A NOg t

. V I NOr

- Ü -  0 -  i t -

-Ñ

donde R  ̂ y R̂  son los definidos anteriormente, o con su 

equivalente funcional como agente acilante de una amina p ri 

maria, en una proporción de por lo menos 0,5 moles de agen­

te acilante por mol del compuesto I I ,  en un disolvente, pa­

ra producir un compuesto de fórmula 
4' 6 '

C H g-N H -Y
/5.

-N H -C -C H -C H g-C H g-N H
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donde R^, Y y W son los descritos anteriormente y

C) separar los grupos bloqueantes W e Y por méto 

dos conocidos para producir el compuesto de fórmula .1 y, 

s i se desea, posteriormente convertir el producto por méto 

dos ya conocidos en una de sus sales de adición con ácidos 

no tóxica y farmacéuticamente aceptable.

3 . Un procedimiento segdn la'ReivindicaciÓEes1ó2 

caracterizado porque: (1)' en la  etapa A la  kanamiciná A o 

B se hace reaccionar con un agente acilante de fórmula:

A  g ^ - 1
y -  C H g - 0 - C - 0 - N

R ^ \ =

donde R4 y R̂  son los definidos en la  Reivindicación 1 , en 

un disolvente seleccionado entre dimetilformamida, dimetil- 

acetamida, tetrahidrofurano, dioxano, 1 , 2-dimetoxietano, 

metanol, etanol, agua, acetona, piridina o N -á lqu il(in fe -  

rior)piperiddnas o sus mezclas y ( 2 ) en la  etapa B, un agen­

te acilante de fórmula

A - . . . .  0

R

(H g  -O -C -N H -C H g -C H g '

OH 0

donde R  ̂ y R̂  son los definidos en la  Reivindicación 1 , 

se hace reaccionar con el compuesto I I  en una proporción 

de alrededor de 0,5 a 1,4 moles de agente acilante por mol 

de compuesto II, en un disolvente seleccionado entre una mez 

cía de agua y éter dimetilico de etileng lico l, dioxano, d i- 

metilacetamida, dimetilformamida, tetrahidrofurano o éter 

dimetilico de propilenglicolo
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4. Un procedimiento según la  Reivindicación 3't 

caracterizado porque: (1) la  etapa A se lleva a cabo en di- 

metilformamida como disolvente, a una temperatura in ferior  

a 25°C y (2 ) la  reacción de acilación de la etapa B se l le ­

va a cabo en una mezcla 1:1 de agua y éter dimetilico.de

etileng lico l como disolvente, en una relación molar de aire

dedor de 0,8 a 1,1 moles de agente acilante por mol de com 

puesto I I .

.* Un procedimiento segdn las Reivindicaciones 

3 o 4, caracterizado porque los grupos bloqueantes W e Y 

son separados en la  etapa C por hidrogenación del compues­

to I I Í  con hidrógeno, en presencia de un catalizador metá­

lico , en un sistema formado por agua y un disolvente misci- 

ble con agua.

g. Un procedimiento segdn la  Reivindicación 5* 

caracterizado porque los grupos bloqueantes W e Y son sepa­

rados por hidrogenación del compuesto I I I  con hidrógeno, , 

en presencia de un catalizador metálico seleccionado entre

paladio, platino, níquel Raney, rodio, rutenio o níquel, 

en un sistema formado por agua y un disolvente miscible 

con agua seleccionado entre agua y dioxano, tetrahidrofUra­

no, éter dlmetílloo de etileng lico l o éter dimetilicb de 

propllengllcol, en presenoia de una cantidad oatalítica de 

ácido acético g lac ia l.

7. Un procedimiento según la Reivindicación 6*, 

caracterizado porque los grupos bloqueantes W e Y son sepa­

rados por hidrogenación del compuesto I I I  con hidrógeno, en 

presencia de un catalizador de paladio en carbón, en un.di­

solvente formado por agua y dioxano 1:1.
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a R u á y  á  I r

8. Se reivindica"por último como objeto sobre el 

que ha de recaer la patente de invención que se so lic ita : 

UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE DERIVADOS DE ANTI­

BIOTICO DE KANAMICINA.

S Todo conforme queda descrito y reivindicado en la  

presente memoria descriptiva que consta de cincuenta y una 

paginas mecanografiadas.

10

Madrid, 11 ju lio  1.972 
BERNARDO UNGEEA

p.p.
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