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Esta invencidn se refiere a un nuevo y esencizlmente

mas eficiente procedimiento para la preparacidn de 1-[L-(-)é

Y-amino-g—hidroxi-butiril] ~kanamicina 4 (IV), que responde a | - ST

la férmula:

o 6

(1V)

La kanamicina A contiene cuatro funciones smina prima—|. |

ria en las posiciones 1, 3, 6' y 3" de la molécula. Se ha es
? 9 . R

tablecido que la funcién 6'-amina es la mas reactiva y la fug :
cién 1-amina es la segunda més reactiva cuando se traten conm |,

un agente electrofilico. Las posiciones 3 y 3" son menos reagbi"'f

tivas que cualquiera de las funciones 1-amina o 6'-amina pe-
ro reaccionan para dar bajos porcentajes de_materiaies acila=-

dos indeseables,

Por consiguiente, el objeto de esta invencidn es des~ |

cubrir un procedimiento mis satisfactorio que el empleado an-
teriormente por nuestros colaboradores en las solicitu&es dé
patentes estadounidenses nims. de serie 221,378 ¥ 330,377,

estando este procedimiento dirigide mis selectivamente a la
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acilacidén de la funcidén 1-amina que de las otras funciones
amina que se encuentran en la molécula,
El objetivo de esta invencidn se ha conseguido median-

te el procedimiento de prepafacién del compuesto de férmulas

Ho _ CHp-NHp

o]
HO

cuyo procedimiento comprende las etapas consecutivas de:

A) trataroel compuesfo de férmula

Hl
CHy=N=C=0~CH,~C i
Ho 2 2~Cglls
0
HO
HO
O 2
H
NH
2
CH,OH
HO
O ,
HoN
HO
(11)
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1 con un aldehido seleccionado entre el grupo  formado por ben~
zaldehido, salicilaldehido, p-nitrobenzaldehido, p-metoxibend
zaldehido y pivaldehido, en wna relacidn de un mol de compuegr
to II por ceda tres moles como minimo de aldehido para produ- '

5 cir el compuesto de férmula

0
g | :
HO CH2-N-C—0—CH2--C6H5
o)
HO
H
- 10 Z
: O-
Ho_ CH,O0H HO .
| Z
15 HO
(111)
donde Z es un radical de férmula:
. K H ' H
HO '
H B0
=N=C ° ~N=C~C ———CH3 H
S
3
y
25 B) tratar el compuesto III in situ con el compuesto de
formuls 0
U ] |
. -O—C-C|}H}-CH'2-CH2-NH'—C—O—CHZ-CGH5
) 0H
0
-
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- en un disolvente miscible con agua tal cémo un @isblvénte al-

en una relacién de un mol de compuesto III por cada 0,5 mo-
les como minimo de compuesto XX y después hidrogenar el resi-
duo in situ para producir un compuesto de férmula IV.

En particular, la Etapa A se efectlla preferiblemente

éohélicq, v.g8. etanol absoluto, metanol, n-propanol, isopro=
panol, n-butanol, sec~-butanol, terc-butanol; un dlsolvente
etereo, v.g. tetrahidrofurano, dloxano u otros dlsolventes
polares aprdticos o préticos como, por ejemplo, dimetilforma—
mida y acetona o mezclas de los mismdbs o mezclas de estos di-
solventes con agua, a una temperatura comprendida aprox1mada-
mente entre 5 % ¥ la de reflujo, durante un periodo de unos
30 minutos a unas 5 horas.

La Etapa B se efectfia preferiblemente con ﬁnérrelacién'
de compuestb II; & compuesto XX de 1:1 aproximadamente, den-
tro de un intervalo de temperaturas de unos -10% é unos

+35°C pero todavia mejor en un intervalo de +5%C a unos 25%%,

durante el periodo de tiempo necesario para completar la aci-

lacién pero por lo menos durante 1 & 3 horas; despuds se sepa
re el disolvente orgénico antes de la hidrogenacidn, La hi?
drogenacibn in situ se realiza con hidrSgano en preéencia de
un catalizador metdlico seleccionado entre el grupo formado
por paladio; platino, niquel Raney, rodio, rutenio y niquel

pero todavia mejor paladioc y en el mejor de los casos paladio

sobre carbén activo, en agua o en un sistema formado por agual

¥ un disolvente miscible con agua, seleccionado entre el gru-
po formado por agua y dioxano, tetrahidrofurano, éter dime-
tilico de etilenglicol, &ter dimetf{lico de propilenglicol y
similares, pero preferiblemente agua a un pH de 3-5 y toda-

via mejor a un pH de 4.
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Una realizacidn mis preferida es el procedimiento ante-
rior para la preparacidn del compuesto IV que comprende las
siguientes etapas consecutivas:

4) tratar el compuesto de férmula:
5 .

il .
CHp-N~C-0~CHy-CgHs

HO

CH,0H

HO

HoN
HO

con un aldehido seleccionado entre el grupo formado pof ben=-

zaldehido, salieilaldehido, p~ni{robenza1dehido ¥ p-metoxi-

benzaldehido, en una relacibn de un mol de compuesto IT a)',«'

tres moles como minimo de aldehido, en etanol absoluto, meta-

nol, n-propancl, sec~butanol, terc-butanol, clorurc de meti-
leno, tetrahidrofurano, dioxano, dimetilformamida o acetona,
0 ung mezcla de estog con agua, g una temperatura de 5° a

40°C, durante un periodo de tiempo de unos 30 minutos a ﬁnas

5 horas, para producir el compuesto de férmulas

E
o
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e
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L
N
i
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o |
HO CH2 ~N-C -O-CH2~C 6H5
l“‘“’"‘”()

donde Z es un radical de férmula

HO
H . H
H
-N=C NOp , -N= ., =N=C
H
s} N=C OCH3 H

B) tratar el compuesto III in situ o después de aislar~
lo con el compuesto de férmula
° 9
N—O—g—(l’}H-CHZ-CHZ-NH-C'!I-O-CHZ—CsHs
OH
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separar el disolvente orginico e hiarogenar el residuo in

O..
HO -
HO

en una relacidén de un mol de compuesto III por cada aproxi-'
madamente 0,5 a 1,0 moles de compuesto XX, en un intervalo
de temperaturas de +5°C a 35°C, durante 1 a 3 horas, en wn

sistema disolvente como los descritos en la Etapa A; después

situ con hidrdgeno en presencia de un catalizador metdlico,
preferiblemente seleccionado entre el grupo formado por pala
dio, platino, niquel Raney, rodio, rutenio y ﬁiquel pero- de
preferencia paladio y todavia mejof paladio en carbén activ6
en agua 0 en un sistema formado por agua y un disolveﬁte mis

¢ible con agua, preferiblemente seleccionado entre elrgruﬁbj

formado por agua y dioxano, tetrahidrofurano, éter dimetili—'

co de etilenglicol y &ter dimet{lico de propilenglicol,'pérb
preferiblemente agua a un pH de 3-5 y todavia mejor a un pH
de 4, para producir el compuesto de férmula IV.

Una realizacidn mis preferida es el procedimiénto pafé

la preparacidn del compuesto de férmula:

PRI AT SNSRI SO0 M gy

S A le e Sl

il
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que comprende las etapas consecutivas de:
A) tratar el compuesto de férmula:
o

H
HO OH,=N-C~0-CH,~C4H,

con &n aidehidd qeleccionado entre el grupo formado éor ben~
zaldehido, salicilaldehido y p-nitrobenzaldehido, en una re-
lacién de un mol de compuesto II a unos tres moles de aldehi-
do, en etanolrabsoluto, metanol, n~-propanol, isopropanol, -

n-butanol, sec-butanol, tero-butanol, tetrahidrofuranc, clo-
ruro de metileno, dioxano, dimetilformamida o gcetona, o una
mezola de &stos con agua, & unos 5 a 40°C, durante un‘periodo
de tiempo de unos 30 minutos a unas 5 horas, para producir el

compuesto de foéirmulas




0

gl
HO CHp=N-C~0~CH,~CgHy -

HO
HO

) 5
; : 10
donde Z es un radical de férmula _ SRR E
s HO : A I
15 H BRI
ot H H Y T
Y ’ :
, B) trater el compuesto III in situ o despuds de aislar-
20 lo con el compuesto de férmula: ' '
1 |
N—O—C-(fH—CHé-CH.z-NH—C-O—CHz-G6H5
OH
25
X
en una relacidén de un mol de compuesto IIL por cada gproxi-
- madamente 0,5 a 0,85 moles de compuesto XX, a uha_temperatura.
de +15 a +30°C, durante 1 a 3 horas, en un sistema disolvente
30 como el descrito en la Etapa A; después separar el disolvgntﬁ‘

]
oy
3 -
-
e
i
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orgénico e hidrogenar el residuo in situ con hidrégeno; en
presencia de un catalizador metélico, Preferiblemente seleo-
cionado entre el grupo formado por paladio, platino, niquel
Raney, rodio, rutenio y niquel, pero preferiblemente paladio
¥y todavia mejor paladio en carbdn activo, en agua o en un sig
tema formado por agua y un disolvente miscible con agua, pre-
feriblemente seleccionado entre el grupo formado por agua y
dioxano, tetrahidrofuranoc, &ter dimet{lico de ebilenglicol y
éter dimetilico de propilenglicol, pero preferiblemente agua
& un pH de 4 aproximadamente, para producir el compuesto de
férmula IV.

Una reelizacién mhs preferida de esta invencidn es el

procedimiento para la preparacidén del compuesto de férmulas:

CHy~NH

HO 2

HO

3
~O—O—O—Q—§
mmg)

jas]
SIS

(1v)

&

gue comprende lag etapas consecutivas de:

- A) tratar el compuesto de férmula:
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 HO 2

- 12 =

0
x|
CHp=N-C~0-CHo=C cH
HO 2 2~Cells
Q
HO
H
NH
2
CH,,OH
HoN
HO

(11).

con benzaldehido en una relacidén de un mol de compuesto II
por cada tres moles de benzaldehido, en una mezcla’aproxima;
damente 1:1 de agué ¥y tetrahidrofurano, entre 20° N 3C°C
aproximadamente, a un pH alrededor de 10, durante unas 2 é”4:'

horas, para producir el compuesto de Ffdrmula:
o :

H
CHp-N-C-0-CHp~CgHs

H

CH,OH

HO.

O=A

B) tratar el compuesto IIIa in situ o después de ais-

1
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larlo con el compuesto de férmula:

0
I ,
-—0—0-?H-CH2-CHz—NH—C—O—GH2—06H5
OH

X

en una relacidn de un mol de compuesto IIIa por cada 0,6 a
0,75 moles de compuesto XX, a una temperatura comprendida
aproximadamente entre 20 y 30°C, durante un periodo de tiem-
po de 1 a 3 horas, en un sistema disolvente como el deserito
en la Etapa 4, una mezcla de cloruro de metileno, metanol y
agua 0 una mezcla de dimetilformamida, acetona y agua; des-
pués separar el disolvente orgénico a vacio; ajustar el pH
a 4 con hidrdxido aménico e hidrogenar el residuo in situ
con hidrégeno a la presidén atmosférica, en presencia de pala—
dio en carbén para producir el compuesto de férmula IV,

La realizacién mis preferida de esta invenciln es el

procedimiento para la preparacidn del compuesio de férmulas

H CHg=NHo
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gue comprende las etapas consecutivas de:

4) tratar el compuesto de férmula:

i
HO CHy-N~C~0~CHy~CgHs

Q
HO

con salicilgldehido en una relacidn de un mol de compuesto IT

por cada tres moles de salicilaldehido, en una mezcla aproxi;,

madamente 131 de agua y tetrahidrofurano, a unos_20-30°0, a
un pH de 8 aproximadamente, durante unas 2 a 4 horas, para -

producir el compuesto de férmula:

X H |
HO —O—CH2~C 6H5
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B) tratar el compuesto IIIb in situ o después de aislaz-

lo con el compuesto de férmula:

0

0
|

=0=C=(H~CHy = CHy ~NH~C=0~CH, ~C cHg
OH

(Xx)

en una rglacién de un mol de compuesto IIIb por cada a?roxi—
mademente 0,6 a 0,75 moles de compuesto XX, a una temperatu-
ra comprendida aproximadsmente entre 200 y 3000, durante un
periodo de tiempo de 1 a 3 horas, en un sistema disolvente
como el deserito en la Etapa A o una mezels de dimetilforma-
mida, acetona y agua; después separar el disolvente orglnico
a vacio; ajustar el pH a 4 con hidrdxido amdnico e hidrogenan
el residuo in situ con hidrégeno a la presién atmosférica, en
presencia de paladio sobre carbdén pﬁra producir el compuesto
de férmula IV.

Para los fines de esta descripeidn, el término alqui-
1o(;nferior) es un resto alquilo; de cadens lineal 0 ramifi=-
cada, de 1 a 6 4tomos de carbono, Alcanol(inferior) es un
alcohol saturado, de cadena lineal o ramificada,de 1 & 6 &to
mos de carbono conteniendo una funcidn OH,

Otro objeto de esta invenciln es una modificacifn del
procedimiento anteriormente descrito emplean@o un proceso to-
davia més in situ pero que da los mismos altos rendimientos
de compuesto de férmula IV y con menos gastos.

Por ejemplo, el compuesto de férmula XX puede ser pre-
parado in situ y hacerse reaccionar con el compuesto de fér-

mala III en una etapa conveniente. Asi, el compuesto de fr~
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mula IV puede ser preparado como se ha descrito antes pero,

en la Etapa B , la reaccidn consiste en tratar el compuesto

III obtenido en la Etapa A como se ha descrito antbes, ya sea

‘in situ o despuds de aislarlo,con los compuestos de férmula:

~

| l
H-O-C-CIH-CH2—CHZ—NH-C-O—CHQ-C ;8
OH

(vi)

¥y

~0H
(XIX)

seguido de la adicidn de diciclohexil-carbo-di-imida, en una

"relacidén de un mol de compuesto III por cada aproximadamente-

0,5 a 1,0 moles de cada uno de los compuestos VI y diciclo-
hexil-carbo-di-imida y alrededor de 0,005 a 0,25 moles del
compuesto XIX, en un intervalo de temperaturas comprendido en
tre -10°C y +35°0 aproximademente pero de preferencia entre.
+5°C y unos 25°C, durante 10 horas como minimo, en un siste- _'
ma disolvente como el deserito en la Etapa A; después separar
el disolvente orgénico e hidrogenar el residuo in situ como
se ha descrito anteriormente, para producir el compuesto de
férmula IV. |

Una realizacidn preferida de la modificacidn anteéerior
implica el uso de una relacibn de un mol de compuesto III
por cada aproximadamente 0,5 a 0,85 moles de cada uno de los
compuestos VI y diciclohexil=carbo-di-~imida y alrededor de

0,05 a 0,425 moles de compuesto XIX, a una temperaturé de
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les de los compuestos VI y diciclohexil-carbo~di~imida y al-

—17 =

+5° g 25°C, durante 1 a 3 horas, en un sistema disolvente co-
mo el deserito eﬁ la Etapa A o, alternativamenfe, una rela-
cifn de un mol de compuesto III por cadé aproximadamente 0,5
& 0,8 moles de cada uno de los compuestos VI y diciclohexil-
carbo-di-imida y alrededor de 0,05 a 0,425 moles de compues—
to XIX, a una temperatura de +15° a +30°C, durante 15 a 25
horas, Las condiciones mis preferidas son una relacidén de un

mol de compuesto III por cada aproximadamente 0,6 a 0,75 mo-

rededor de 0,06 a 0,375 moles de compuesto XIX, a una tempe~
ratura de 20 a +30°C, durante 15 a 25 horas. .

También se incluye como parte de esta invencién un pro-
cedimiento nuevo y mejorado para la preparacidn del material

de partida, el compuesto de férmula:
0

H |
CHy-N-C-0-CH,-C cH

(I1)

Este procedimiento consiste en tratar la kanémicina A
en forma de base libre con N-benciloxicarboniloxi-5-norbor—
nen-2,3-dicarboximida, en una relacidn aproximadamente de
0,5 a 1,5 moles de N—benciloxicarboniloxi-5—norbornén-2,3—

dicarboximida por mol de kanamicina A, o especialmente en una

t
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relacién de 1:1 aproximadamente, seguido de purificacién, PO
ejemplo mediante extraccidn con un disolvente orginico tal
como n-butanol y cromatografia de la fase acuosa.

La reaccidn anterior se lleva a cabo preferiblemente
en un sistema formado por agua y un disolvente orginico mis-
cible con agua tal como, por ejemplo, tetrahidrofurano-agua
Yy méé preferiblemente a una cdncentracién de aproximadamente
40 a 60 % de tetrahidrofurano, a temperaturas c&mpreﬁdidas |
entre alrededor de 0°C y 25°C o todavia mejor entre alrede—
dor de 5°C y 10°C, durante 6 horas como méximo pero, préfe—

riblemente, durante unas 4 horas.

El compuesto IV, 1—N—EL—(-)-Y—amino-a—hidroxi-butirii]- '

kanamieina A (BB-K8),.posee excelente actividad antibacterié—
ngs que parece superior a la de la propia kanamicina A. MAs
adelante se incluyen dos tablas gque muestran las concentra=—
ciones minimas de inhibicién (CMI) de la kanamicina A y del
compuest§ IV (BB-K8) contra una variedad de bacterias gram—
positivas y gram-negativas, obtenidas por el método de dilu-
0idn en agar de Steers (Tabla I) y por el método de dilucidn
al doble (Tabla II). En el estudio de la Tabla I ée utilizd
un medio de agar Mueller~Hinton y en el estudio de la Ta~
bla II se empled caldo de infusidn de corazbdn.

TABLA T (CMI mg/ml)

Compuesto IV
Kanamicina A (BB-K8), lo-

Organismo (6-8198) te nf 4
Alk, faecalis A-8423 16 8
" n A-20648 >125 >125
Ent. cloacae A~0656 _ 4 - 4
®  species A4-20364 > 125 2.
" hafniae 1 A-20674 1 1
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TABLA I (CMI mg/ml){continuacidn)

Compuesto IV

Orgenismo K?.zg-a.zg %g:éy)la A (BB;ESI)I,Q i°"
E., coli A-0636 2 1
now 4-20664 16 4
noow A-20665 > 125 1
oo A-20507 32 2
nooon A-20520 >125 4
nooow A-20365 >125 1
oo © A-20684 2 2
noow , A-20682 > 125 2
noon A-20683 > 125 8
w oo A-20681 > 125 2
" " A-15119 4 4
K. pneumoniae ’A-O9 67 4 4
" species A~20328 > 125 2
noon A-20330 32 32
o 4-20634 >125 4
"  pneumoniae  A=-20680 >125 4
- A-0077 1 1
Pr, mirabilis A~9900 2 2
®  morganii A-15153 2 2.
" yulgaris A=-0555 2 1 -
"  rettgeri A-9636 0,25 0,25
®  mirabilis  A-20645 4 4
Alk, faecalis  A~9423 16 8
" " A-20648 > 125 > 125
Ent. cloacae A-0656 4 4
" species A-20364 >125 2
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1 TABLA I (OMI mg/ml) (continuacién)
Compuesto IV |
Organismo Ka‘r(lz.til%.?;lél? A (BB;EBAQ 10-‘
Ent. hafniae 1 A-20674 1 1
5 E. coli A-0636 2 1
woow A=20664 16 4
" oon A-20665 >125 1
v oon A-20507 32 2
noow A~20520 > 125 4
w0 oo A-20365 > 125 1
"o A-20684 ) 2
" oon A-20682 > 125 2
w oo A-20683 > 125 8
- noon A~20681 >125 2
1w A-15119 4 4
XK. pneumoniae A-~-0967 4 4
" species A-20328 >125 2. -
"o A-20330 32 32
_ v A=20634 >125 4
20 "  pneumonise A-20680 >125 | 4
L A-0077 1 1
Pr, mirabilis A-9900 2 2
Pr. morganii  A-15153 2 2
: " vulgaris = A-9555 2 1
% " rettgeri  A-9636 0,25 0,25
" mirabilis A-20645 4 4
Pr. mirabilis A-20454 2 2
Providencia
stuartii = A~20615 2 1
30
(.
I S—_
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TABLA I (continuacién)

Cémpuesto v
Kanamicina A (BB-K8), lo-

Organismo (6-8198) te n® 4
Providencia alkalifaciens .
A-20676 1 1
Pa, aeruginosa A-20229 32 2
" "o A-09434A 125 16
" " A-20653 S 125 2
" gpecies A-20601 125, 63 16
" " A-20621 >125 >125
" maltophilia A-20620 32 >125
Sal. enteritidis A-0531 1 0,5
*  derby A-20087 >125 1
Ser. marcescens A-20019 2 4
" " 4-9933 4
" n A=20460 >125 4, 2
" " A-20459 4 16
Shig. flexneri A-9684 4 4
Aeromonas sp. 4-20670 2 2
Arizona sp. A=-2086T71 2 1
Citrobacter sp. A=20673 4 4
Edwardsiella sp. 4-20678 4 4
Staph. aureus A-9606 1 1
" " A-4T749 0,5 1
" " A-9537 2 1
" " A-20610 >125 2
" " A-20240 >125 8
v * 4-15197 1 2
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TABLA I (continuacidn)

Compuesto IV

Karamicina A (BB-K8), lo-

(6-8198)

te n? 4

Medio de Mueller-Hinton + 4 % de sangre de cordero

Str. faecalis

" "
Str. pyogenss

"n "

n i

" i)

D, pneumoniae

" - ir

49854
A-9575
A-20200
A-9604
A=15040
A-20065
A-9585
A-20159

63

125

32, 16
125

125
125

63, 32
125

TABLA II (CMI mg/ml)

63
>125
2
125
125
125
63
> 125

Compuesto IV

Kanamicina A (BB~K8), lo=
Organismo (6~8196) te no 4

De pneumoniae A-0585 + suero :

al' 5 % - 63 63
Stre. pyrogenes A-9604 + suero

al 5 % T 125 125
Staph, aureus Smith  4-9537 0,5 0;5
Staph, aureus A~9497 0,5 0,5
Staph. aureus A-20239 125 4
Staph. aureus A-20240 125 4
Enter. cloacae 4-0656 2 2
Enter. species A~20364 125 2
K. pneumoniae A-9867 2 4
E. coli X-12 ML1410 A-20361 2 4
E. coli K-12 ML1630 A-20363 125 2
E. coli K-=12 A-9632 2 1
E. coli 4-20664 32 8




1 TABLA II (continuacién)

Compuesto IV
Kenamicina A (BB~K8), lo~

'l'J;f ' Organismo (6-8196) te nt 4
s E. coli A-20665 125 8
o0 8 | pr. mirenilis 4-9300 2 16
L Pr. morganii A-15153 R
. Pr, vulgaris A-9436 1 2
P f Pg. aeruginosa A-20227 4 1
‘éifn:;,’ Pg, species ‘A-20499 63 4

d 10 Ps. aeruginosa A-20653 125

Ps.vspecies A-20621 125 125
Ser. marcescens 4-20019 2 4
Ser. marcescens A-20141 16 . 16

' §.?f.'; i : Los datos de la CMI anteriores indican que el .compues-
'?:;->?L 18 to IV (BB-K8) es superior a la kanamicina A en activided,

| especialmente coﬂtra los organismos'resistenfes a la kanami-
cina A. '

Los datos de la CMI también concuerdan bien con los
resultados in yivo para los tres organismos contra los que
ge ensayaron la kenamicina A y el compuesto IV,

EL compuestd IV y la kanamiecina A resultaron igualmentﬂ
i eficaces en las infecciones de ratones causadas por varieda-
des sensibles a la kanemicina A de E. coli A-~15119 y Staph,
aureus A-3537. Aumque los valores DCg,(dosis curativa en el
25 50 % de los ratones letalmente infectados) para el Staph.’
aureus A-9537 sugieren que el compuesto IV es ligeramente me
nos activo que la kanamicina A, esta pequefia diferencia pro-
bablemente no es significativa porque los niveles de dosis
eran muy diferentes (dilucidn 5X).

30 )
Contra la variedad de E. coli A-20520 resistente a la
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kanamicina, la kanamicina A, como era de esperar, no era muy
eficaz in vivo, mientras que el compuesto IV presentaba una _'
marcada accién protectora. El compuesto IV resultd aproxima-
damente diez veces mis activo contra esta variedad de E. coli
cuando se administrd en un régimen de 4 tratamientos en lu~

gar de un régimen de 2 tratamientos.
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. TABLA IIT

Gomparacidn de las actividades in vitro e in vivo-del compue

Stapghylococtus auréus - - Eseheric
, 4-8537 o A-15
Nizero del Do D :
Compuestos ensayo OMT ' Y50 ¢ CMI
Compuesto IV 1 1 T 2,0x2 2
" 2 = . - -
Kanamicina A 1 2 0,5 x 2 -4
] 2 - - .. -
& oI = concentracién minima de inhibieidn ( gybl) Los ensay0s se

Chigholm y colaboradores (Artlmlcrob. Agents and Chemother
do dgar de Mueller-Hinten como medio de ensayo.

= dosis curativa al 50 % (mg/kg/tratados x nlmero de trabami

b
DCBO neamente al cabo de 1 y 4 horas despues de la infeccidn cu
tos y al cabo de 0, 2, 4 y 6 horas después de la’ infeccidn
mientos, Otros asnectos del .ensayo se realizaron en la for
(J. of Antibiotics 22:1, 1969)
c

- = no determinado.




|

_TABLA III

i

ades in vitro e in vivordel compuesto IV y la kanamicina A

Staphylococtus gurcéus = -~ Escherichia coli Escherichia ‘coll
) A-9537 e s A=15119 A-20520
n .D . B

ag o DG° P oyp DCsq CHI DC5q
1 T2,0x2 2 2 x2 2 66 x 2
-° . - - - - - 5 x4
2 - 0,5x2 -4 Ax2. . - 125 200 x 2
- - - - - - - 200 x 4

inhibicidn (Pgﬁﬁl), Los ensayos se realizaron en la forma descrita por
s (Antimicrob, Agents and Chemotherapy — 1969, pég. 244, 1970), emplean
an como medio de ensayo. -

(mg/kg/tratados x nlmero de trgtamientos). Los ratones se trataron subcutd
4 horas después de la infeccidn cuando se administraron los dos tratamien
1°y 6 horas después de-la infeccidn cuando se administraron cuatro trata=-

del .ensayo Se realizaron en 1la forma descrita por Price ¥y colaboradores,
¢
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‘mecénica adecuada, es (il para la preparacién de la ciru-

fecciones bacterianas sistémicas en el hombre cuando se admi-

El compuesto IV es valioso como agente antibacteriano, |
como suplemento nutritivo en piensog para animales, como agen
te terapéutico en el ganado aviar y en animales, inclufdo el
hombre, y especialmente valioso en el tratamiento de las en-—
fermedades infecciosas causadas por las bacterias Gram-posi-
tivas y Gram-negativas.

El compuesto IV, cuando se administra oralmente, es
ﬁtii como tratamiento auxiliar para la esterilizacidén pre~
operatoria de la cavidad abdominal. Tantc la flora aerobia
como la anaerobia que es susceptible a esta droga es reducidsl

en el intestino grueso. Cuando va acompafiada de una limpieza

gla del colon.

El compuesto IV es eficaz en el tratamiento de las in-

nistra parenteralmente a una dosis de unos 250 mg 2 unos
3000 mg diarios, en dosis fraccionadas, tres o cuatro veces .
al dia. Generalmente el compuesto es eficaz cuando se admi-
nistra a una dosis de unos 5,0 a 7,5 mg/kg de peso corporal,
cada 12 horas.

&

DESCRIPCION DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

EJEMPLO 1
Anhfdrido 5-norbornen-endo—2,3-dicarboxilico (XVIII)

La preparacidén se realiza por el procedimiento de O,
Diels y K. Alder, Ann. 460, 98 (1928). A una suspensidn agi-
tada de 98,1 g (1 mol) de anhfdrido maleico en 500 ml de bens

ceno seco ge afiaden gota a gota 66,1 g (1 mol) de ciclopenta-

dieno, con enfriamiento, La mezcla se agita para dar un pre=-
cipitado cristalino que se recoge por filtracidn y se recris-

taliza en ligroina (esencialmente n-hexano = benceno 1:1) pa-

H
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‘Bauer y S.V, Miarka, J. Org. Chem., 24, 1293 (1959). Se afia-

ra dar 116 g (71 %) del producto del titulo, p.f. 164-166°C
(bibl: p.f. 164-165°C).
EJEMPLO 2
N-Hidroxi=5-norbornen-endo-2,3~dicarboximida (HONB)

Jesss)

La preparacidén se realiza por el procedimiento de L.

den 115 g (0,7 moles) del anhidrido de norbormeno (XVIII) a
una solucidén de hidroxilamina preparada afiadiendo 47,5 g
(0,45 moles) de carbonato sbdico a una solucién de 60,5 g
(0,87 moles) de hidrocloruro de hidroxilamina en 140 ml de
agua. La mezcla se calienta a 60-70°C durante 1 hora y se man
tiene en reposo durante la noche en un refrigerador. Los crig
tales se recogen por filtracidn, se lavan con 120 ml de HCL
5 N frio y se secan para dar 84,9 g (70 %) de XIX que funde
a 172°C. las agu;s madres se acidulan a pH 2 y se extraen con
CHCl3 (70 m1 x 10). Por evaporacidén de los extractos en CHCl3
se obtiene una segunda masa de XIX (7,2 g, 6 %), p.f. 170~
1729,

BEJENMPLO 3

Ester de N-hidroxi-5-—norbornen-2,3-dicarboximida del &cido

I-Y-benciloxicarbonilamino=a~hidroxibutirico (XX).

imida (DDG), a 10°C, a una solucidn agitada de 2,53 g (0,01

Se afiaden 2,06 g (0,01 moles) de diciclohexilcarbodi-

moles) de 4cido I-Y-benciloxicarbonilamino~a~hidroxibutirico
¥y 1,79 g (0,01 moles) de XIX en 50 ml de tetrahidrofurano se-
co (THF). La mezela se agita durante la noche a la tempera-

tura ambiente. La diciclohexilurea precipitada se separa por
filtracibn y se lava con THF. El filtrado y las aguas de la-

vado se combinan y evaporan a vacio., EL residuo oleoso (4,5 g
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gse pasa por una columna de gel de silice y se elu&e con ace—
tato de etilo para dar 4,0 g (96 %) del éster activo XX como
aceite incoloro. Espectro infrarrojo (IR; neto): 3300; 1820,
1780, 1735, 1720, 1695 cm-1. Espectro de resonancia magnética
nuclear[hMN (CDC:_L3 + 1 gota de Dzoﬂ :ér(en ppm) 1,63 (2H, q,
J =9 Hz), 2,15 (2H, m), 3,40 (6H, m), 4,60 (1H, d-d, J =7
y 5 Hz), 5,13 (2H, s), 6,20 (2H, ancho), 7,40 (5H, s).
EJEMPLO 4

N-Benciloxicarboniloxi-5-norbornen-2,3-dicarboximida (XVII)

A una solucibn agitada de 2,64 g (0,066 moles) de hidrd
xido sbdico en 50 ml de agua se afiaden 3,58 g (0,02 moles) de
N-hidroxi-5-norbornen~2,3-dicarboximida XIX a 10°C, A la so—
lucidén se afiaden gota a gota 6,82 g (0,04 moles) de cloruro
de benciloxicarbonilo durante un periodo de 40 minutos g
0-5°¢ y la mezcla se agita durante 4 horas a la temperatura'
ambiente; A la mezcla de reaccidn se afiaden 20 ml de n-hexano
para dar un precipitado blanco que se recoge por filtracidn
¥ se seca al aire. El producto crudo se cristaliza en bence-
no - n-hexano pare dar 5,1 g (81 %) de prismas incoloros
XVII, p.f. 121-122°C, IR (KBr): 1810, 1780, 1740, 1630 cm™.
RMN (acetona—ds): ér(en ppm) 1,66 (2H, s ancho), 3,45 (4H,
m), 5,37 (24, 8), 6,12 (2H, %, J = 1,5 Ha), 7,48 (54, ).

Andlisis para 017H15N05:'

Calculado: C, 65,17; H, 4,83; N, 4,47

Encontrado:C, 65,50; H, 4,73; N, 4,44.

 EJENPLO 5

6'-N-Benciloxicarbonilkanamicina A (II) (6'-Cbz-~kanamicina A)

A una solucidn agitada de 4,84 g (0,01 moles) de kana-
micina A -en forma de base libre en 50 ml de THF acuosgo al

50 % se afiaden 3,14 g (0,01 moles) de XVII en varias porcio=
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nes, durante un periodo de 1 hora, a 7°C. La mezela se con-
tinfa agitando durante 4 horas y despuds se evapora a vacio
para separar el disolvente organicoc. La solucidn acuosa Te-
sultante se diluye con 150 ml de-agua y se extfae dos veces
gon 100 ml cada vez de butanol saturado de agua, La capa bu-
tandlica se lava con 100 ml de agua y se evapora a vacio para)
dar 1,78 g dehpoli—Cbz—kanamicina A. La capa acuosa y las
aguas de lavado se combinan y concentran a vacio hasta unoé
50 ml. La solucidn acuosa se pasa por una columna de resina
cambiadora de ibn CG=50 (NHZ, 140 ml), que se desarrolla su-
cegivamente con 200 ml de agua, 1,9 litros de NH4OH 0,05 N,
1,9 litros de NH,OH 0,1 N y finalmente 1 Litro de NH,OH 0,3 N,
El eluato se recoge en fracciones de 20 ml y se divide en las
dos fracciones siguientes sobre la base del valor Rf de la
cromatografia en capa fina LCCF (S-114; 6'~Cbz-kanamicina

Bf 0,23, kanamicina Rf 0,075]. Cada fraccidn se evapora a va-

c¢io y el residuo se seca a vacio sobre pentdxido de fésforo.,

Fraccidn Tubo nim. elufdo con Cantidad Identidad
1 106=-144 NH, OH 0,1 N 3,44 6'=Chbz=~kana=-
(56 %? micina (II)
2 203~-212 NH4OH 0,3 N 0,54 kanamicina
(11 %§ recuperada

La 6'-~Cbz-kanamicina (II) asi preparada es muy pura y
homogénea por cromatografia en capa fina sobre una placa de
gel de sflice, p.f. 217-219°C. Las propiedades f{sico—quimi-
cas concuerdan con las de una muestra auténtica.

 EJENPLO 6
4~N [L=(~)~Y-amino-a~hidroxibutiril) kanamicina A (BB~KS8, IV)
a través de la base de Schiff del benzaldehido

A una solucibn agitada de 6,19 g (0,01 moles) de 6'=
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Cbz-kanamicina (II) en 50 ml de THF al 50 % se afiaden 3 ml
(0,03 moles) de benzaldehido. La mezcla se agita durante 3 hg
ras a la temperatura ambiente, se enfria a 500 y después se
trata con una solucién de 4 g (0,01 moles) de XX en 50 ml de
THF. La mezcla se agita durante 1 hora a 5°C, se ajusta a

PH 2 con HCl 6 N, se agita durante 1 hora mis a la tempera-
tura ambiente y después se evapora a vacio para separar el di
solvente orgénico. La soluecidén acuosa resultante se lava con
20 ml de CH,Cl,, se ajusta a pH 4 con NH4OH al 10 % y se hi=
drogena durante 1la noche con 1,25 g de paladio al 10 % en cax
bbn, bajo la presiSn atmosférica y a la temperatura ambiente,
Se separa el catalizador por filtracidn y se lava con 20 ml
de agua. Se combinan el filtrado y las aguas de lavado, se
ajusta a pH 8 con NH4OH al 10 % y se pasa por una columna de
CG-50 (NHZ, 200 ml1), que se eluye con 0,4 litros de agua,

1,2 litros de’NH4OH 0,1 N, 2,06 litros de NH4OH 0,3 N, 0,92
litros de NH#OH 0,5 N y finalmente 1,2 litros de NH#OH 1,0 N,
El eluato se recoge en fracciones de 20 ml y se separa en las
siguientes fracciones sobre la base del valor Rf en cromatoe
grafis en capa fina sobre placa de gel de aflice (S=110,
ninhidrina) y ensayo en disco empleando B. subtilis PCI 219
¥y B. aerugincsa A 9843, Cada fraccidén se evapora a vacio y se
liofiliza.
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Fraceidn Tubo nim, NH4OH acuoso eluido

rendimiento, peso -

1 90-99 0,3 N
2 152=161 0,3 N

3 162-169 : Q,3 N

4 170=~197 0,3 N~0,5 N
5 198-203 0,5 N

6 238-257 , 1,0 N

%y  amplizado frente a B. subtilis PCT 219

%,  analizado frente a K. pneumoniae A 20680 que es sensible al BB~

al BB-K 11 y al BB-~K 29.

1603 mg (33 #)
483 ng (8 %)
376  mg (6 %)
1877 mg (30%)
100 mg (2 %)
146 mg (2 %)




so elufdo rendimiento, peso % bio-rendimiento

3N ' 1603 me (33 %) 1490 mg (30 #)*'  kenemicina recuperada
3N 483 mg (8 %) | BB-K 29

3N 376 "mg (6 %) 196 mg (3 '%)*2 BB-K 29 + BB-K 8

3 ¥-0,5 N 1877 mg (30%) 1350 mg (23 #)*° BBK 8 + BB-K 11

5 N - 100 mg (2 %) ) BB-K 11

ON : 146 mg (2 %) ' compuesto diacilado
1is PCI 219

oniae A 20680 que es sensible al BB-K 8 y altamente resistente a la kanamicina
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La fraceidn 4 (1,877 g) se disuelve en 10 ml de agua
desionizada. Ia solucidn se ajusta a pH 6 con HCL al 10 %
y se adsorbe sobre una columna GG=50 (NHZ, 15 ml) que se elud
ye con 100 ml de NH4OH 0,3 Ny 200 ml de NH4OH 0,5 N. E1
eluato se recoge en fracciones de 20 ml. Los tubos nims, 6 y
8 a 17 son ninhidrina positivos. Los tubos nims, 8 a 17 se

combinan y concentran e vacio hasta aproximadamente 1 ml, EL

concentrado se trata con 3 ml de metanol y se filtra, E1 file

tro se lava con 0,5 ml de metanol acuoso al 75 %. Se combinay

el filtrado y las aguas de lavado, se diluyen con 10 ml adi-|.

cionales de metanol y se dejan en reposo durante la noche a
la. temperatura ambiente. Se filtra el precipitado amorfo y el
filtrado se siembra para dar cristales incoloros de IV, que
es idéntico a una muestra auténtica. EL filtrado se evapora
a vaclo y se liofiliza. El rendimiento y el andlisis de cada

fraccidén se encuentran en la siguiente tabla.
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iv

polvo amorfo
cristales

polvo liofilizado

Cantidad - . Anflisis
B. subtilis K., paeumon
70 mg 737 w/ng. 927 p
1098 mg 1163 p/mg. - [ 1087 p
180 mg 608 p/ng | 504 p




- 33 -

v et NI S

.Ca.rrbigad; " Anflisis 3; . Rendimiento 7
B. subtilis K. paeumoniae B. subtilis K, pneumoniae
70 me 137 whe | %27 whne 0,9 % 1,1 %
1098 mg 1163 p/mg. * [ 1087 u/mg 19 % 19 %
180 mg 608 p/ng | 504 p/mg 1,9 % 1,6 %
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BBK 11 es la 3"=N-[I-(-)-Y-amino-o~hidroxibutiril] kanami-
cina A. ,
BB-K 29 es la 3-N-[L-(-)-v-amino-u~hidroxibutiril] kanamici-
na A,

EJENPLO 7

Preparacidn de acido L-(-)-Y-benciloxicarbonilamino-g-~hidro-

xibutirico (VI)

A una solucidn de 5,2 g (0,13 moles) de hidrdxido sb-
dico en 50 ml de agua se afiaden 7,4 g (0,062 moles) de acido
I-(~)~Y-amino-o~hidroxibut{rico. A la solucidn agitada se
alladen gota a gota, a O-SOQ, durante un periodo dé media ho-
ra, 11,7 g (0,068 moles) de cloruro de carbobenzoxi y se con-
tinda agitando durante 1 hora més a la misma temperatura. ILa
mezcla de reaccién se lava con 50 ml de &ter, se ajusta a
PH 2 con 4cido clorhfdrico dilufdo y se extrae con cuatro pox
ciones de 80 ml de é&ter., Se combinan los extractos etéreos,
se lavan con una pequefia cantidad de solucidn saturada de
cloruro sddico, se secan con sulfato sbdico anhidro y se fild]
tran. El filtrado se evapora a vacio y el residuo resultante
se cristaliza en benceno para dar 11,6 g (74 %) de placas in-
coloras, p.f. 78,5-79,5°C, [b]D - 4,5° (c = 2, CH3OH). Espec-
tro infrarrojo (IR) EKBr] ¢+ IR (KBr) dc:O 1740, 1690 en™,
Resonancia magnética nuclear (RMN) (acetona—dﬁ) 5 (en ppm a
partir de TMS) 2,0 (2H, m), 3,29 (2H, d-d, J = 6,7 y 12 Hz),
4,16 (1H, d~d, J = 4,5 y 8 Hz), 4,99 (2H, s), 6,2 (2H, ancho)
7,21 (5H, s).

Andlisis para Cy,H;gNOs:

Calculado ¢ C, 56,91; H, 5,97; N, 5,53

Encontrado: C, 56,665 H, 5,97; N, 5,47.




10

- 18

20

25

30

EJEMPLO 8

Ester de N~Hidroxisuccinimida del 4cido L={=)=Y-benciloxi-

carbonilamino~a~hidroxibutirice (VII)

Se enfria a 0°C una solucién de 10,6 g (0,042 moles)
de VI y 4,8 g (0,042 moles) de N’-—hidroxisuccinimida1 en
200 ml de acetato de etilo y después se afiaden 8,6 g (0,042
moles) de diciclohexilcarbodiimida. Ia mezcla se mantiene du-
rante la noche en un frigorf{fico. La diciclohexilurea que. se
gsepara se filtra y el filtrado se concentra hasta unos 50 ml
bajo presidén reducida para dar cristales incoloros de VII®
que se recogen por filtracibn; 6,4 g, p.f. 121-122,5%¢, E1
filtrado se evapora a sequedad a vacio y el residuo cristalid
no se lava con 20 ml de una mezcla de benceno - n-hexano pa—
ra dar una cantidad adicionazl de VII. El rendimiento total
es de 13,4 g (92 #). [a][ 1,5° (c = 2 CHCL,). IR (KBr)
Voo 1810, 1755, 1740, 1680 cm™'. RMN (acetona-dg)6 (en
ppm 2 partir de TMS) 2,0 (2H, m), 2,83 (4H, s), 3,37 (2H,
d~d, J = 6,5 y 12,5 Hz), 4,56 (1H, m), 4,99 (2H, s), 6,3 (2H,
ancho), 7,23 (5H, s). '

| Anflisis para 016H18N2°7‘ N
Calculedo : C, 54,85; H, 5,18; N, 8,00
Encontrado: C, 54,79, 54,70; H, 5,21, 5,20; N, 8,14,
8,12,

1.” GeW, Anderson y colaboradores, J. Am,- Chem. Soc.,
86, 1839 (1964).-

EJEMPLO 9

Preparacidn de N~(penciloxicarboniloxi)succinimida

Se disuelven 23 g (0,2 moles) de N-hidroxisuccinimida
en una solucibn de 9 g (0,22 moles) de hidrdéxido sbédico en

200 ml de agna. A la solucibn agitada se afladen gota a gota
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- teria inscluble y se separa en dos capas. El butanol y las '
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34 g (0,2 moles) de carbobenzoxicloruro enfriando con agua
¥y después la mezcla se agita a la temperatura ambiente duran-
te la noche para separar el derivado carbobenzoxi Que se re-
coge por filtracién, se lava con agua y se seca al aire, Ren
dimiento: 41,1 g (82 %). Por reeristalizacidn en benceno -
n-hexano (10:1) se obtienen prismas incoloros que funden a
78-79°C.

1. G.W. Anderson y colaboradores, J. Am. Chem. Soc.,
86, 1839 (1964).

EJEMPLO 10

Preparacidn de §'~carbobenzoxikanamicina A (IT)

Se enfriaz por debajo de 9°¢ y se agita fuertemente una
solucién de 42,5 g (90 milimoles) de kanamicina A en forma de
base libre en 450 ml de agua y 500 ml de dimetilformamida
(DMF). A la solucibn se aflade gota a gota, durante un pe-
riodo de unas 2 horas, una solucidn de 22,4 g (90 milimoles)
de N_(benciloxicarboniloxi)succinimida en 500 ml de DMF; La
mezcla e agita entre -10° ¥y 0°¢ qurante la noche y después
a la temperatura ambiente durante 1 dia. La mezola de reac-
cién se evapora a presién reducida por debajo de unos 50°C,

F1 residuo oleoso se disuelve en una mezola de 500 ml de agud

y 500 ml de butanol, filtrando la mezcla para separar la ma-

capas acuosas se tratan con 500 ml de agua saturada de buta~
nol por dos veces ¥ otréé dos veces con 500 ml de butanol sa-
turado de agua, respectivamente, utilizando una téenica si-
miler a la distribucidn en contracorriente. Las tres éapas.
acuosas se combinan y evaporan a sequedad bajo presién redue
eida para dar un residuo oleoso, una parte del cual cristali-

za al permanscer en Ieposo a la temperatura ambiente. Al re-
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Pesa 44 g, El producto contiene una pequefia cantidad de
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sidﬁo conteniendo los cristales se afiaden alrededor de 100 ml
de metanol que disuelve el aceite y lo separa de los érista—
les. Después de afinadir alrededor de 300 ol ge etanol, la

mezcla se mantiene a la temperaturs ambiente durante la noche

para dar una masa cristalina que se recoge por filtracidn.

kanamicina A como indica la cromatografia en capa delgada
utilizando n-propanol - piridina - 4cido acbtico - agua
"(15510232:12) como sistema disolventé y ninhidrina como reac-
tivo pulverizado. '

El producto erudo ée disuelve en 300 ml de agua y se
cromptografia en una columna (30 mm de diémetro) de resina
cambiadora de-idn CG=50 (%ipo NHX, 500 ml). La columa se
ir;iga con solucidn de hidrdxido aménico'0,1 N y el eluato :
Se regoge en fracciones de 10 ml. El producto deseado eété
conéenido en los tubos nimeros 10-100, mientras que la kana-
micina A se recupera de las fracciones que se mueven mis len-
tamente y el isdémero o isémeros de posicidn del producto pa;
recen estar contenidos en las fracciones gue se mueven mis
répidamente, Se combinan las fracciones 10-110 y se evaporan
a sequedad bajo presién reducida para dar 24,6 g (45 %) de
un producto incoloro, 6-carbobenzoxi-kanamicina A (II)
[5'-Cbz—kanamicina-A], que comienza & fundir y colorearse
a-204°C ¥y se descompone a 2129 con desprendimiento de gas.
[a]p + 106° (¢ =2, H,0).

GCF (gel de silice F254; ninhidrina).
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Valor Rf

Sistema disolvente 6'~Cbz-kanamicina A Kanemicina A
n~PrOH-~piridina~AcOH-H,0 0,42 0,33 0,15 0,04
(15:10:3:12) (principal) (minori
taridx
Acefona-AcOH-H,0 0,24 0,14
(20:6:74) ,
CHOL 3~MeOH-NH, OH ¢.~H,0 0,76. 0,50
(1343:2:1)
AcOMe-n~PrOH-NH, OH c. 0,20% 0,04%
(45:105:60)

® peteotado con antrona~icido sulfdrico.

Se encuentra que el producto final va acompafiado de ,
dos componentes minoritarios por cromatografia en oapalfina'i
con uno de los sistemas disolventes empleados, Sin embargo,;
el producto final se utiliza sin mis purificacién para la
preparacién de BB=K 8 (IV).

EJEMPLO 11

Preparacin de &cido L=(-)-Y-amino-o=hidroxibutirico a partin

ambutirosina A o B o mezclas de las mismas

Se calientan & reflujo 5,0 g de ambutirosina A (patenw |
te estadounidense 3.541.078, concedida el 17 de Noviembre de
1970) con 160 ml de hidréxido sddico 0,5 N durante 1 hora.
El hidrolizado se neutraliza con HCL 6 N y se cromatografia

gobre una columna de CG—-50 (tipo NHZ). El 4cido L~(=)=Y~amino
a-hidroxibutirico deseado se aisla desarrollando la columna
con agua y separando el agua por liofilizacidn. El 4cido
I~(~)=Y-amino-g~hidroxibutirico se caracteriza como un mate-
rial cristalino con un punto de fusidn de 212,5-214,5°C.

(Columna 2, lineas 31-38, patente estadounidense 3.541.078). .
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no altera el punto de fusidn ni la rotaclon especifica,

dico en - 40 ml de agua se afiaden 53 £ (0,01 moles) de L—a-r

-39 =

BJEMPLO 12

Preparacidn de dcido I~(=)-Y-amino~a~hidroxibut{rico a partiz

de &cido Di-a~hidroxi-Y~-ftalimidobutirico

4) Leg=pidroxi-Y-ftalimidobutirato de deshidroabietilamonio

A una solucidén de 25 g (0,1 moles) de Acido 2-hidroxi-
y-ftalimidobutirico! en 200 ml de etanol se afiade una solu-
cibn de 29 g (0,1 moles) de deshidroabietilamina en 130 ml
de etanol. La solucién se sacude fuertemente durantg 1 minutq
Y se mantiene a la temperatura ambiente durante 5 hora;, du=-
rante las cuales cristalizan unas agujas finas. Los cristales
8e recogen por filtracién, se lavan éon 50 ml de etanol y se
secan al aire para obtener 30,1 g (56 %) de un dlastereomero
de la sal de deshidroabietilamina, p.f. 93-94°¢ [ﬁ]D + 15
(e = 2,5, MeOH). Por recristalizacién en 300 ml de etanol se
obt%enen 23,2 g {43 %) del producto puro; p.f. 94-95°¢,

Bﬂ + 10,8° (¢ = 245, MeOH). Unz nueva recristalizacién
D

Anglisis para 032 2Né 5 Héo

Oaloulado t C, 69,54; H, 8,02 N, 5,07

Encontrado: C, 69,58; H, 8,08; N, 5,07,

1le Yo Saito y colaboradores. Tetrahedron Letters, 1970,
4863.

B) Acido I=(=)=Y—amino~ag~hidroxibut{rico

A una solueidn de 1,5 g (0,014 moles) de carbonato sé-

hidroxi-Y-ftalimidobutirato de deshidroabietilamonio y 60 ml
de éter. La mezela se sacude fuertemente hasta que se ha di-
suelto todo el s8lido. Se separa la capa etérea. La solucidn
acuosa se lava dos veces con 20 m; cada vez de éter y se eva-

pora & 15 ml bajo presidn reducida. ° Al. concentrado se afinder

1

3
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' IR~-120 (H+, 1 em x 35 cm), se lava la columna con 300 ml de

"ge calienta a reflujo. Durante este tiempo la mezecla se con-

‘répidamente comienza a formarse un sdlido blanco. La\mezcla

10 m1 de 4cido elorhfdrico concentrado y la'mezcla Se ca=-
lienta a reflujo durante 10 horas. Después de enfriar, el
fcido £t4lico separado se elimina por filtracién. EL filtra-
do se evapora a presidn reducida. El residuo se disuelve en
10 ml de agua y la solucidn se evapora a sequedad. Esta ope=
racién se repite dos veces para separar el exceso de Acido
clorhfdrico., El jarabe residual se disuelve en 10 ml de agua
y se filtra para separar una pequefia cantidad de dcido fté-

lico insoluble, E1 filtrado se adsorbe sobre wna columna de

agua y se eluye con solucidn de hidréxido aménico 1 N. El

eluato se recoge en fracciones de 15 ml, Las fracciones nine-

hidrina positivas 10 a 16 se combinan y evaporan bajo presiénm

reducida para dar un jarabe que eristaliza gradualmente. Los
cristaleé ge trituran con etanol, se filtran y secan en un
desecador de vacio para dar 0,78 g (66 %) de &cido L-(=)-Y~=
amino-a-hidroxibutirico, p.f. 265-2o%°c, &ﬂiﬁ -29° (¢ = 2,5
Héo). El espectro IR es idéntico al de una muestra auténtica
que se obtiene a partir de la ambutirosina.

| EJEMPLO 13

Preparacidn de 6'-carbobenzoxi=1,3,3"—tri-p-nitrobenzalkans=~

micing A (IIlc)

Se suspenden 9,0 g (14,5 milimoles) de 6'~carbobenzoxi-
kanamicina en 500 ml de etanol absoluto a 24°C y se afiaden

84,7945 g (58,2 milimoles) de p-nitrobenzaldehido. La mezcla
vierte en una solucién amarilla transparente pero a reflujo

se calienta a reflujo durante 3 horas, después se enfria y

el producto se recoge por filtracidn y se lava con una pe~

-
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-quefia cantidad de etanol absoluto. El rendimiento es de
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14,0 g (94,5 %) de un sélido cristalino blanco, p.f. 233-
234° (sin corregir) del producto del titulo IIIc.
Andlisis para 047H51N7O19: ‘
Calculado s G, 55,463 H, 5,05; N, 9,63
Encontrado: C, 55,39; H, 5,08; N, 9,60.
EJEMPLO14

Preparacidn de 1-N-[I—(=)=Y-amino—g-hidroxibutiril] kenami- |
. cina A (IV)

Se disuelven 5,0 g (4,91 milimoles) de 6'-cdrbobenzoxi-
13y 3"=tri-p-nitrobenzalkanemicina 4 en 50 ml de dimefilfor—
mamida (DMF) a 24°C. Se disuelven 2,064 g (5,895 milimoles)
del éster de N-hidroxisuccinimida del 4eido I-(-)=Y~bencile
oxicarbonilamino-g~hidroxibutirico en 20 ml de DMF a 24°C y
se afiaden lentamente y con intensa agitacién a la solucién de
la base de Schiff (IIIc) a lo largo de 75 minutos. Ta solu~
cién se agita a 24° durante la noche. Empleando el vacio del
eyector de vapor, la solﬁcién se seca instanténeamente a unos
40°C. Despuds se evapora repetidas veces con 100 ml de meta—-
nol pafa dar un aceite viscoso, El aceite se disuelve en
100 ml de una mezcla 1:1 de dioxano y agua y se afiaden 10 ml
de Acido acético glacial., La solucidn se introdude en un
frasco Parr de 500 ml junto con 2,5 g de paladio al 5 % en
carbén (Engelhard) y se reduce a una presidn de hidrdgeno
de 45 psi (3,2 kg/cm?) durante 4 horas a 24°C. La cafda total
de presién en este tiempo (frasco cerrado) es de 87 psi
(6,1 kg/cm?), ineclufdas las represurizaciones periddicas. ILa
mezcela se filtra a través de una capa de tierra de diatomeas
gque despuéé se lava tres veces con 50 ml cada vez de dioxano

acuoso al 50 %, Los filtrados combinados se secan instanti-
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neamente y se destilan azeotrdpicamente con 100 ml de n-buta+

nol y finalmente se evaporan instantidneamente repetidas veceg
con metanol dando un aceite viscoso., Se disuelven 30 ml de
metanol y se vierte lentamente en 1000 ml de &ter dietilico
frio (5-10°C) con intensa agitacién. Después de agitaf la .
sugpension resultante durante media hora en un bafio de hielo,
el precipitado se recoge por filtracibn e inmediatamente ée
seca en un desecador a vaclo sobre Pé05.'La mezcla produci-
da pesa 4,9620 g. La CCF (cromatografia en capa fina) indica
que estéd constitufdo principalmente por el compﬁesto IV, ka-
nomicina A y algunas trazas de kanamicina A 4i- ¥y tri-susti-
tufda y contiene 4cido 4-amino-2-hidroxibutirico.

r
Las diversas fracciones se separan utilizando una co-

lumna de vidrio de 40 x 100 mm rellena con Amberlite IRC-50

(forma NHZ, tipo I, 100/200 mallas) para formar unrlecho de-
‘resina de unos 980 mm. Ia columna se cérga con 4,600 g de lé
mezcla cruda disueltos en 1 ml de agua. La columna se elqye
con un gradiente desde H,0 hasta NH4OH 2 N, siendo recogiddi
ol eluato en fracoiones de 15 ml. Se recogen 295 fracciones
¥ después la columna se lava con 1,5 litros de NH,0H 3 N. Se
relinen las fracciones baséndose en sus rotaciones bpticas y
el sélido se aisla de las mismas por liofilizacibn.

Correaidn al
peso de cru~

Frac- = Composi . Peso, do completo, Bioani~ Rendimiento,)

cibnN2 cién g g lisis %
120-150 kana A 1,1654 1,257 809 12,6
201-224 BB-K29 0,40 0,43 -

228~241 BB-E8  0,6523 0,7036  786+101%  19,2%%

X Promedio de 4 andlisis en placa, + desviacibn tipica.

%% 51 se tiene en cuenta la kanamicina A recuperada, la conver
8ién en BB-K8 (IV) es del 3345 %.

. t
-

RN
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= 960 meg/mg (patrén: kanamicina A en forma de base libre).

“ 0i8n enfriada y agltada se afiade 1 mol de

- 43 -

En esta operacidn, la relacién de BB-K8/kenamicina A

es de 0,45,

El compuesto IV, recuperado en este proceso, es idénti4

co a un producto auténtico obtenido por el método descrito
en la solicitud de patenté estadounidense copendiente nfime-
ro de serie 221.378, p.f. 194° (desc.). [ﬁ]i1 +85° (¢ =2,
H,0). Potencia relativa frente a B. subtilis (placa de &gar)

Andlisis para CopHy3N504 3428, 005
Calculado : C, 40,62; H, 6,68; N, 9,87
Encontrade: C, 40,21, 39,79; H, 6,96, 6,87;
N, 9,37, 9,48.
EJEMPLO 15

Preparacidn de la sal monosulfato de 1—N—EL—(—)—Y-amino-a-

hidroxibutiril) kanamicina A

Se disuelve 1 mol de 1—N—ED-(-)—Y-aminp—a—hidroxibuti-
rillkanamicina A en 1 a 3 litros de agua. La solucién se fild
tra para separar el sbélido que no se ha disuelto. A la solu-
fcido sulfirico
disuelto en 500 ml de agua. La mezcla se continla agitando
durante 30 minutos, despuds de los cuales se afiade etanol
frio a la mezcla hasta que se produce la precipitacidn, El
gblido se recoge por filtracién y se determina que se trata
de la sal monosulfato deseada. .

EJEMPLO 16

Preparacidn de la sal disulfato de 1-N-|L—(=)-yamino—a~hidro-
. xibutiril] kanamicina A (BB-K8.2E,S0,)

Se disuelven 35 g de 1-=N-[I-(-)-Y-amino-a—hidroxibuti-
ril] kanamicina A (como el trihidrato de monobicarbonato) en

125 ml de-agua desionizada., Se observa un pH de aproximadsmen
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fo es 32-34 gramos, [a]; H,0 = +74,75, descomposicibn a 220-
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te 9,0. EL pH se reduce a 7-7,5 con dcido sulfirico al 50 %
en volumen/volumen.

Se affaden 8,5 g de Darco G-60 (carbono activo) y la meg
cla se suspende a la temperatura ambiente durante media ho-
ra. Se separa el carbdn mediante filtracidn adecuada y se la-
va con 40 ml de agua. Las aguas de lavado se agregan al fil-
trado.

El filtrado y las aguas de lavado combinados se ajus-
tan a pH 2-2,6 con 4cido sulfdrico al 50 % en volumen/volumer.
Se desprende una gran cantidad de didxido de carbono., La so-
lucidén se deja bajo el vacio de la vitrina agitando durante
20 minutos para expulsar el dibxido de carbono adicional.

A la solucién desgasificada se afiaden 8,5 g de Darco
G-60. La mezcla se suspende durante medis hora a la tempera~
tura ambiente. Se Separa el carbdn medianfe filtracidn ade-
cuada y se lava con 35 ml de agua desionizada. El agua se
agrega al filtrado.

El filtrado y las aguas de lavado combinados se ajus—
tan a pH 1-1,3 con Acido sulflrico al 50 % en volumen/volumed.
Esta solucibn se agrega con répida agitaeidn, a lo largo de
un periodo de 10 minutos,a 600-800 ml de metanol (3—4 volli-
menes de metanol)., La mezcla se agita durante 5 minutos a
PH 1-1,3, se pasa por un tamiz de 100 mallas; se aglita due~
rante. 2 minutos y se deja sedimentar durante 5 minutos. Ia
mayor parte del liguido que sobrenada se separa por decanta-
cibn. La’ suspensidn restante se filtra adecuadamente, se la-
va con 200 ml de metanol y se seca a vacio a 50°C durante

24 horas. El rendimiento de BB-K8(sulfato dihidrégeno)2 amor-

223%,
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1-Ne[i-(-)—Y-amino-a—hidroxibutirii]kanamicina A (IV) en au-

...4_5 —

Andlisis elemental (calculado sobre el peso secoi)
C % 32,7, 33,5, 32,3 33,5
N % 8,78, 8,7, 8,2, 8,8 8,97
S % 8,75, 8,9, 7’87 8,85 . ' 8,2
Cenigzas % nada -

i~Con.tenido en agua por el método Karl Fisher: 2,33, 1,%9,
2,87 % (el contenido tebrico para el monohidrato es 2,25 %

" de agua). Bsta sal es higroscdpica pero no delicuescente.
Después de slmacenar una parte alicuota en aire a la tempe-
ratura ambiente durante 18 horas, el contenido en agua au-
menta hasta 9,55, 9,89 % (el contenido tedrico para un pen;
tahidrato es de 10,33 % de agua).
EJEMPLO 17

6'-N-Cbz-kanamicina (II) en 60 ml de THF acuoso al 50 % ge

-de NH4OH 0,3 N, 1 litro de NH4OH 0,5 N y finalmente 0,5 1li-

sencia de la base de Schiff intermedia

A una solucidn agitada de 1,36 g (2,2 milimoles) de

afiadéen gota a gota 930 mg (2 milimoles) del éster activo XX
en 10 ml de THF, durante un periodo de 30 minutos, & la tem—
peratura ambiente. Lé mezela se agita durante la noche y des-—
pués se hidrogena con 1,0 g de paladic al 10 % en carbdn, ba-
jo la presibn atmosférica a la temperatura ambiente., Se sepa-|
ra el catalizador y se lava con agua. El filtrado y las aguas
de lavado se combinan y evaporan a vacio para separar el di-
solvente orgénico. La solucidn acuosa resultante se pasa por
una columna de CG~50 (NHZ, 70 ml) que se irriga sucesivamente
con 0,4 litros de agua, 0,5 litros de NH,OH 0,1 X, 0,5 litros

tros de NH40H 1 N. El eluato se recoge en fracciones de 20 ml




10

18

20

25

30

- 46~

¥ se divide en fracciones sobre la base dei valor Rf de la
CCF sobre placa de gel de silice (S-110, ninhidrina) y ensayo
en disco empleando B. subtilis PCI 219 y K. pneumoniae Tipo
22 n? 3038 A 20680. Cada fraccidn se evapora a vacio y se
liocfiliza.

EJEMPLO 18

6'=Carbobenzoxi-1, 3, 3"~trisalicilalkanamicing A

Se suspenden 9,0 g (14,5 milimoles) de 6'~carbobenzoxi~
kanamicina A en 500 ml de etanol absoluto a 2400 ¥ se afiaden
58,2 milimoles de salicilaldehido. La mezcla se calienta a
reflujo. Durante este tiempo, la mezcla se transforma en una
solucibn amarilla transparente pero a reflujo comienza a fore
marse répidamente un sélido blahco. La mezcla se calientsa av
reflujo durante 3 horas, después se enfria y el produéto se
recoge por filtracidn y se lava con una pequefla cantidad de
etanol absoluto. El punto de fusidn después de reeristalizar
en tetrahidrofurano-metanol-heptano 4:1:5 y seéar es de
196-198°C.

Anlisis para C,H,N,0,: |

Caleulado ¢ C, 60,62; H, 5,86; N, 6,02

Engontrados C, 58,67; H, 5,73; N, 5,98

Agua Karl Fischer, 2,45,

Andlisis corregido para el agua:

Encontrado: C, 60,14; H, 5,603 N; 6,13,

EJEMPLO 19

Preparacibn de 1-N=[Le(=)=Y-amino-a-hidroxibutiril)kanamici~

na A por el procedimiento in situ

En un equipo adecuado, se suspenden 1000 g (1,074 mo—
les) de 6'-carbobenzoxi-1,3,3"-trisalicilal-kanamicina A en

11.400 ml de THF a 22-25°C. Se afiaden 600 ml de agua con agi-

e i,

LR
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tacibén. La disolucidén se produce en unos 10 minutos. Se afia—

den en forma sélida 181,5 g (0,716 moles) de &cido 4-beneil-

oxicarbonilamino-2-hidroxibutirico y 0,12 moles de N-hidroxi-|

5-norbornen-2,3~dicarboximida a la solucién. El pH esti come~
prendido entre 5,5 y 6,0. Manteniendo la temperatufa a 2é-
25°C, se afiaden 162,3 g (0,787 moles) de diciclohexilcarbodi-
imida disueltos en 3000 ml de THF seco, La suspensién se agi-
ta durente 24 horas a 22-25°C y después se enfrfa a 0-5°C pa-
ra cristalizar la diciclohexilurea, durante 2 horas,

La uree se separa por filtracibn y la torta se iava con
800 ml de una mezcla 95:5 de THF y agua. ElL filtrado y las
aguas de lavado se combinan ¥ su volumen se reduce a vaciq
hasta‘3000 ml, Se afiaden 4000 ml de metanol y de nuévo'se re-~
duce el volumen a 3000 ml a vacio.

4 la solucién asi obtenida se afiaden 2000 ml de meta—
nol absoluto g 46°C y después se siembra con 6'-carbobenzoxi-
1,3,3"~trisalicilal-kanamicina A y se deja enfriar y crista-
1igar durante media a 1 hora, Deépués se afiaden 2000 ml de
agua & 1o largo de media hora, con buens agitasién, a unos
22-25°C durante 2 horas. Después la temperatura se reduce a
0-5° aurante 1 hora.

Se separa el sblido por filtracién y se lava con.900 ml
de una mezcla fria 2:1 de metanol y agua y después con 800 ml
dé metanol., El filtrado y las aguas de lavado se conservan,
La torta es esencialmente 6'-carbobenzoxi-1,3,3"-trisalicilel
kanémieina A recuperada.

El filtrado anterior se diluye con 1000 ml de agua., A
esta mezcla se afladen 2000 ml de cloruro de metileno, A 2500,
se reduce el pH hasta 1,8~2,0 con HCL 6 N; Se mantiene a este

pH durante media hora.
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Se separa la capa de cloruro de metiieno ¥ se lava la
fase acuosa con 2000 ml adicionales de cloruro de metileno,
Las fases orginicas combinadas se conservan para la posible
recuperacién del salieilaldehido.

El pH de la fase acuosa se eleva a 3;5—4,0 con hidréxi-
do ambnico concentrado. Esta solucidn es hidrogenada a lg
temperatura ambiente, a una presién de 50 psi (3,5 kg/bmz)
con hidrégeno gaseoso en presencis de paladio al 5 % eh car-
bén, EL biorendimiento de producto deseado en solucidn es éel
30-45 % del tebrico.

EJEMPLO 20

Preparacidn del compuesto IV empleando diversos porcentajes

molares de N-hidroxi-5-norbornen-2,3-dicarboximida mientras

se mantienen constantes los otrosg porcentajes mo-

lares .

Sustituyendo en el procedimiento del Ejemplo 20 los
0,12 moles de N-hidroxi-5-norbornen~2,3-dicarboximida (HONB)
alll empleados por los diversos porcentajes molares siguien-
tes, se obtlenen log diversos porcentajes de rendimiento del

compuesto IV:

Rendimiento de come-

Experimento n®  Moles % de HONB puegto IV, %
1 0 9,33
2 2 20,07
3 10 31,72
4 50 36,52
5 100 36,01

Puede observarse en los resultados anteriores gque la
reaccién producird el compuesto IV en completa ausencia de

HONB. Sin embargo, también puede observarse que 1os mejores

3
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rendimientos de compuesto IV se obtienen cdando el porcentajel

molar de HONB es de 10 & 50 % de 1la cantidad molar de 4cido

4-beneiloxicarbonilamino-2-hidroxibut{rico empleado en la - |

reaccidén de acilacidn. El mecanismo preciso mediante el cual
transcurre la acilacidén de la kanamicina bloqueada A es des?
conocido, Sin embargo, se observa que la presencié'de HONB

de alguna manera produce mejores rendimientos que los obteni-
dos anteriormente.

| EJEMPLO 21 ,
Preparacibn de 1-N—EL—(-)-Y—amino—a-hidroxibutirii]kanami—

cina A QIVZ

Se disuelven 18,6 g (20,0 milimoles) de 6'-carbobenzoxi

143y3'-trisalicilal-kanamicina A, preparada como se hardes-‘i
crito en el Ejemplo 18, en 55 ml de dimetilformamidé (DMF)
a 45°C. A la solucién anterior se afiaden 7,3 ml de agua y
102 ml de acetona. La solucién se deja enfriar a unos 25°C
y-se afiade de una sola vez 50 ml de una solucién de acetona -
¥ 9,9 milimoles de éster de N-hidroxisuccinimida de &cido
L-(-)-Y—benoiloxicarbonilamino—a-hidroxibutirico, Lg mezcla
de reacoidn se agita a 25°C aproximadamente, durente 40 horas
Posteriormente, se afiaden 150 ml de agua y algunos cristales
de 6'-carbobenzoxi-1,3,3'-trisalicilal-kanamicina A y la mez-
cla se aglta a unos 25°0 Qurante 1 hora seguido de 3 horas &
0-5°C. EL exceso y la base de Schiff del salicilaldehido que
no ha reaccionado eristalizan ¥y Se recogen sobré un filtro.
La:tqrta-del filtro se lava con 60 ml de acetona acuosa al
50.%. Se seca la torta y se pesa para dar 9,4 g de la base de
Schiff récuperada, p.f. (crudo) 170-185°C.

El filtrado.procedente de la operacidén anterior se tra-

ta con 40 ml de cloruro de metileno y el pH se ajusta desde

L]

e
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6,2 hasta 2,0 para separar mis material de partida. Se sepé-
ran las capas y la capa acuosa se extrae dos veces con 40 ml
cada vez de cloruro de metileno. Se ajusta el pH de la ?capa'
acuosa a 3,7 & Se purga a vacio un pequefio volumen de aceto-
na y cloruro de metileno., Ia solucibén acuosa se hidrogena
después con 3,0 g de paladio al 5 % en carbdn como cataliza;
dor, a 24°C, durante 15 horas y a 45 psi (3,2 kg/cm?) de hi=-
drégeno. La mezcla de reaccidn se filtra a través de tierra
de diatomeas para separar el catalizador. EL filtrado se ajus:
ta a un volumen de 100 ml, Se toma una muestra de 1 ml de
esta solucidn para el ensayo en placa y en disco. EL ensayo
en placa indica 1a~presencia de 1936 meg/ml de compuesto IV
¥ el ensayo en disco da un resultado de 2325 meg/ml que co—
rresponde a un rendimiento del 33,4 % del producto final.

Los 99 ml restantes de soluciln se concentran hasta un
volumen de unos 30 ml y se hacen pmsar por ﬁna columnaicroma—
tografica como se ha descrito anteriormente, por ejemplo en e
Ejemplo 14, Las fracciones combiﬁadas conteniendo el compueg-
to IV, 500 ml, se concentran hasta unos 20 ml, después se
afiaden 45 ml de metanol y a continuacibn se afiaden gota a go=
ta alrededor de 25 ml de isopropanbl para eristalizar el pro-
ducto. EL material oristalino se recoge en un filtro, se lava
con una mezcla 50:50 de metanol e isopropanocl y se seca para
dar 2,31 g de compuesto BB-K8 de férmula IV, El ensayo en
placa del sblido da un resultado de 836 meg/mg indicador de
uné pureza del 83,6 % y un rendimiento real de compuesto pu~
ro de férmula IV del 33,3 % calculado sobre los 9,9 milimo~
les del material de partida.

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

berd recaer sobre las siguientes:
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REIVINDICACIONES _

1. Un procedimiento me jorad

o para la preparacién de

.un egente antibacteriena de formula:

CH2

HO

cuyo procedi

HO

HO

HO

HN

-~NH 5

0

HO

CH,0H

HO

H
OHo-N-C-0-CHp~CeHs

)

miento comprende las etapas consecutivas de:

A) tratar el compuesto de férmula:

HO

(1I1)

NH2
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con un aldehido seleccionado entre el grupo formado por ben-
zaldehido, salicilaldehido, p-nitrobenzaldehido, p-metoxiben-
galdehido y pivaldehido, en una proporeidn de un mol de com-
puesto II por éada tres moles como minime de aldehido, para

producir el compuesto de férmula,

0

‘ H
HO CH,=N~C~0-CHp=CgHg

HO

donde 2 es un radical de férmula

H H H
~N=C NOo, S ’ =N=C OCH3 ;

HO
CH
H H 3
. =N=C. o ~N=C — C “—'CH3 H ¥
\
CH3

B) tratar el compuesto III in situ con el compuesto

ae férmula
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—O—g—?H—CHé—CHé-NHﬁg—O-CH2—06H5
CH

XX

en una relacidén de 1 mol de compuesto III por cada 0,5 moles
como minimo de compuesto XX y después hidrogenar el residuo
in situ para producir el compuesto de férmula IV.

2, Un procedimiento segin la Reivindicacién 1, que
consiéte ens

A) tratar el compuesto de férmula II con un aldehido

seleccionado entre el grupo formado por benzaldehido, p-nitro
benzeldehido, salicilaldehido, p-metoxibenzaldehido, y pival-
dehido, en una proporcién de un mol de compuesto II por cada
tres moles como minimo de aldehido, en etanol absoluto, meta-

nol, n-propanol, cloruro de metileno, isopropanol, n-butanol,

sec-butanol, terc-butanol, tetrahidrofurano, dioxano, dimetil
formamida 0 acetona, o mezclas de los mismos, O una mezcla
con agua, en un intervalo de temperaturas comprendido entre

5°0 y aproximadamente la temperatura de reflujo, durante un

periodo de tiempo de unos 30 minutos a unas 5 horas, para pro;
ducir el compuesto de férmula III donde Z es un radical de

£6 a
ormulas Ho

-N= N0, , ~N=C
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CH3
~N=C OCH3 0 ~N=C~—C ——-—CH3 ;
CH3
¥y

B) tratar el compuesto III con el compuesto de fir~
mula XX, en una relacién de un mol de compuesto III por cada
0,5 moles como minimo de compuesto XX, en un intervalo de
temperatura comprendido entre unos -10° ¥ unos +35°q duran-
te 1 hora como minimo, en un sigtema disolvente como el des—
orito en la Etapa A; después separar el disolvente orginico
e hidrogenar el residuo in situ con nidrégeno, en presencia
de un catalizador metalico del grupo formado por paladio;
platino, niquel Raney, rodio, rutenio y niquel, en agua 0 en
un sistema formado por agua y un disolvente miscible con agua
geleccionado del grupc formado por agua y dioxano, tetrahidro
furano, éter dimetilico de etilenglicol y &ter dimetilico de
propilenglicol, a un pH de 3-5, para producir un compuesto de
férmula IV.

3. Un procedimiento gegin cualgquiera de las Reivindi-
caciones 1 y 2, que consiste en:

A) tratar el compuesto de férmule II con un aldehido

geleccionado entre el grupo formado por benzaldehido, sali-

éilaldehido, p-nitrobenzaldehido ¥ p-metoxibenzaldehido, en

t

una relacidn de 1 mol de compuesto II por cada 3 moles como
minimo de aldehido, en etanol absoluto, metanol, n-propanol,
isopfopanol, oloruro de metileno, n-butanol, sec-butanol,
terc-butanol, tetrahidrofurano, dioxano, dimetilformamida o

scetona o una mezcla de estos o una mezela de estos con agua,

enn un intervalo de temperaturas de 5° a 40°G, durante un pe-

267"
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riodo de tiempo de unos 30 minutos a unas 5 horas, para pro-

ducir el compuesto de férmula III, donde Z es un radical de

férmula
HO
H H H
-N=C NO,, =N=C ’ -N=
H .
0 ~N=C OCH3; y

B) tratar el compuesto III in situ o después de aislar-
lo con el compuesto de férmula XX, en una relacién de un mol
de compuesto III por cada 0,5 & 1,0 moles aproximadahente de
compuesto XX, en un intervalo de temperaturas de +5°C a 35°C,
durante 1 a 3 horas, en un sistema disolvente como el descri-
to en la Etapa A; después separar el disolvente e hidrogenar
el residuo in situ con hidrégeno; en presencia de un catali-
zador metélico selecoionado.entre gl grupo formado por pala-
dio, platino, nfguel Raney, rodio, rutenio ¥y niquel, en agua
o en un sistema formado por agua ¥y un disolvente miscible
con agua, seleccionado entre el grupo formado por agua ¥y
dioxano, tetrahidrofurano, &ter dimet{lico de etilenglicol
y éter dimetf{lico de propilenglicol, a un pH de 3-5, para

producir el compuesto de férmula IV,

4. TUn procedimiento segin cualquiera de las Reivindi
caciones 1 a 3, que consiste en:
A) tratar el compuesto de férmula II con un aldehido

seleccionado entre el grupo formado por benzaldehido, sali-

iz
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cilaldehido. y p-nitrobenzaldehido, en una relacién de un
mol de compuesto II por cada tres moles aproximadamente de
aldehido, en etanol absoluto, metanol, n-propanocl, isopropa-
nol, n-butanol, sec-butanol, ferc-butanol, tetrahidrofurano,
dioxano, cloruro de metileno, dimetilformamida o acetona o
una mezcla de estos o mezclas de estos cbn agua, en un in-
tervalo de temperaturas de 5% a 4000, duranfe un periodo de
tiempo de unos 30 minutos a unas 5 horas, para producir el

compuesto de férmula III donde Z es un radical de férmula:
HO

H : H
—N:C —-y -N = N02 ’ —N=C

“e

y

B) tratar el compuesto III in situ o después de aislarl
con el compuesto de férmula XX en una relacién de 1 mol de
compuesto III por cade 0,5 a 0,85 moles de compuesto XX, a
temperaturas de +5°C a 30°C, durante 1 a 3 horas, en un sis-
tema disolvente como el descrito en la Etapa Aj después ge~
parar el disolvente e hidrogenar el residuo in situ con hi-
drbgeno, en presencia de un catalizador metédlico selecciona-
do entre el grupc formado por paladio; platino, niquel Raney
rodio, rutenio ¥y niquel, en agua o en un sistema formado por
agua y un disolvente miscible con agua, seleccionado entre
el grupo formado por agua y dioxano, tetrahidrofurano, &ter
dimetilico de etilenglicol y éter dimetilico de propilen-
glicol, a un pH de 4 aproximadamente, para ﬁrodueir el com~
puesto de férmula IV.

5., Un procedimiento segin cuaslquiera de las Reivindica

ciones 1 a 4, que consiste en:

T

2=

/7
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de compuesto IIIa por cada 0,6-0,75 moles de compuesto XX,

4) tratar el compuesto de férmula II con benzaldehido
en una relacidn de 1 mol de compuesto II por cada 3 moles
aproXimadamente de benzaldehido, en una mezcla aproximada-
mente 1:1 de aguay tetrahidrofurano, a unos 20—3000, durante
2 a 4 horas aproximadamente, a un pH de 10 aproximadamente,

para producir el compuesto de férmuls

H
HO CHp=N-C-0-CHp—CgH

HO
HO

N=H-©

H
@'C}:N (II1a)

O

B) tratar el compuesto IIIa in situ o después de alslar

lo con el compuesto de férmula XX, en una relacidén de 1 mol

a una temperatura comprendi@a aproximadamente entre 20 y

30°C, durante un periodo de tiempo de 1 a 3 horas, en un sis
tema disolvente como el descrito en la Etape A, una mezcla
de cloruro de metileno, metanol y agua o una mezcla de di-
metilformamida, acetona y agua; después separar el disolven-
te orglnico a vacio, ajustar el pH a 4 con hidrdxido amdnico
e hidrogenar el residuo in situ con hidrdgeno a la presidn

atmosférica, en presencia de paladio en carbén, para producif

77

el compuesto de férmuls IV.

v



10 °

18

20

25

30

BELEE

6. Un procedimiento segin cualquiera de las Reivindicd
ciones 1 a 4, que consiste en:

A) tratar el compuesto de férmula II con salicilalde=-
hido en una relacién de 1 mol de compuesto II por cada 3 mo-
les aproximadamente de salicilaldehido, en una mezcla apro=
ximadamente 1:1 de agua y tetrahidrofurano, a unos 20-30°C
durente 2 a 4 horas aproximadamente a un pH alrededor de 8,

para producir el compuesto de férmula:

0
HO CHZ—N'—C—O-CHZ—C 6H5
HO : HO
HC H
=C
“H
X H
o CHy=OH =
H P
C=N g
//// (IIIb)

H HO ///
Y
B) tratar el compuesto IIIb in situ o después de aisglar

lo con el compuesto de férmula XX, en una relacidén de 1 mol
de compuesto IIIb por cada 0,6~0,75 molesg aproximadamente

de compuesto XX, a una temperatura comprendida entre unos 20
¥y unos 30°C, durante un periodo de tiempo de 1 a 3 horas,

en un sistema disolvente como el descrito en la Etapa A, o
una mezcela de dimetilformamida, acetona y aguaj; después se-
parar el disolvente orgénico .a vacio, ajustando el pH g 4
con hidréxido aménico e hidrogenar el residuo in gitu con

hidrgeno a la presidn atmosférica, en presencia de paladio

247"
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sobre carbdn, para producir el compuesto de fbérmula IV.

?. Un procedimiento segin cualquiera de las Reivin-
dicaciones 1 a 4, en el que la Etapa B consiste en tratar
un compuesto de férmula III in situ o después de aislarlo
con el compuesto de férmula XX tembién formado in situ por
reaccibén de los compuestos de foHrmula

9 Q
HFO—E—CHFCH2—CL2—NH—g—O—CH2~C6H5
b |
(v1)

¥y
0

. i
ﬁ//g\\f,EQ—OH
b ;

o

O VA

seguido de la adicidn de diciilohlxilcarbodiimida, en una
relacidn de 1 mol de compuesto III por cada 0,5-1,0 moles
aproximadamente de cada uno de los compuestos VI y diciclo-
hexilcarbodiimida y alrededor de 0,005 a 0,25 moles de com-
puesto XIX, en un intervalo de temperaturas comprendido aprg
ximadamente entre -102C y +359C, durante 10 horas como mi-
nimo, en un sistema disolvente como el descrito en la Eta-
pa A; después separar el disolvente orgénico e hidrogenar el
residuo in situ como se ha-descrito en cualquiera de las
Reivindicaciones 1 a 4 para producir el compuesto de formu-~
la IV.

8. Un procedimiento segln la Reivindicacidn 7, donde
en la Etapa B un compuesto de férmula III se trata in situ

o después de aislarlo con el compuesto de férmula XX tambiéi

formado in situ por reaccidén de los compuestos de férmulas

//

d
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H—O—g-CH—CHZ-CH2—-NH-—[C‘—O-CHZ-C ;8
0K
(vI)
¥

| -0H
' y (XIx)
seguido de la adicidn de diciclohexilcarbodiimida en una
relacidn de 1 mol del compuesto III por cada 0,5 a 0,85'mo-
les aproximadamente de cada uno de los compuegtos VI y di-
ciclohexilcarbodiimida y alrededor de 0,05 a 0,425 moles de
compuesto XIX, a temperaturas comprendidas entre”+5°C N
25°C, durante 1 & 3 horzz, ¢rn vn sistema disolvente comd el
descrito en la Elapz L.
9. Un procedimiento segin cualquiera de las Reivindicat
ciones 7 y 8, donde, en la Etapa B, un compuesto de férmula
III se trata in situ con el compuesto de férmula XX tembién

formado in situ por reaccidn de los compuestos de férmulas

0O
; |
[{—O—G-L{H—CH‘?—CHQ—NH—G—O—CH2~G 68
OH
(vi)
y

IIX)

seguido de la adicidn de diciclohexilcarbodiimida en una re-

» .-

£

/
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lacidn de 1 mol de compuesto IIT por cada 0,5-0,8 moles
aproximadamente de cada uno de los compuesto VI y diciclo-
hexilcarbodiimida y alrededor de 0,05 a 0,425 moles del com

puesto XIX, a temperaturas de +152C a +309C, durante 15 a

10. Un procedimiento segin la Reivindicacién 5, donde,
en la Etapa B, un compuesto de férmula IIIa se trata in sitd
o después de aislarlo con el compuesto de formula XX tadnién

formada in situ por reaccidn de los compuestos de férmula:

Q )
O 'ﬁ_cl:H-CHZ-CHQ-NH-g:-o-CHQ ~CHs
OH
(VI)
¥
0
F/ﬁj;T/thFOH
N 7./ (XIX)

N

con agitacién, seguido de la adicidn de dicilohexilearbodi-
imida en una.relacidén de 1 mol de compuesto III por cada
0,6-0,75 moles aproximadamente de cada uno de los compues-
tos VI y diciclohexilcarbodiimida y drededor de 0,06 a
0,375 moles del compuesto XIX, en un intervalo de tempera-
turas de +252C a +552C, durante 15 a 25 horas, en una mez-
cla 1l:1 de tetrahidrofurano y agua.

11. Un procedimiento segin la Reivindicacidén 6, donde
en la Etapa B, un compuesto de firmula IITb se trata in situ

o después de ais’arlo con el compuesto de fdérmula XX también

formedo in situ por reaccién de los compuestos de férmulas:

p

7
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9:1 de tetrahidrofurano y agua.

H—O—&-THHCHQ-CHQ-NH;G—O-CHQ-GSHs

OH
(V1)

y

-O0H
(X1X)

0

con agitacién, seguido de la adicién de diciclohexilcarbo-

‘diimida en una relacidn de 1 mol de compuesto IIIb por cada

0,6-0,75 moles aproximadamente de cada uno de los compues—

tos VI y diciclohexilcarbodiimida y alrededor de 0,06 a
0,375 moles de compuesto XIX, en un intervalo de temperatu-

ras de +20%C a 30°C, durante 15 a 25 horas, en una mezcla

- RIS

12. Se reivindica por Gltimo como Bbjétb'sébre el
que ha de recaer la Patente de Inwencidén que se solicita:
UN PROCEDIMIENTO MEJORADO PARA LA PREPARACION DE UN AGENTE
ANTIBACTERIANO. '

Todo conforme queda descrito y reivindicado en la pre
sente Memoria descriptiva que consta de sesenta y dos pégi-

nas mecanografiadas.

Madrid, 1% de N
BERNARD,

~

epbre de 1974
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