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RESUMEN DE LA INVENCION

Se obtiene un rendimiento mayor del compuesto dcido

78~ (2-tienilacetamido)-7-metoxi~3~carbamoiloximetil-3-c efem— - =

4-carboxilico o sus ésteres, a partir del compuesto &cido
7B-(D—S—amino—s—carboxivaleramido)-3-carbamoiloximetil—7-

metil-3~cefem-4—carboxilico, efectuando la acilacibn de es—

te Gltimo compuesto en presencia de zeolitas de aluminosili- -

cato comerciales, también conocidas como "tamices molecula- -

res", El procedimiento puede ser empleado més extensamente

pars preparar una 7-acilamidocefalosporina a partir de una . -
cefalosporina con un grupo 7—aciiamido diferente, sin tehef e
que aislar y purificar ¢l intermediario 7-amino. Los produé%é‘f?

tos finales tienen utilidad como antibibticos de amplio es;jaif;

pectro.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Un método de produccidén de 7-acilamidocefalosporinas

empleadas en medicina como antibidticos consiste en prepae'fp

rar le T-aminocefalosporina enéloga y después acilarla‘para'fj-i

e
Te

s

obtener el producto deseado. Bste método adolece dél'incbnp é'i?'\

veniente de gue es necesario aislar y purificar primero la ;i.

7-aminocefalosporina intermedis, Por consiguiente, se han
buscado otros métodos que eviten la necesidad de preparar
el 4cido T-aminocefalosporémico,

Mis recientemente, también se ha encontrado que las

cefalosporinas que llevan un sustituyente metoxi en Jugar

. em
)
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del sustituyente hidrbgeno en 0-7 gson producidas por diver-
sos microorganismos. Bstas cefalosporinas contienen una ca-
dena lateral de aminoadipoilo que es preferiblemente separa;
da para dar nuevas To-metoxicefalosporinas de mayor activi—
dad antibidtica.

COMPENDIO DE LA INVENCION

De acuerdo con esta invencibn, hemos encontrado que
los compuestos de cefalosporina pueden ser intercambiados

como sigue?

H R!

BN_ \N—'—r
B“/ E
CH, OCNH Vs CH,CCNH,,
07 0 R,.

COOR"

1 111

H! S
R'—N'T_—-]// '
S

' COOR"
III

donde B' y R' representan grupos acilo diferentes, Ry re-
presenta hidrbgeno o un  sustituyente como metoxi y R" re-

presenta hidrbégeno o un grupo de blogueo fécilmente separa~—
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ble.

Por lo tanto, en el diagrama de flujo anterior, el
compuesto de cefalosporina I es intercambiado con un agen-
te acilante en presencia de un tamiz molecular como catali
zador, para producir el compuesto de T-diacilimidocefalospo-
rina (II) que después es escindido para producir el nuevo
compuesto de T-acilamidocefalosporina (III),

- Ta etapa de produccidn del producto diacilado se efec
t(a mejor poniendo en contacto intimo el compuesto de cefa=-
losporing con un agente acilante, en un medio disolvente

adecuado y en presencia del tamiz molecular. La temperatu~

_ra a la cual se lleva & cabo la reaccidn no es especizlmen-—

“te critica y en general son satisfactorias unas temperatu-

ras de unos -20°C a unos 1oo°c, aunque se prefiere efectuar:

. la‘reacci6n a temperaturas de unos 50 a unos 90°¢. Son mé—:j

dios adecuados para llevar a cabo esta reaccidén los disol-

ventes que no contienen un hidrdgeno activo, como cloroformo,

acetonitrilo, cloruroc de metileno, dioxano, benceno,. halo- -
benceno, tetracloruro de carbono, éter dietilico y simila-
res., El ggente acilante puede ser un haluro de acilo, un an-

hidrido o un anhfdrido mixto aungue generalmente se prefie-

,re_‘emplear un haluro de acilo, por ejemplo un clorurc de

acilo, como agente acilante.
Los tamices moleculares gue son Gtiles en esta inven~-

cibn son las zeolitas de aluminosilicato. En términos gene-



10

15

20

25

reles, las zeolitas naturales pueden definirse como un gru-—-
po de aluminosilicatos hidratados, sbélidos, cristalinos, de
bases monovalentes y divalentes, gue son capaces de perder
parte o la totalidad de su agua sin cambiar de estructura
cristalina, adsorber otros compuestos en luga;.délagua Sepa-
rada y capaces de experimentar intercambio bésico, Una zeo=-
1lita sintética, por otra parte, se sintetizé a partir de una
combinacién de bxidos basicos (AlO,, Si0y, Nay0, X0, etcs)
en un sistema acuoso para dar una estructura cristalina hi-
dratada o semihidratada. Después del tratamiento térmico, las
zeolitas pueden considerarse précticamente anhidras. Las zeo-
1itas sintéticas se catacterizan y clasificen fundamentalmen-—
te por métodos de difraccién de los rayos X por el polvo.
Aunque se carece de un método quimico sistemadtico para nom-
brar los aluminosilicatos complejos gintéticos, histéricamen
te se asigna a cada nueva zeolita sintética una letra o gru-
po de letras ¥y némeros arbitrarios. El significado de estos
s{mbolos arbitrarios es muy conocido por los expertos en la
técnioa.

Se ha encontrado que 1as8 zeolitas sintéticas de las
clases A y X son especialmente ventajosas para emplear en el
procedimiento de acilacidén entes descrito. El tamafio de po-
ro de las zeolitas puede estar comprendido aproximadamente '
entre 3 y 15 &. Las zeolitas pueden ser précticamente anhi-

dras o contener algo de agua de hidratagién. La cantidad de

&
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agua en peso contenida en la zeolita puede oscilar entre
0y 30 %

El sustibuyente en la gosicién 3 de los compuestos I,
II y III anteriores es -CH,OCNH,. La. reaccidén de trans-aci
lacidn funciona igualmente bien cuando se emplean compues—

tos en los que la posicidn 3 puede ser representada por

=CH,4, donde A es hidrbégeno u otrossustituyentes conocidos

en la técnica. Asi, si A es hidroxi, inecluye la lactona-for-

mada con el grupo carboxi en 4 y si A es amino, incluye la

lactamg formada con el grupo carboxi en 4. El sustituyente A e

~ también puede representar azido, halégeno, ciano, alcoxi,

ariloxi, aralquiloxi, heterociclooxi, mercapto, alquiltio,
ariltio, aralquiltio, heterociclotio, amino, alqﬁilamino,
alcanoilamino, hidioxifeﬁilo, aciltio, aciloxi, sulfamoiloxi
Yy similares. Los heterociclos pueden ser heteroanillos de

5 & 6 miembros conteniendo uno o mas &tomos de nitr&geno,
oxigeno o azufre, tales como (1—metil—1,2,3,4—tetrazolilo)},
El grupo acilo puede ser un grupo alcanoilo inferior.-de 2 &
6 4tomos de carbono o tiocarbamoiloxi y los derivados N-gl-
quilicos o N,N—dialquilicos de carbamoiloxi o de tiocarba=
moiloxi, El1 grupo alquilo de los sustituyentes anteriores
contiene de 1 a 6 &tomos de carbono y puede estar ademis sug
titufdo con radicales como alcoxi, haldgeno, amino, ciano,
carboxi, sulfo y similares,

Los sustituyentes acilo representados por B' y R! en

. e
v



10

15

20

25

las férmulas I, II y III anteriores son preferiblemente radi
cales de &cidos carbox{licos. B' es aminoadipoilo cuando los
compuestos son producidos a partir de ciertos microorganis—

mos, tales como S. clavuligerus, S. Lipmanii o S. lactamdurans.

~ 8in embargo, B' también puede ser cualquiera de los grupos aci .

1o cominmente empleados en el campo de les cefalosporinas. B!
puede ser sustituido por cualquier grupo R! también empieado
en este campc. B! y R' pueden ser representados por la férmu=~
la general R, R, CHCO donde Ryg ¥ Ryq sOR definidos mis ade-
lante y representan un grupo preferido de sustituyentes de-
pido & su actividad antibidtica dtil en general. R,, repre-
senta hidrdgeno, haldgeho, amino, guanidino, fosfono, hidro-
xi, tetrazolilo, carboxi, sulfo o sulfamino. Ry, representay '
fenilo, fenilo sustituido, un anillo heterociclico monoci- i,
clico de 5 & 6 miembros conteniendo uno o mds &tomos de oxi
geno, agufre o nitrdgeno en el anillo, heterociclos susbi-
tufdos, feniltio, grupos tio heterociclicos o heterociclicos
sustitufdos o ciano. Los sustituyentes pueden ser haldgeno,
carboximetilo, guanidino, guanidinometilo, carboxaminometilo,
aminometilo, nitro, metoxi o metilo. Son ejemplos de los gru
pos acilo preferidos, bien B' o R', que pueden ser menceiona—
dos Ql fenacetilo, 3-bromofenilacetilo, p~aminometilfénil—
gcetilo, 4-carboxilmetilfenilacetilo, 4-carboxamidometilfenil-
acetilo, 2-furilacetilo, 5-nitrofurilacetilo, 3~furilacefilo,

2-tienilacetilo, 5-clorotienilacetilo, 5-metoxitienilacetilo,
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a;guanidino-z-tienilacetilo, 3—tienilacetilo, 4~metiltienil-
acetilo, 3-isotiazolilacetilo, 4-metoxi-isotiazolilacetilo,
4-~isotiazolilacetilo, 3-metilisotiazolilacetilo, 5-isotia-
zolilacetilo, 3—cloroisotiazolilacétilo, 3-metil—-1,2,5—-0xa—
digzolilacetilo, 1,2,5-tiadiazolil-4~acetilo, 3~metil=1,2,5=
tiadiazolil~4-acetilo, 3-cloro-1,2,5-tiadiazolil-4~-acetilo,
3-metoxi-1,2,5-tiadiazolil-4—-acetilo, feniltioacetilo, 4=pi=-
ridiltiomcetilo, cianoacetilo, tetrazolilacetilo, a=fluor-

fenilacetilo, D-fenilglicilo, 3~hidroxi-D-fenilglicilo,

o-tienilglicilo, 3-tienilglicilo, fenilmalonilo, 3-clorofe- " -

nilmelonilo, 2-tienilmalonilo, 3-fienilmalonilo, a~fosfono-

fenilacetilo, a-sulfamjnofenilacetilo, a~hidroxifenilacetilo, .

a-tetrazolilfenilacetilo y a-sulfofenilacetilo.
La reaccién I—.II esquemdticamente representada mas
arriba es una reaccidn de equilibrio, Se emplea un exceso

del agente acilante (que contiene el grupo R') para aumentar

el rendimiento del producto final deseado III. EL producto

diacilado intermedio II debe ser escindido para separar el g

grupo B! con objeto de preparar el producto final III. Esta

escisibn se realiza de varias formas., En primer lugar, tie-

- ne lugar la escisibn esponténea (en presencia de un eXces0 -

molecular del agente acilante haluro de R') simplemente pro-
longando el tiempo de reaccibn. En segundo lugar, cuando
hay agua presente en los tamices moleculares, el agua actia

como agente de escisidn y el producto acilamido final es



recuperado con un alto rendimiento. Estos dos métodos pue- -
den ser caracterizados como “pasivos" en el sentido de gue B
no hay necesidad de agregar un "agente de escisién" distin~
to a la mezcla de reaccidn. |

Un tercer método de escisibén es el resultante de la
adicidn de alcohol bencilico, un aleanol o un alquil(infe-
rior)tiol de 1 a 6 Atomos de carbono. Pambién puede agregar—
gse Acido clorhidrico como agente de escisidn, como un cuar- ‘

to0 agente.

DESCRIPCION DE LAS REALIZACIONES PREFERTDAS

De acuerdo con una realizacibén preferida de esta in-— .
vencidn, ahora se ha ehcontrado que las cefalosporinas, co-
mo las obtenidas por fermentacién de varias especies de

Streptomyces, pueden ser convertidas en derivados con un

grupo acilo diferente en lugar del grupo aminoadipoilo sin
escindir primero este grupo ¥ después reacilando el com~
puesto T-amino intermedio, El procedimiento general es ilus-

trado en el siguiente esquema de reaccidns

COOH
ca(cHa)sgN %E__r/s . CH(CH2)3C§
N%I2 /—‘ P G_H2A ) S CHZ

COOH COOH
v 1 VII
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COOR"

g
CH(CH ) R —N—-—(s

o//—-N S CH,A
COOR" COOR" -
VIII

COOR"

fH(CH ) &N
> CHQA

COOR"
VI

En las férmulas del esquema de reaccidn anterior, R,
representa hidrdgeno o metoxi; A representa hidrdgeno o un
sustituyente no afectado durante las reacciones descritas
0 reconvertible en el mismo por separacién de cualquier
grupo protector o de blogueo, en el caso mis preferido aee-:
toxi o carbamoiloxi; R' representa un grupo acilo como se

ha definido; R representa hidrdgeno o un sustituyente de

- Ploquec o protector; R, representa un sustituyente de blo=

queo o protector, siendo ambos fécilmente separados cuando
se utilizan métodos comunes en la técnica.
De acuerdo con el esquema de reaccidn anterior, el

compuesto de cefalosporina IV o un derivado del mismo, don-—

- 10 =
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de el sustituyente amino y/o los grupos carboxi estén opcio-'
nalmente blogueados o protegidos (V), se hace reaccionar con’
un agente acilante en presencia del tamiz molecular para pro
ducir el producto diacilado intermedio(VI o VII) El radical
aminoadipoilo de este Glitimo producto se escinde después se-
lectivamente para producir el nuevo compuesto acilado de ce
falosporina (VIII) o una sal del mismo cusndo R" es hidré-
geno, '

Aunque esta invencidn puede ponerse en practica sin
bloguear o proteger los grupos amino y carboxi de la cefalos~
porina de partida (VII), generalmente se prefiere efectuar-
la blogueando o proteg¥endo primero los grupos amino y car-
boxi ya que con estos compuestos protegidos se obtienen ren
dimientos méximos del nuevo compuesto de cefalosporina de=—
seado.

Une descripeidn ilustrativa y més detallada del pro-
cedimiento preferido de esta invencidn estd indicada en el

siguiente esquema de reaccidn:

NH
e enh oy
?H(CHa)BC—N-————r/’
s - 1
COOH 047 LNPZ gl %:
COOH
IX

- 1] -
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HRlHl
RN _. :
)
// / CH2A
0
COXR4
XIII
HR B S

XIV

donde R, representa hidrdgeno o metoxi, A' carbamoiloxi o

1

acetoxi Y R2 representa un grupo de bloqueo o protector.

El radical COXR4 indica un grupo carboxi o un grupo tioccar~

boxi bloguéados (X es 0 o S; R, es un grupo de bloqueo) y

R' representa un grupo acilo. 7
De acuerdo con este procedimiento, el grupo amino del

compuesto de cefalosporina de partida (IX) es el primero |

bloqueado (R2) por reaccidn con un reactivo adecuado para

proteger el sustituyente 5'-amino, Asi, el grupo amino es

blogueado con grupos protectores del amino tales como acilo;

aroilo, alcoxicarbonilo, algquilsulionilo, arilsulfonilo y

similares, de acuerdo con métodos conocidos en este campo,

- 13 -
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Los grupos especificos adecuados para bloguear el grupo ami

no que pueden ser mencionados son el tricloroetoxicarbonilo,

terc-butoxicarbonilo, benzoilmetoxicarbonilo, trimetilsili- :

lo, p-metoxibenciloxi, 2-nitrofenilsulfenilo, 2,4-dinitro-
fenilsulfenilo, cloroacetilo, p-nitrofeniltio, p-nitroben—
zosulfonilo, p-toluensulfonilo, metanosulfonilo, benzoilo,
p-clorobenzoilo, p-nitrobenzoilc, toluolilo y similares,

aunque generalmente preferimos utilizar el derivado p-to-

luensulfonilico.o benzoilico, gque es convenientemente prepa- .

rado haciendo reaccionar el compuesto de cefalosporina con

cloruro de p-toluensulfonilo o con cloruro de benzoilo mien— -

trﬁs se mantiene basict el pH de la mezcla, es decir, entre
9y 10.

Generalmente se prefiere llevar & cabo las reacciones

antes descritas con un compuesto de cefalosporina en el que

los grupos carboxi de la cadena lateral de aminoadipoilo y

de la posicidén 4 estén anilogamente blogueados o protegidos .

(XI) ya que se obtienen rendimientos miximos del producto

~ deseado con estos derivados. Aungue el grupo carboxi en la

cadena lateral de aminoadipoilo no tiene que ser necesaria—
mente desbloqueado, ya que Se separa en la etapa de esci-
sibn, es preferible que el grupo de bloqueo 0 proteator pue-

da ser separado fécilmente de la posicién 4 paras obtener el

dcido libre sin romper el grupo de B-lactama ya que los com= . -

puestos de cefalosporina son habitualmente empleados en for- '

- 14 -
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ma de sales tales como las sales metdlicas alcalinas o las
gales aminicas. Los grupos protectores adecuados para este
fin son conocidos. Son ejemplos de derivados adecuados que
podemos mencionar los ésteres de alcoholes, fenoles, mer—
captanos y tiofenoles donde el grupo —COXR4 representa los
ésteres. En esa férmula general, X es oxigeno o azufre y'R4
representa el radical de un alcohol o de un'tiol tal como
metilo, etilo, terc—butilo,'un,alquilo sustituido como fta- -
limidometilo, succinimidometilo, fenacilo, un fenacilo sus- ¢
tituido por ejemplo p-bromofenacilo, un grupo etilo P=sus '
titufdo como 2,2,2-tricloroetilo, 2-metiltioetilo, 2-(p-me-
tilfenil)etilo, 2-(p-mttilfenil)sulfoniletilo, 2-metilami-
noetilo o 2-cloro(o bromo)etilo, bencilo, un grupo bencilo
sustitufdo como p-nitrobencilo, p-metoxibeneilo, 3,5-dini-
trbbencilo, 2,4,6-trimetilbencilo, 3,5-dicloro-4-~hidroxi-
bencilo y similares, un grupo bengohidrilo o benzohidrilo
sustituido como p-metoxibenzodhidrilo, un grupo aciloxialqui-
lo como acetoximetilo o pivaloiloximetilo, un grupo.alcoxi
como metoximetilo o un grupo arilo monocielico, por ejemplo
fenilo o fenilo sustitufdo tal como p-nitrofenilo o 3,5-di- -
nitrofenilo., Se ha encontrado que el grupo més conveniente
utilizado para bloguear el grupo carboxi es el metoxXimetilo,
donde X es ox{geno., Estos grupos protectores o de blogueo |
para los sustituyentes carboxi se preparan facilmente por

procedimientos muy conocidos en esta téenica,

- 15 =
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El compuesto de cefalosporing protegido se hace reac-
cionar despueés con un agente acilante en presencia del tamiz
molecular, como los descritos antés, para obtener el pro-~
ducto imidado o diacilado (XII). El agente acilante puede
ser un haluro de &cido (cloruro o bromuro) o wun equivalente
funcional del mismo tal como un anhidridc de Acido, un mer-
capturo, un anhidrido mixto de Acido con otros 4cidos carbo-
x{licos, un éster activado del &cido carboxflico tal como
el éster p-nitrofenflico y similares.

Los agentes acilanfes preferidos empleados en el pro=-

cedimiento de esta invencidn son los derivados de &cidos -

carboxilicos, Los grupes acilo preferidos que representan

R!' en el esquema de reaccibn anterior son los de férmula ge-

neral:

donde X es hidrdgeno, haldgeno, amino, azido, guanidino,

fosfono, hidroxi, tetrazolilo, carboxi, sulfo o sulfamino;
Ry es fenilo, fenilo sustituido, un anillo heteroeiclico

monociclico de 5 & 6 miembros conteniendo uno o mis &tomos
de oxigeno, azufre o nitrégeno en el anillo, heterociclos .
sustituidos, feniltio, feniloxi, grupos tio heterociclicos
o heterociclicos sustitufdos, alquilo inferior (1 a 6 &to-

mos de carbono) o ciano; los sustituyentes en el grupo R3

- 16 =
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son halbgeno, carboximetilo, guanidino, guanidinometilo,
carboxamidometilo, aminometilo, nitro, metoxi o metilo.

Cuando el agente acilante contiene grupos como amino
o carboxi, estos grupos pueden ser blogueados o protegidos
durante la reaccién de acilacién y mis tarde separados por
métodos conocidos. Alternativamente, el agente acilante
puede contener un sustituyente tal como azido.que mis tar—
de puede ser reducido a sustituyente amino siguiendo méto-
dos conocidos. .

Son agentes acilantes especialmente preferidos que.
podemos mencionar los que contienen un grupo acetilo o ace-
tilo sustitufdo tal como fenilacetilo, tienilacetilo, (2=
y 3-tienilacetilo), furilacetilo, (2- y 3-furilacetilo),
a-hidroxifenilacetilo, fenoxiacetilo, o~formiloxifenilace-
tilo, 1-tetrazolilacetilo, a-aminofenilacetilo, feniltio-
acetilo, a-azidofenilacetilo y otros, ya que los compuestos
de cefalosporina acilados resultantes poseen mayor activi-
dad antivibtica.

El agente acilante se emplea en exceso molar sobre la

cefalosporina de partida, preferiblemente de 2 a 6 veces

més de agente acilante que de cefalosporina.

El tamiz molecular empleado es uno cualquiera de los
facilmente encontrados en el mercado. Preferiblemente, se
utiliza una zeolita sintética de estructura cristalina re-

gular y tamafio de poro uniforme, Los tamices nés cominmen-

- 17 -
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" te asequibles, tipos 34, 44, 5A y 13X, funcionan todos en

esta invencidn. Estos tamices tienen las siguientes propie

dades:

i po Férmula Difdmetro de poro
38 KNa, [(410,) 1, (5105)] 27850 32
44 Nayp[(410,),,(510,)] 2700 , 43
54 Caygles [(4105),,] .305,0- 58

13X Nagg [(410,)4(510,) 6] 3,0 108

Los tamices se encuentran en forma esencialmente an=
hidraj; pueden ser utilizados en esta forma o deshidratados
gés hasta 0 % + 2 % de agua, calentando a temperaturas ele-
vadas (2lrededor de_560°c 6 més) antes de su uso o bien pue-/'z
den ser utilizados cuando contienen hasta alrededor del 30 %
de agua de hidratacién (calculado en peso). Los tanices hie
dratados se preparan dejéndoloé en reposo en una cAmars o

ambiente de gran humedad o suspendiéndolos en agua y des—

.. pués ajustando hasta el contenido en humedad deseado por se-

cado a vacio o secado a la temperatura ambiente o a tempe—~
raturas elevadas. )

En general, este secado dura alrededor de 2 a 5 horas;
aunque no existe un limite eritico del tiempo. El nivel de

humedad puede ser medido utilizando el método de Karl

‘Fischer, téenica generalmente aceptada o por cuzlquier otra

metodologia adecuada,

- 18 -
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La etapa de conversidn del compuesto de cefalospo-
rina protegida (XI) en la imida y en el producto diaecila~
do (XII) ge efectia preferiblemente  poniendo en contacto
{ntimo el compuesto de cefalosporina con el agente acilan=
te, en un medio disolvente adecuado, en presencia del ta—
miz molecular deseado. La temperatura a la cual se efec-—
tha esta reaccidn no es critica y son en general satisfac-—
torias unas temperaturas comprendidas entre -20°¢ y 100°G
aproximadamente. Sin embargo, como la reaccién al parecer
depende de la temperatura y transcurre mis rapidamente a '
temperaturas mis altas, se preficre efectuar la reaccibn
2 temperaturas comprefdidas entre 50° y 90°C aproximadamen~-
te, Los més adecuados como medios para la mezcla de reac-
¢ibn son diversos disolventes que no contienen un hidré-
geno activo como cloroformo, acetonitrilo, cloruro de me-
tileno, dioxano, benceno, halobenceno, tetracloruro de car—
bono, 1,2-dicloroetano y &ter dietilico. BEs importante man

tener la suspensidn en movimiento agitindolo durante la

. reaccidn,

La cantidad de tamices necesaria para la reaccidn de
intercambio puede variarse para adaptarse a las condicio-
nes de operacidn elegidas, En genersl, se prefiere utili-
zar cantidades aproximadamente iguales en peso del material
de partida y de los tamices, aunque es posible emplear una

relacibén ponderal de compuesto de partida a tamices de 1 a
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0,5-2.

Como ya se ha mencionado, el grupo acilo ofiginal es
escindido por diferentes rutas. En al gunos casos es sufi-
ciente un sencillo "envejecimiento" de la mezcla de reac-
cibn, v.g. cuando los tamices contienen entre 10 y 30 %
de agua, durante 30 minutos a 30 horas. Puede afiadirse un
alcanol, un alquil(inferior)tiol o alcohol bencilico des—
pués de un periodo de “envejeqimiento" més breve. El alca~
nol o el alquil(inferior)tiol puede tener de 1 a 6 &tomos
de carbono y preferiblemente es metanol, etanol, isopropa-
nol o terc-butanocl. También puede afiadirse Zcido clorhidri-
co para efectuar la escisidn. Durante la reaccidn de acila~
cién, se produce cierta escisibn "esponténea" del grupo
aminoadipoilo, debido al caricter de equilibrio de la reac—
cibn, que depende de las condiciones bajo las cuales se
efectia la acilacidn. Un calentamiento prolongado de la
megzcla de ;eaccién da lugar a la escisidén del grupo amino-
adipoilo y la preparacidn del compuesto de cefaloqurina-
T-acilado deseado, especislmente cuando los tamices contie~
nen més del 10 % de agua.

La separacidén del grupo protector o de blogueo so=
bre la funeidn carboxi se realiza de acuerdo con procedi-
mientos muy conocidos en este campo. Asi, por ejemplo, el

grupe metoximetilo se separa empleando 4cido clorhidrico

- a 0—10°C; el grupo triclorovetoxiéarbonilo se separa por
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reaccidn con cinc y Acido acético y los grupos terc—buto-

xicarbonilo y benzohidrilo se separan por reaccidn con édci

do trifluoracético. Otras separaciones se realizan con la

misma facilidad,

EJEWPLO 1

-Acido 3-carbamoiloximetil-7-metoxi~78-tienilacetamido—3~

cefem—4—~carboxilico

Etapa A: Acido 78—(D-5—tosilamino~5-carboxivaleramido)—3—

carbamoiloximetil~7-metoxi-3~cefem~4~carboxilico -

Se mezelan 45,0 ml de una solucidn acuosa que con-

tiene 49,5 mg/ml de sal monosddica del &cido Tp-(D-5-ami-

no—s-carboxivaleramiﬁn)—3—earbamoiloximetil—7-metoxi-3—

cefem~4-carboxilico con 450 ml de acetona y 450 ml de agua.

El pH de la mezcla se ajusta & 9,5-9,6 con una solueidn

de sosa 8l 50 %y se afiaden poco a poco 19 g de cloruro de

tosilo en 100 ml de acetona. El pH se mantiene a 9,5-9,6

mediante la frecuente adicién de solucidn ciustica. Al ca-

bo de 15-20 minutos el pH se hace estable; la sulfonilacién

se prosigue durante un tiempo total de 1 hora., Las tempera-

turas de la solucidn son de 20-23°C durante todo el perio-

do de reaccidn.

Despuds de esto, la solucibn se enfria en un bafio

de hielo y el pH se reduce a 7 por adicibén de HC1 1:1 (en-

friado con hielo)., La solucidn se extrae empleando acetato

de etilo. La capa de acetato de etilo se lava a su vez con

Y
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100 ml de una solucidn de cloruro sbdico al 5 %. Se des—
precia la capa orginica y las capas acuosas junto con
500 ml de acetato de etilo se reajustan a 2,5 y se separan

las capas. La capa acuosa se extrae de nuevo tres veces

con 500 ml de acetato de etilo. La capa de acetato de eti- 3

lo se vuelve g lavar con 100 ml de una solucidn saturada
de cloruro sédico, Los extractos se secan con sulfato sé-—

dico y el disolvente se concentra g pequefio volumen (tem~ -

peratura: 30°C).

Después la solucidn concentrada se disuelve en 200 ml

de isopropanol, se calienta a 40-45°C y se afiaden 5,8 ml

de &cido acético y 21,6 ml de diciclohexilamina,

Esta suspensidn se deja enfriar lentamente y se enve

Jece durante la noche a la temperatura ambiente., Se filtra

durante la noche a la temperatura ambiente bajo alto va=-

cio.

El producto, sal de diciclohexilamina de 4cido Tp=
(D~5=-tosilamino=5-carboxivaleramido)-3~carbamoiloximetil-

T-metoxi-3-cefem—4-carboxilico, se obtiene con un rendi-

miento de 44,5 g;

UV: (pH regulador a pH 7,0) hmax 2620, € % 94,7.
Peso equivalente (valoracidn con H0104) 481,5 (teb=

rico: 481,5).

el producto, se lava con 100 ml de isopropanol y se seca
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Mndlisis para 047H74N6O1152:
Calculado : C, 58,60; H, 7,74; N, 8,72
Encontrado: G, 58,29; H, 7,29; N, 8,73
Etapa B: Ester dimetoximetilico del &cido 7f—(D-5-tosil-

amino-S—carboxivaleramido)—-3—-carbamoiloximetil—-

7-metoxi-3-cefem—-4~carboxilico

En un matraz de tres bocas se introducen 20 g de la
sal tosilica de la Etapa A. Se afiaden 200 ml de cloruro
de metileno y la suspensidn se enfria alOOC en un bafio de
hielo, bajo nitrégeno. A la mezcla de reaccién se afiaden,
durente un periodo de 90 minutos, con buena agitacién y
enfriando con hielo, %,1 ml de éter clorometil-metilico
en 30 ml de cloruro de metileno, Transcurrida 1 hora des-
pués de la adicién, se introduce una solucién de 1,58 ml
de collida en 5 ml de cloruro de metileno.

Despuds de las adiciones, la mezcla se agita duran-
te 2 horas mis, se filtra y la torta del filtro se lava
con cloruro de metileno seco. Después de extraer con solu-
ciones acuosas de Acido fosférico, clorurc sédico, bicar-
bonato sddico y cloruro sbdico, la torta del filtro se la-
va con cloruro de metileno. La capa orgénica se seca, sé
filtra, se concentra hasta pequefio volumen y se cristali-
za. El producto, el éster dimetoximetilico del &cido
75-(D—S—tosilamino—S-carboxi—valeramido)—3—carbamoilokimg

til-~7-metoxi-3-cefem~4~carboxilico, se obtiene con un ren-
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dimiento de 9,6 g (83,5 %#). EL espectro ultravioleta y la ero
matografia en capa fina indican solamente el componente senci
1lo en el producto,. '

Etapa C: Acido 3-Carbamoiloximetil-7-metoxi~7B8-tienilaceta-

mido-3-cefem—~4~carboxilico

A una suspensidn agitada de 6,9 g del éster tosil-
metoximetilico de la Etapa By 7,5 g de tamiées moleculares .
pulverizados del tipo 4A (600 mallas ; nidratado hasta el 17 % -
2 % de agua) en 85 ml de 1,2=diclorcetano se afiaden 5 ml de ;
cloruro de 2-tienilacetilo destilado. La suspensidn agitada
se calienta a 65°C durante 16 horas bajo atnbésfera de nitré-
geno, |

La reaccidn se vigila utilizando una cromatografia en

oapa fina., Después del tiempo indicado, el componente princi- .i

pal de la mezcla de reaccidn es el compuesto intermedio de—
seado. Entonces se afiaden 0,8 ml de metanol y la suspehsiGn
se envejece durante 2 horas mis. En este punto, el &ster 4-
metoximetilico del producto deseado es el compuesto prédomi~
nante en la suspensién.

El éster se hidroliza enfriando la solucidén anterior
a 259C, filtrando y lavando con metanol frio. El filtrado j
las aguas de lavado se combinan y enfrian a 0°C. Se afiade una-
solucién a 0°C de 20,8 ml de HCL concentrado y 23,6 ml de me-
tanol y la solucibén se calienta a 15%¢ ¥ se aglita a esta mis-

ma temperatura durante 2 horas y 40 minutos. En este momen-—
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to se realiza un andlisis por cromatografia en capa fina. El
pH de esta mezcla se ajusta haciendo burbujear primero éxido
de etileno en la cantidad necesaria para ajustar el pH en un
valor comprendido entre 2 y 2,5 y después llevando el pH a

un valor comprendido entre 5 y 6 por adicién de hidrdxido sé-
dico sbélido. Se filtra la mezela y se separa la capa de di-
cloroetano. La capa acuosa fria contiene la sal sbdica del
producto. Esta capa se purifica empleando cromatografia en co
lumna, utilizando resina IRA-68 en el ciclo de nitrafo, sien-
do el eluyente una solucidn reguladora de fosfato 0,02 M a
pH.7,0. El rendimiento final de producto es 1,74 g, mostran—
do una mancha Gnica por ;romatografia en capa fina. El éngu-
lo de rotacién es 192°C. Ia identidad del producto es confir-
mada empleando RMN como herramienta analitica; el producto es
el &cido 3-carbamoiloximetil-T-metoxi-7B-tienilacetamido-3—
cefem-4~carboxilico deseado, p.f. 165-167°C.

El material de partida, la sal monosédica del Acido
78~ (D-5~amino-5-carboxivaleramido )=3-carbamoiloximetil~7~me-
toxi-3-cefem-4~carboxilico, utilizado en el ejemplo anterior,
8@ prepara como sigue:

Preparacién de sal monosbdica de &cido 7B~(D-5-amino-5-carbo-

xivaleramido )—3-carbamoiloximetil~T-metoxi~3-cefem—4-carboxi-~

Lico

Procedimiento de fermentacidn modificado

Etapa 1: Cultivos ineclinados

Un tubo liofilizado de Streptomyces lactamdurans
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(NRRL 3802) se abre asépticamente y el orgenismo se trans-

fiere a un medio de la siguiente composicidns

Medio XT:

Melazas de azlcar morena 1%
Levadurs National Brewer 1%
Agar Difco a pH 7;0 2,5 %

Agua hasta el volumen necesario.
Tos cultivos inclinados se inoculan durante 7 dias a

28%¢, Cuando se almacenan en frio, los cultivos son esta-

" bles durants mis de 13 semanas.

Etapa 2: Pases de siembra: Sistema en dos fases

Primera siembra: Ia primera siembra se inocula direc-

tamente desde el cultivo inclinado de la Etapa 1 en 40 ml
de.levadura desecada primaria al 1 % N.F., pH 7,0 (obteni~ '

da de la Yeast Product Corporation) en un Erlenmeyer de

250 ml provisto de tabiques. Los matracks se sacuden des—

pués en un sacudidor rotatorio a 220 rpm con un recorrido
de 2 pulgadas (5 cm) a 28°C, durante un periodo de 2 a 3
dias- V

Segunda siembra: Un inoculum al. 2,5 % procedente de

la primera fase de siembra se agrega & un matraz que con-
tiene un autolizado de levadura Fleischmann S-150 al 2 %,
pH 7,0. El crecimiento en esta fase es caracteristicamente

ligero y 1la incubacidn, realizada como en la primera fase,

no se prolonga mas de 48 horas.
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Etapa 3: Medio de produceidn

El medio de produccién contiene, por litro de agua des
tilada, 30 g de solubles de destileria, 7,5 g de levadura .
seca primaria N.F. y 0,25 % en volumen/volumen de un pro-
ducto de petrdleoc emulsionado (Mobilpar-S) como antiespu=—
mante. ‘E1 medio se ajusta a pH 7,0 con una pequeiila canti-
dad de una solucidn concentrada de hidrdxido sédico dispen—
sada en los matraces Erlenmeyer'y se trata en autoclave du—
rente 15 a 20 minutos a 121°C. Despuds de enfriar el medio,
recibe un inoculum al 2,5 % de la siembra obtenida en la
Etapa 2. EL tiempo de ipcubacidn puede variar entre unas
50 y unas 100 horas pero se prefiere un periodo de incuba-—
cidn de unas 72 horas. El volumen de medio en cada matraz
puede variar entre 30 y 50 ml pero rutinariamente se utili-
zan 40 ml. EL nivel de incculum puede variar entre 1y 5 %
pero, en la préctica, generalmente se emplea un nivel del
2,5 %.

Etapa 4: Andlisis

Cuando la fermentacién es completa, se separan las cé-
lulas por centrifugacidén y el caldo se diluye con regula-—
dor de fosfato a pH 7,0. La concentraciln de dcido T7p—(D-
S=amino-5=-carboxivaleramido )-3~carbamoiloximetil~7-metoxi=
3-cefem-4-carboxilico en el caldo de fermentacién se deter—
mina por un método habitual de ensayo en disco biolbgico.

El organismo de ensayo emplezdo es el Vibrio percolans
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(ATCC 8461). Unos discos de papel de filtro se sumergen en

los caldos dilufdos y se colocan sobre la superficie de

unas placas Petri conteniendo agar que se inoculan con el

organismo ensayado Vibrio percolans (ATCC 8461). También se

colocan sobre estas placas Petri unos discos gue han sido

sumergidos previamente en soluciones patrones gque contienen

concentraciones conocidas de &cido 7-(D~5-amino-5-carboxi-

valeramido)-3—carbamoiloximet11;7-metoxi-3-cefem—4—carboxi—
lico. Los discos se incuban durante la noche a 28°C y se
registran los didmetros de las =zonas de ihhibici6n. Ia cog.
centracidén de producto y el caldo fermentado.se calculan
porrinterpolacién a partir de la curva patrdn Que relaciona
el didmetro de la zona con las concentraciones conocidas de
soluciones patrones del producto. Por este procedimiento,

se calcula que el Streptomyces lactamduransg NRRL-3802 pro-

dujo 78,6 Pg/ﬁl de Acido 7p-(D-5-amino-5-carboxivaleramido)—
3-carbamoiloximetil-T-metoxi-3—-cefem—4-carboxilico en el pro-
ceso de fermentacidn modificado.

Etapa 5: Aislamiento

El caldo filtrado se ajusta a pH 7,0 con &cido clorhi-

drico dilufdo y se pasan 2900 ml a través de una columna gque

contiene una resina cambizdora de anidn fuertemente bisica
(100 g) con una matriz de estireno-divinilbenceno (resina
Dowex 1 x 2 en el cielo de cloruro) a 10 ml/minuto. El di-

solvente agotado se recoge en fraecciones de 500 ml..La co—~
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lumnas de resina se lava con agua y se eluye con cloruro amé
nico al 3 % en metanol al 90 %. El eluato se recoge en frag
ciones de 100 ml. Se vigila la actividad de las fracciones;
las fracciones mis activas se combinan, se ajustasu pH a
7,2-8,0 con hidréxide sbédico diluido y se adsorben gobre
100 g de una resina cambiadora de anibn fuertemente bisica
con una matriz de estireno-divinilbenceno, (resina Dowex
1 % 2 en el ciclo de cloruro) a 14 ml/minuto. La columna se
lava con agua y s; eluye con solucibn acuosa de cloruro sé-
dico al 5§ %. El concentrado se diluye hasta 500 ml, se ajus;
ta desde pH 8,8 a pH 2,0 con &dcido clorhidrico diluido y se
adsorbe sobre 25 ml de una resina cambiadora de catibn fuqf
temente Acida, del tipo de sulfonato, con una matriz de es-
tireno~-divinilbenceno (resina Dowex 50 X 2 en el ciclo de
hidrdgeno) a 2,5 ml/minuto. La columna se lava con 25 ml
de agua y después se eluye con piridina al 2 % hasta que el -
pH del efluente de la columna asciende a 7,0 (54 ml)._El
eluato asi obtenido se ajusta a pH 8,0 con hidréxido sbdico
dilufdo y se concentra a vacio para separar la piridina y
dar la eal monosdédica del Acido 7g~(D-5-amino-5-carboxiva=
leramido)=3~carbamoiloximetil=7-metoxi=3~cefem~4~carboxili-~
co.

Andlisis elemental para 016Hé1N4309Na:

Calculado : C, 41,0 %; H, 4,5 %; N, 12,0 %; S, 6,8 %;

-

Encontrado: C, 39,31%; H, 4,76%; N, 11,16%; 8, 6,46%.
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EJEMPLO 2

Acido 3-carbamoiloximetil-7-metoxi-7B=fenilacetamido—3-cefem~

4—-carboxilico

Etapa A: Ester dimetoximetilico del Acido 7R (D=5-tosil-

amino-5—carboxivaleril)fenilacetilamido] =3-~carba~

moiloximetil-7-metoxi-3-cefem—4~carboxilico

Se calienta a 40°C, durante 20 horas, una solucibn de

W oo

9,3 g (10 milimoles) del éster dimetoximetilico del decido
75—(D-S-tosilamino—secarboxivaleramido)—3—carbamoiloximetil—
T-metoxi-3~cefem-4=-carboxilico, 10,8 g de tamices molecula-

res pulverizados del tipo 12A (hidratados hasta el 20 % + 2%

de agua) ¥ 5,3 ml (40 milimoles) de cloruro de fenilacetilo
en 50 ml de acetonitrilo, Transcurrido este periodo, la nez
cla se enfris a la temperatura ambiente y se filtra. Ei‘fil— :
trado se evapora a sequedad y se tritura con hexano., El re-
siduo insoluble conteniendo el éster dimetoximetilico dei'
feido 7g-[(D-5-tosilamino-5-carboxivaleril)fenilacetilamino]-
3-carbamoiloximetil-7-metoxi-3~cefem-4-carboxilico, se em~
plea sin purificacidn en la préxims etapa.

Etapa B: Acido 3~carbamoiloximetil—7-metoxi-7B=Ffenilacetami-

do=3~cefem=4=carboxilico

El producto crudo de la Etapa A se disuelve en 50 ml .
de 1,2-dicloroetanc. Entonces se afiaden 1,0 ml de metanol
¥ la solucidn se agita durante 1 hora. El éster metoximeti-

lico se hidroliza afiadiendo a 0°C una solucidén de 20 ml de
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HOL concentrado en 25 ml de metanol y agitando a 15°C duran-

te 3 horas. El producto se aisla y purifica utilizando el

 mismo procedimiento general que en el Ejemplo 1. Se obtie-

ne el producto, &cido 3~carbamoiloximeti}~T-metoxi-7f-fenil-
acetamido-3-cefem-4-carboxilico, con un punto de fusién de
159-161°C y unos espectros ultravioleta y de resonancia mag-
nética nuclear que concuerdan con la estructura atribuida.

EJEMPLO 3

Acido 3-carbamoiloximetil—?-metoxi-75—(z—furilacetamido)-3—

cefem~4—carboxilico

Se hace reaccionar el 4ster dimetoximetflico del &cido

78— (D-5-tosilamino=5=carboxivaleramido )-3-carbamoiloxime~

'til—7—metoxi—3-cefem—4—carboxilico con clorurc de 2-furil—

goetilo en presenqia de 12 g de tamices moleculares hidrata—r
dos del tipo 4A (hidratados hasta el 15 % + 2 % de agua),
siguiendo los procedimientos que acabamos de deseribir. La
cadena laterai ¥y el grupo blogueador del &ster se separan
también siguiendo los procedimientos deseritos. El producto
obtenido es el 4cido 3-carbamoiloximetil-7-metoxi-~78-(2~fu-
rilacetamido )=3=cefem-4~carboxilico, p.f. 156-161°C; UV(re-
gulador & PH 7,0) Amax 265 jm. &.7200 y los espectros IR
¥y RMN concuerdan con la estructura.

De la misma manera, ge prepara el producto 4cido 3-car-
bamoiloximetil-7-metoxi~7f~tiofenoxiacetamido=3~-cefem~4~caxr .~

box{lico, utilizando cloruro de feniltioacetilo en lugar de
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cloruro de 2-furilacetilo. EL producto tiene un punto de
fusibn de 119-123°C, UV (regulador a pH 7,0) A oo 247 pm,
£ 10400 y un espectro RMN concordante,

EJERMPLO 4

Acido 3-acetoximetil~7B=(2-tienilacetamido )—~3-cefem~4—car-

boxilico

Etapa A: Acido 78~(D-5-tricloroetoxicarbonilamino~5-carbo~

xivaleramido)—~3~acetilmetil-3-cefem-4~carbox{lico

A una solucidn de 2,5 g (0,53 moles) de &cido 76-(3-5~ ﬂ4f

amino—s-carboxivaleramido)-3-aeetoximetil—3ecefem—4—9arbo--7

x{lico en 13 ml de scetona y 40 ml de fosfato hidrdgeno di-

potésico acuoso al 10 ¥ se afiaden gota a gota 3,35 g

(0,159 moles) de cloruro de tricloroetoxicarbenilo. Duran=—
- te la ad@cién, el pH de la solucidn se mantiene en el in-
tervalo de 8,5 a 9,0 mediante la adicién gradusl de una so- -

lucidn acuosa al 17 % de hidréxido sbdico, Al cabo de 30 mi 7

nutos, la mezcla se lava con acetato de etilo y la capa;'

acuosa se acidula hasta pH 2,5 eon 4cido clorhidrico concen .filf

trado. El producto precipitado sme extrae en acetato ds eti= :

lo, la solucién se seca sobre sulfato sddico, se filtra y

el disolvente se separa para dar 2,7 g de 4cido 75—(D-5-',i<7'.;

triéloroetoxicarbonilamino—s-carboxivaleramido)—3—aeetil—

metil-3~cefem—4~carboxilico.,
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Etapa B: Ester dibenzohidrilico del decido 7-(D-5-tricloro-

etoxicarbonilamino-5-carboxivaleramido)=3-acetoxi=-

metil-3-cefem-4~carboxilico

A una solucibén de 4cido 78-(D-5-tricloroetoxicarbonil-
amino-5-carboxivaleramido)-3-acetilmetil-3-cefem-4-carboxi-
lico en 30 ml de acetatd de etilo se afiaden 2,0 g de dife~
nildiazometano en 25 ml de éter. La mezcla se agita duran-

“te la noche y se separa el disolvente para dar 4,0 g de pro—
ducto crudo. Este Gltimo se purifica por cromatografia so- ' sff
bre gel de s{lice empleando cloroformo como eluyente paradér
2,3 g de éster dibenzohidrilico de dcido 7—(D-5-tricloro-
etoxicarbonilamino~5-cérboxivaleramido )=-3-acetoximetil=3-
cefem~4-carboxilico esencialmente puro. 1 _

RMN (Disolvente = CDCly) &= 2,0 (metilo; s), 4,9 (10—Hé,

cuartete), 3,2 (2-H,, cuartete), 4,95 (6-H, 4),
5,92 (7-H), 7,0 (protones benzohidrilicos, 2 a).
Etape C¢: Ester dibenzohidrilico del deido 7;f(D-5—tricloro-v tf~,

etoxicarbonilamino-5=carboxiveleril)~2-tienilace~

tilamino]—3—acetoximetil—3—cefem—4—carbokilieo

Se calienta a 40-45°C en un bafio de aceite, bajo atmés-
fera de nitrégeno, durante 20 horas, una mezcla de 2,0 g |
, (0,02 moles) del éster dibenzohidrilico del &cido 78-(D-5-
triclorcetoxicarbonilamino~5-carboxivaleramido)-3-acetoxi~
metil-3-cefem—~4—carboxilico, 11,0 g de tamices moleculares

del tipo 54 (hidratados hasta el 23 % + 2 %), 1,31 g
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(0,0815 moles) de cloruro de 2-tienilacetilo y 6 ml de clo= f{f

ruro de metileno. Lg mezela de reaccidn se vierte en 100 mt = =

de hexano y se filtra. Separando el disolvente se obtiene

el &ster dibenzohidrilico del 4cido 7-[(D-5-tricloroetoxi-

carbonilamino-5-carboxivaleril )-2-tienilacetilamine]-3-ace- i;;¥5

toximetil=-3-cefem—4~carboxilico,

Etaps D: Ester benzohidrilico del fcido 3-acetoximetileT=.:

(2—tienilacetamido)-3-cefem-4—-carboxilico

El éster dibenzohidrilico del dcido 7—[(D—5-tr1cloro-:lfjf
etoxlcarbonllamlno-s-carboxlvalerll)—3—t1en11acetllamlno]-»ff;;;_;."‘

3“a°et031m9tll-3-cefem—4-carboxillco se disuelve en 10° ml i;i§7?7

de acetato de etilo y $e agrega a una mezcla de 10 ml de

écido mocdtico acuoso al 90 % y 1,0 g de cinc en polvo. La ;*7"

mezola se agita durante 2 horas & la temperatura amblente.ii

Se filtra la mezecla de rea001on para separar el clnc, La ;1}

mezcla de reaccidén se lava sucesivamente con.ﬁos_porclones
de agua, una solucién fria de bicarbonato sédico y después = = . = .

con 15,0 ml de una solucién saturada de cloruro sédicd. La S

solucién en acetato de etilo Be sece sobre sulfato sbdico,

se filtra y se separa el disolvente para dar 1,9 g:dé proawﬁ;ff

ducto orudo que se cromatografis sobre gel de silice em= :
pleando une mezcla 50: 1 de cloroforme y acetato de etilo co— 1?
mo eluyente para dar 0 380 g de producto que, despues de )
recristalizado en acetato de etilo, tiene un punto de fu-

sifn de 141,5-143°C.
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Uv: (CH,0H) A _. 263, &7580.

m
Anflisis elemental para Cp gty gNp 0655 ¢

Calculado : G, 61,91; H, 4,665 N, 4,98
Encontrado : C,62,14; H, 4,84; N, 4,91.

Ebapa E: Acido 3—(acetoximetil)—7-(2—tienilacetamido)—3—

cefem—~4—~carboxilico

Se agita a 0°C, durante 35 minutos, una solucibn fria
de 100 mg del &éster bengohidrilico del &cido 3-acetoxime-
til=T=(2~tienilacetamido)=3~cefem-4—carboxilico en 1,0 ml
de anisol y 0,5 ml de 4cido trifluoracético. Se afiaden
50 ml de tetracloruro de carbono y la mezcla de reaccidn
se concentra a sequedal., El residuo se tritura con hexano.

Se separa el hexano por decantacidn y este residuo se di-

. suelve en 10 ml de acetato de etilo, se concentra hasta

1 ml y se afiade &ter dietilico para dar un precipitado. Es-
te precipitado se recristaliza en una mezcla de éter dieti- .
lico y acetato de etilo para dar 0,025 g de &cido 3-(acefo-

ximetil)=7—=(2~tienilacetamido)~3~cefem—4—-carboxilico, p.f.

164°G. El punto de fusibén combinado con una muestra auténti
ca es 163°C.
EJEMPLO 5

7=(2-Tienilacetamido)~7-metoxi-3-carbamoiloximetil—3—cefem~
4—carboxilato sbdico -

Etapa A: Acido 7B=(D=5-benzoilamino-5-carboxivaleramido)-3~

carbamoiloximetil —7-metoxi-3-cefem—4—carboxilico,

sal disddica
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A 500 ml de una solucién acuosa conteniendo 48,5 mili- jfﬁ

moles de 7B-(D-5-amino-5-carboxivaleramido)-3-carbamoiloxi-

metil=7-metoxi=3=cefem-4=-carboxilato monosddico se afiade hi
drdxido sbdico al 50 % en cantidad suficiente para llevar el
pH a 9,5. A esta solucidn se afiaden 15 ml (128 milimoles)

de cloruro de benzoilo con intensa agitacién. El pH se man~
tiene a 9,5 durante 30 minutos mediante la adicidn de sosa

chustica a medida que sea neeesario,

El pH de la solucibén se ajusta después a 4,0 con dcido =

clorhidrico concentrado y se lava dos veces con'aéetato de
etilo. |

Ia fraceidn acuosi se enfria a 0°C y se afiaden con _

W
L T

agitacibén 200 ml de isopropanol y 300 ml de acetato de etie :

lo, El pH se ajusta a 2,0 con &cido clorhfidrico, Se despre-.

cia la fraceidn orgénica y la fase acuosa se vuelve a ex~

traer tres veces con acetato de etilo. Se lavan los extrac— =
tos combinados con una solucién de cloruro sbdico, se secan

con sulfato sbédico y se concentran a vacio para dar 43,0 g = = )

de un aceite oscuro.

EL aceite se disueive en 200 m1 de etanol y se éﬁa—'
de una solucidn de 30 g de sal sbdica de 4cido 2—etilhexar:i
noico. La suspensibn se enfria a OOG, se filtra, se lava
con etanol y se seca a vacio para dar 28,8 g (102 %) de
78- (D~5-benzoilamino-5-carboxival eramido)-3—-carbamoiloxi-

metil-T7-metoxi-3~cefem~4~carboxilato disddico que tiene
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®
una pureza del 67 % por comparacibn cromatogrifica con un

patrén puro.,

Etapa B: Ester dimetoximetilico del Acido 7f—(D-5-benzoil~

amino-5—-carboxivaleramido )=3-carbamoiloximetil=7~

metoxi~-3~-cefem-4~carboxilico.

‘A una suspensién de 20 g de Tp-(D-5-benzoilamino-5-

carboxivaleramido)—3—carbamoi1oximetil—?-metoii—3-cefem~4-7

carboxilato disbédico en 200 ml.de acetonitrilo a 0°C se
afiaden gota a gota 16 ml de éter clorometil-metilico 6 N,
durante 90 minutos. ALl cabo de 1 hora después de la adi-

cién, se afigden 6 ml de S-colidina. La suspensibn se agita

durente 2 horas mis a 0°C. Despuds la mezcla se diluye con

500 ml de'cloruro de metileno y se lava dos veces con aci-
do foaférico dilufdo, una vez con bicarbonato sédico di-
1ufdo y una vez con cloruro sédico al 5 %. Las fracciones.'
acuosas se vuelven a lavar con 50 ml de cloruro de metileno.
La fase organica se seca con sulfato sddico y se concentra ;
8 vacio hasta unos 100 ml.

La solucibn se hace pasar a través de 200 ml de‘gel
de gflice G, se lava con 200 ml de cloruro de metileno y
después se eluye con 800 ml de acetato de etilo, Los elua-
tos de acetato de etilo se concentran a vacio para dar
18,5 g de un aceite amarillo,

El producto crudo se recristaliza en 50 ml de aceta-

to de etilo para dar 10,0 g (67 %) del éster dimetoximeti-

- 37 -

L L



- 10

15

-20

25

lico del Acido T8-(D=-5-benzoilamino-5=carboxivaleramido)=3- - =

" carbamoiloximetil~7-metoxi~3-cefem-4—-carbox{lico.

"Etapa G: 7-(2-Tienilacetamido)-7-metoxi-3-carbamoiloxime—

til-3~cefem—4-carboxilato sddico

Se calienta a reflujo con intensa agitacidn, durante

o e

4 horass, una suspensién conteniendo 192 mg (0,3 milimoles)
de ster dimetoximetflico del Acido 7B-(D-5-benzoilamino- . i
5—carboxivaleramido)—3-carbamoiloximetil—?—metoxi—3—cefem-

4-carboxilico, 225 mg de tamices moleculares tipo 44 Linde .57

pulverizados conteniendo 10 % + 2 % de agua, 0,3 ml de cio-,f }i{%;;ﬁ“f

ruro de 2-tienilacetilo y 4 ml de dicloroetanc. La mezcla =
se enfria a 65°C y se shiaden durente 2 horas 10 ml de tech,g]fi
butanol 0,05 M en dicloroetano, desbués se calienta dﬁrén— B

te 1 hora mds a 65°C. Ia mezcla de reaccidn se enfriz a 0 G,,

se filtra y 8e lava con 5 ml de metanol, EL filtrado se en |
frza a 0°C con agitacidn, después se anaden 1,4 ml de unav

mezela 131 de deido clorhldrlco ¥ metanol y la mezcla re— :
sultante se agita a unos 15°C durante 3 horas.fLa mezcla ,iif:fffi
se vierte en 10 ml de agua conteniendo 1,6 g de blcarbo- ,
nato sédico. Las fracciones orginicas se desprecism. ILas -
fracciones acuosas se analizan dando un rendimiento del,'~’r
65 % del producto, 7-(2-tienilacetamido)~T-metoxi-3—carba=

.

moiloximetil~3~cefem~4—carboxilato sbdico.

Etapa D:

De forma anfloga, se emplean cloruro de p-¢cloroben-—

- 38 -
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zoilo, cloruro de p-nitrobenzoilo o cloruro de toluolilo
en la Etapa A. El rendimiento final del producto deseado,
7-(2—fieni1acetamido)—7—metoxi—3—carbamoiloximetil-3-cefem-
carboxilato sddico es en cada caso, respectivamente, 70 %y
68 %y 72 %o

EJEMPLO 6

7-(2-Tienilacetamido )~7-metoxi-3~carbamoiloximetil—3~cefem-

A=carboxilato sbdico

Se agita a'reflujo durante 5 horas una mezcla de
2,76 g (4 milimoles) del éster dimetoximetilico del dcido-
7B-(D—5-tosilamino—s-carboxivaleramido)-3;carbamoiloximetil—
7o-metoxi-3-cefem—-4—carboxilico, 3 g de tamices moleculares
tipo Linde 4A secos, con menos del 2 % de agua, 2 ml de clo
ruro de tienilacetilo (16 milimoles) en 34 ml de dicloroeta-
no. Después se afiaden 0,38 ml (4 milimoles) de terc-buta-
nol y se continfia agitando durante 2 horas. Transcurrido es—
te periodo, se introducen otros 0,095 ml (1 milimol) de
terc-butanol y la mezela de reaccidn se agita a reflujo du-
rante otra media hora. Se enfria 1la mezcla de reaccibn a
0-500 en un bafio de hielo y agua. Los tamices moleculares
se separan filtrando con succidn y después se lavan con
40.ml de metanol enfriado con hielo. El filtrado y las
aguas de lavado se combinan y enfrian a 0°C, Se afiade una
solucidn enfriada con hielo de 8,3 ml de HCL concentrado

en 9,5 ml de metanol y la solucidn se calienta a 15°¢ y se
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eXtrae dos veces con 20 ml cada vez de una solucn.on al

'7:{l];metoxi-3-carbam011ox1met11-3—oefemy4-carbox11ato sodieo y

i1,;f;?2 1 % dzl material de partlda 1nalterado. o

agita a esta temperatura durante 2 horas y 40 minutos.

Cuando 1a hidrdlisis es completa, la reaccidn-se apaga

.agregindola a una suspensidn-de 22 g de bicarbonato' s0di- i
co en 120 ml de agua a 0~5°C. La solucién bifésicé séragi¥;3 E-ni
ta durante 10 minutos, El depbsito salino denso quejéé fbr;i;if' 
ma se separa por filtracidn y se lava con una pequeﬁa.can- fff:' ‘

tidad de solucidn de NaCl 2l 5 % contenlendo 0 5 f de bl- f’i';é":‘;-

‘carbonato sbdico. La capa de dlcloroetano se- separa y se

';;0,5 %4 de NaHCO3 +5 % de NaCl. Se- comblnan las fracclones
'1‘171aeuosas y'se 1avan con 20 ml de dlcloroetano. La soluelén

'pn bicarbonato se anaIiza por cromatografla de 11quldos y

EIEMPLOS 7=20

4—oarbox11ato 56d100

Siguiendo el procedimiento general 1ndicado en el : J't

iEjemplo 6, se hacen reaccionar ‘4 milimoles’ (2 8 g) del es—T’
lter dimetoximetilico del" écldo 7ﬁ—(D—5-tos1lam1no—5—carbo-;
i’x:l.valeraml do )-3-carbam01lrox1me'b11-7 a~-metoxi—3~c efem—4—-car—, . '
:boxilico, empleando ias cantidades de reactivos y 1as con— -
diciones de reaccidn .dados en la tabla siguiente., EL tiem-

po total de reaccidn es en cada caso alrededor de 16 horas.

- 40 -
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Los tamices moleculares empleados son en todos los casos
del tipo Linde 4A que se calientan a 700°C antes de la
reaccidn, presentando una pérdida de peso del 3 % aproxi-
madamente 81 ser secados, Se calculaz que los tamices son
pricticamente anhidros, con un contenido de agua inferior
al 2 % en peso, La temperatura de la reaccidn es en cada

caso 67°C.
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Cloruro de
Cantidad de tienilace-
tamices 44,  tilo, mili

Indice de

esecisidn

Cantidad, mi Tiem

Ej. g moles Agentes limoles ~  hor:
7 3 16 HCL 0,4 3
0,8 1
0,8
8 " " Isopropanol 3 3
1 1
1 1
9 " 16 " 2 , 4 3
4_b " 2 1
2 1
10 " 16 " 5 3
1 2
11 n . " n 5 2
5 2
12 u n tere~-butanol 5 3
5 2
13 1, 53' " n 5 2
5 1
14 Od " - - -
15 3 " terc-butanol 10 1y
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seigidén
Rendimiento de

‘mi Tiempoa Rendimiento de material de par

:S horas producto final % tida,%
3
1 69 4,5
1
1
3 67 3,1
1
1
3 62 10,7
2 .
2 48 6,2
2
3 .70 ) 5,8
2
2 69,5 3,6
1
Lol i 5,2 074‘

-t
-
Ui

64 4,1
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Cloruro de
Cantidad de tienilace~

‘.
i

Indice de escisidn

tamices 44, tilo, mili Cantidad, mi Tie:

Ej. g moles Agentes limoles =  ho

16 3 - 16 tere~butanol 10 1
17 1" 18 " 113

1 8 1] " n' 5 : [

19 2 12 " 5 2

5 5

20 2® 24 " 5 2

. 5 )

a) Tiempo entre la adicién poco a poco de los agentes de esci
b) Adicién al gabo de 3 horas de escisibn con isopropandl ¥y 1

16 horas antes de la escis

ibén final de la imida.

¢) Se afiade otra porcién de 1,5 g de temices al final del per

adicidn de alcohol,

d) El periodo de trans-—acilac

ién es de 1,5 horas.

e) Se afiade otra porcibn de 1 g de tamices al final de la tra

- 43 -



escisidn

Rendimiento de Rendimiento de

i, mi Tiempo®  producto final, material depar
les horas % tida, %

1’5 58 0,5

" 28 1,1

" 64,5 5,2

2 67 8,2

5

2 68,5 3,1

]

es de escisidén de la imida.
opandl y la reaccidn se prosigue durante otras

al del periodo de trans-acilacién y antes de la

de la trans—acilacidn.
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1 _ EJEMPLOS 21-25

Se emplea el mismo procedimiento general utilizado en
los Ejemplos 6 a 20, a excepcién de gque la temperatura de
reaccidn se modifica en la forma indicada en los datos ta-

5 bulados. La mezcla de reaccién estd constituida por 4 mili- <,
moles (2,8 g) del éster dimetoximetilico del &cido 7g=-(D-
5=to0silamino-5-carboxivaleramido)-3~carbamoiloximetil-Ta~
metoxi-3-cefem—4-carboxilico, 3 g de tamices del tipo Linde

- f: ' 4A secos (menos-del 2 % de agua en peso) y 16 milimoles de -
T l? . cloruro de tienilacetilo en 34 ml de dicloroetano.

Bl producto final es en todos 108 casos T=-(2-tienil~

acetamido )=To~-metoxi-JF-carbamoiloximetil-3-cef em~4-carbo-

xilato sddico,

: .

e TS WY I

» 20

25 -
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'*.

Escisidén de la j

Periodo de trang  Temperatura Cantidag, m3

Ej. acilacibn, horas o¢ Agentes limples
21 25 55 Isopropanol 5
5
22 16 67 " 5
5
23 T 78 " 4
24 5 86 " 4
25 5 86 " 4
‘ . 1
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Escisibn de 1z imidg Rendimiento Rendimiento del

Cantidad, mi Tiempo, del produc- material de par
18 limoles horas  to final, % tida, %
mol 5 8,5 25 7,2
5 3,0
: 3 70 5,8
E 2
4 2 71,5 5,2
4 1,5 67 4-,1
4 2 73 ) 2,1
; 1 0.5 _
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Acido 7-(2-Tienilacetemido)~7-metoxi~3-carbamoiloximetil—

EJEMPLO 26

Se afiade 1 g de 7p-(D~5-amino-5-carboxivaleramido)=3-

una vasija de reaccidn que contiene 20 ml de dicloroetanc.
A esta mezcla se afiade 1 g de tamices moleculares Linde
tipo 4A en polvo, conteniendo 15 % de agua y 8 milimoles

(1 ml) de cloruro de tienilacetilo., La suspensién se;qaliqg : ?Eii’f’

3~¢cefem—4—carboxilico

carbamoiloximetil~7-metoxi—~3~cefem~4~carboxilato sddico a

ta a reflujo durante 8 horas. Se analizan las ag@as'delia—i'

vado metanélicas de log tamices y se determina que cbntie-'i'f3
nen un 25 % de rendimiento del producto deseado, écido' g
7-tienilaoetamido—7a—metoxi-3—carbamoiloximetil-3-cefem~4—' .
carbox{lico, por cromatografia en capa fina Y cromatogra--j 'J,-
f{a de. 1iquidos. La capa de dicloroetano de la mezcla de -
reaccibén se extrae con NaHCO3 al 5 % y por cromatograf?a. e

en capa fina y cromatografia de liquidos se demuéstréjqﬁé'éfﬂ
contiene otro 5 % del producto deseado, ILa cromatografia eﬁ
capa fina de la capa orglnica en este punto indica iﬁrpred '
sencia del anhidrido mixto' despuds de separar el disol-
vente por evaporaclén, el anhfdrido mixto se hidroliza en
50 ml de acetona al 50 % en agua, en presen01a de 10 % en
moles de plrldlna. La cromatografia en capa fina ¥y la cro- -

matografia de liquidos indican la produccién de otro 13 %

-

del &cido libre final, El rendimiento total es de 156 mg

- 46 =
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del &cido, rendimiénto: 23%.

En resumen, la Patente de Invencidn que se

solicita, deberd recaer scbre las siguientes:

ReEIVINDICACIONES

l.~ Un procedimiento de produccidn de 7{5@114

amidocefalosporinas de férmula:

donde R1
Al
T .Rt

y B H

R'H deaa b‘\, X .
=T 45’L cnz.f-; : . .
0 i BRI

CCORY

es hidrégeno o metoxi;
es carbamoiloxi o alcanoil (inferior)oxi y
es un grupo zcilo de Férmula
PO | .
-0
R cucl,!'
37 [ -
X
donde X es hidrdgeno, hidroxi, amino, auino pro-

tegido, hidroxi. protegido o carboxi; R3 e¢s feni-

. lo, 2;tienilo, 3~-tienilo, 2-furilo, 3-furilo,

1-tetrazilo, alquil(infericr 01-04)fénilo, halo-
fenilo, hidroxifenilo o alquil(inferior 61-04)oxi—
fenilo y '

R" es un grupo de bloqueo éster facilmente separa-

-
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ble;

cuyo procedimiento consiste en hacer reaccinsr un compuesto

de férmula

‘ ;1-¢‘ - CH, N
0 e
COOR™ - i

H
BE

xxxxxxx

donde B es aﬁinoadipoilo blogqueado o un grupo acilo,R}’:
que es diferente del sustituyente final deseado, con un .,

Coas

agente acilante de férmula N

.donde R X son los definidos anteriormente, en presen- . . .
3 . } .

cia de un catalizador formado por un btamiz molecular, lle-

véndose a cabo dicha reaccidn a una temperatura que oscila

entre los -208C y los 1002C y en disolventes inertesy

d;spués escindir el sustituyente B para daf el producto

final. o
. 2.- Un procedimiento segin la Reivindicacién 1|

donde el catalizador tamiz moleculsr es una zeolita sinté-

448~

.‘
’
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P

“tica del tipo 34, 44, SA & 13X.
" 3.~ Un procedimiento segin la Reivindicacién 2,

donde el catalizador tamiz molecular contiene entre 0 % y

‘20 % en peso aproximadamente de aguz de hidratacidn.

4. Un procedimiento segln la Reivindicacién 3, don
de el catalizador tamiz molecular se emplea en una propor-

cibén aproximadamente 0,5 a 2 veces la cantidad en peso del

' ..
.7

material de partida.

5+ Un procedimiento seghn la Reivindicacidn 4, don~

R

de el catalizador tamiz molecular sc emplez en una prbpq:~
. . -

cidn aproximadamente iguel o ligerzmente superior (en pe=~

vy -
‘. P

50) a la sl materizl de particda. ' T

LA

6. Un procédimiento segln la Reivindicacidn 5, dons
” )

de 12 reaccidn de intercambio Hicne 1ugar~eq un disolvente
inerte frente a lqs sustancing reaccionantes,

7. Un ﬁrpcedimiento segfin la Reivindicazeidn 6, don-
de la mezcla de reaceidn es continuamente agitada durante
la reaccidn de intercambio. a

8. Un precedimiento segin la Reivindicacidén 7, don-
de la eseisidn del sustituyents B es efactuada prolongando
el tiempo de reaccibn hasta entre unos 30 minutos y unas
30 hores.

9. Un procedimiento segin la Reivindicacién 8, donde
la escisidn es efectuada por adicidn de wn alcaﬂol infe-

rior o de un alquil(inferior)tiol después del tiempo de

~110

2o et St o e o e et e
PR % .
s L

I e 0 & 4 e e S B P T s

X

Y T g - e i, o @ pmrs 15 10
. . PR



159

o F

15

_J20

)

10

reaccién prolongado.
10.-Un procedimiento segin la Reivindicacién 1, i
donde Rl-es metoxi.

11.- Un procedimiento segin la Reivindiczcién 10,

‘donde B es aminosdipoilo conteniendc grupos de blogueo

sobre lazs Imciones amino y carboxi. ‘
12.- Un procedimiento segin la Reivindicacién 11,
donde R' es 2-tienilacetilo. L
13.~ Se'refvindica por Gltimo como objeto sobre
por: UN YROCEDIMIERTIO DE FRODUCCION DE 7—ACILAI’EDOC}'§EA1:.OSPO—
RINES. L ﬂli.i

Sa

- Msdo conforme queda descrito ¥ reivindicado en la

presente Memoria descriptiva que consta de cincuenta péginas

mecanografizdas.
Medrid, 26 de Noviembre de 1974
BERWARD{@ UNGRIA

.
' phD. .

~20- ' .
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