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Ta presente invencidn se refiere a un nuevo pro-
cedimiento para la preparacidn de una nueva substancia,
3~amino~1~(alfe~carboxi~4-hidroxibencil)~2-azetidinona, que
es Util como un intermedio clave pars preparar derivados de
3-acilamino azefidinona.

De manera mgs particular, se refiere a un nuevo
procedimiento para preparar 3—amino-1—(alfa-carboxi-4—hidrg
xibeneil)-2-azetidinona a partir de 3-(alfa=-substituida o
insubstituida gli;inamido)-1~(alfa-carboxi-4-hidroxibencil)
—2-gzetidinona mediante N-desacilacidn enzimdtica.

El compuesto objeto de la presente invencidn, la
3-amino=-1~{alfa-carboxi-4-hidroxibeneil)-2~azetidinona (a
lae cual se hace referencia mds adelante como 3-ANA), es no-

vedosa y estd representada por la férmula (I) siguiente:

H2N~ 4 (1)

04¢ COCOH

Como resultado de las investigaciones hechas so-
bre varias clases de microorganismos y enzimas, los invento
res de la presente invencidn han encontrado recientenente
que existen ampliamente microorganismos y una enzima deriva
dos de un cierto cuerpo animal que tienen la actividad de
li-desacilar una 3-(alfa-sustituida o insubstitufda glicina-
mido)~1~alfa-carboxi=-4-hidroxibencil)-2~azetidinona para
producir la 3-ANA. Y se ha encontrade asimismo, que esta cop
versidn se debe a la capacidad de los microorganismos o la
enzima que hidrolizan en enlace de la amida de dcido en la

tercera posieidn de la 3-(alfa-substituida o insubstituida
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glicinamido)=1-(alfa~carboxi~4~hidroxibencil)-2-azetidino-
na.

De acuerdo con lo anterior, un objeto de la pre~
sente invencidn es el de proveer una nueva substancia, la

3-AN4. |

Otro objeto de la presente invencidn es el de pro
veer un nuevo procedimiento para la preparacidn de una nue-
va substancia, la 3~ANA, a partir de la 3-(alfa-substitui-
da o insubstituiéa glicinamido)~1=~(alfa~carboxi~4-hidroxi-
bencil)~2-agzetidinona mediante N-desacilacidn enzimitica.

Aln otro objeto de la presente invencidn e¢s el de
proveer un nuevo procedimiento que es mds econdmico para la
preparacidn industrial de la 3-ANA,
De acuerdo con la presente invencidn, el compucs-
to objeto, la 3-ANA (I), se puede preparar a partir de la
3=(alfa~substituido o insubstituido glicinamido)-i~(alfa=-
~carboxi~4~hidroxibencil)~2~azetidinona por wedio de una

N-desacilacidn enzimdtica en presencia de un caldo de cultis
vo de un microorganismo, su material procesado o una asino-
peptidasa derivada de un cuerpo anluwal, cada uno de los cua-
les es capaz de hidrolizar el enlace de la amida de deido ds
la 3-(alfa-substituido o insubstituido glicinamido)~-1~(alfa-
~carboxi-4~hidroxibencil)~-2~azetidinona. De manera mds parti
cular, esta N-desacilacidn enzimdtice se lleva a cabo ponien
do en contacto una 3-(alfa-substituido o insubstituido gliei
hamido )~1~(alfa-carboxi~4~hidroxibencil)=-2~azetidinona con
in caldo de cultivo del microorganismo o su material process
o, 0 una aminopeptidasa derivada de un cuerpo animal,

Ia reaccidn de la presente invencidn se puade ilus

Lrar mediante el esquema siguiente
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3=-(alfa-substituido o insubstitufdo glicinemido)-1-(alfa~

carboxi-4~hidroxibencil)-2-azetidinona (IX)
l, N~-desacilacidn enzimdtica
3~ANA (1)

Respecto al compuesto de partida (I) que se va a
usar en la presente invencidn, debe quedar entendido gue es
esencial que este compuesto de partida tenga wn grupo alfad
—substituido (o insubstituido)-alfa-amino-acetoamido en la
tercera posicidén’en el esqueleto de la azetidinona, y que
es un descubrimiento nuevo que este compuesto pueda sger
N-desacilado enzimdticamente para producir la 3-ANA, Tn
otras palabras, es esencial que, para la N-desacilacidn en
zimdtica de la presente invencidn, un grupo acilamino en
la tercera posicidn del compuesto de partida (II) tenga
siempre un grupo amino en la posicidn alfa de la parte aci-
1o,

La 3~(alfa-substituido o insubstituido glicinami-
do)=1=(alfa~carboxi~4-hidroxibencil)-2-azetidinona (II) que
se va & usar como compuesto de partida, es un nuevo compueg
t0 y se puede preparar a psrtir de un compuesto conocfdo,
substancia antibidtica FR-1923 de acuerdo con los métodos,
por ejemplo como se ilustra en los esquemas (a) y (b) que
siguen. Incluso, debe hacerse notar que esta substancia an-
tibidtica FR-1923 se describe en, por ejemplo, la Patente
de los Estedos Unidos N¢ 3.923.977, en la cual la substane
cia antibidtica FR-1923 estd definida sdlo por varias pro=-
piedades fisico~quimicas sin descripeidn alguna de la eg=
tructura quimica, pero, como resultado de investizaciones
adicionales, su estructura quimica ha sido definida, identi

ficada y asignada, y la identificacidn de la estructura pri
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meramente ha dado un estimulo cientifico a los inventores

para producir la 3-ANA como intermedio clave para sinteti-

zar los otros compuestos quimicamente modificados, por

ejemplo el otro derivado de le 3~acilamino azetidinona a

parte de la substancia FR-1923. Y, ademds, debe quedar en-

tendido que la substancia FR~1923 no es enzimdticamente de

sacilada para producir la 3-ANA y el derivado 3-(alfa-ami-

nolacil azetidinona de la substancia FR-1923 son enzimdti-

camente desaciladas para producir 3-ANA, cuyo hecho es un

nuevo descubrimiento,.

(a)

(b)

100C- - -C~CONI—
HOOC- CHCI1, CH, 0 @ i —

NH
2 ) /N
OH 0/

(substencia FR-1923)

l reduccidn

-

Hooc-lcumzcnzo—®~cucom1~

NH2 NHZ d/“*N*

HOOC-CHCH,,CH,0- C~CONH
IZZDH L‘

e Ol
o~y
coot

NH, Ny ci—{_Y-on
oH cooll
acilacidn

-CH ~7\ - CONE

HOOC-CHCH, €0 <“\'_{|i CONH—D

Ry N 7N CH— {~on

bn COOH

reduccidn

HOOC-CHCH,,CH,0~— ~CHCONH
2772 <:> i I::]

121 NH, N-?I-i—-@——- OH

COOH
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en donde R1 65 un grupo acilamino,

Segun antes se ha ejemplificado en la presente,
la esencia y el quid de la presente invencidn residen en
el descubrimiento de que sélo la 3~(alfa-substituido o in-
substituido gliéinamido)-1-(alfa—carboxi-4—hidroxibencil)-
~2-gazetidinona (II) puede ser enzimdticamente desacetilada
para dar 3-ANA (I) y por lo tanto, es un punto esencial de
la invencidn, que una funcidn amino esté ligada al dtomo
de carbono alfa del grupo acilamino ligado en la tercera
posicidén del compuesto de partida (II) (es decir,

R alfa
(;‘H—CONH—- ; R=H o substituyente).
I<TH2

Bajo une situacidén tal, un substituyente (R) en
la mitad 3-(alfe~substituido o insubstituido glieinamido)
del compuesto de partida (II) no es un factor tan importan
te como el quid de la presente invencidn y no es restricti
vo de tal manera que el substituyenté (R) puede incluir
cualquier clase del residuo organico conocido en la téenica
cuyos ejemplos preparades se explican por referencia, ha=-
ciéndose referencia a un residuo de hidrocarburo aciclico
saturado o insaturado (por ejemplo alquilo, alquenilo, etc.
residuo hidrocarburo ciclico saturado o insaturado (por
ejemplo cicloalquilo, cicloalquenilo, etc.); residuo hidro-
carburo aromdtico (por ejemplo fenilo, etc.); residuo hete-
rociclico tal como un grupo heterociclico de 5 o 6 mieubros
que contiene cuando menos un hetero dtomo (5, 0 y N) (por
ejemplo tienilo, etc.); grupo heterociclico benceno-fusiona
do (por ejemplo indolilo, ete.), etc.; y un residuo gue con

tiene su combinacidn opcional tal como eicloaljuil-alquilo

);
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aralquilo, alquilo heterociclico, ete.). ¥ en el residuoc

ongdnico anterior, la mitad hidrocarburc puede estar opcio
nalmente interrumpida por cuando menos un radical de un he
tero dtomo (por ejemplo —C-, ~N=, =S-, etc¢.), un grupo atd
mico (por ejemplo -SO=, -50,~. -NH-, etc.=, enillo aromdti
co bivalente (por ejemplo -<:>—, ete.), ¥/0 anillo hetero
ciclico bivalente, y ademds este residuo hidrocarburo, ani
1llo aromdtico y/o anillo heterociclico puede llevar cuando
menos un substituyente adecuado tal como hidroxi, haldgeno,
carboxi, amino, hidroxiimino, oxo, ciano, sulfo, y simila~

I'eS,

Como ejemplo representativo del substituyente (R)
arribe definido, se ejemplifica un grupo segin se ilustra
por la férmula siguiente. ‘

HOOC-GIiCH, o 0-¢ )=
Ra

(111)

En donde R'4 es un grupo amino o un grupo acilamino,
é
Rz- (CHé)m- (Iv)

en donde R2 es un grupo arilo substituldo o un grupo hetero
ciclico y m es un entero de 0 a 4.

Ejemplos que se prefieren del grupo acilamino pa-
ra R', de la fgrmula (III) anterior, pueden ser alcanoilo
(01'06) por ejemplo formilo, acetilo, propionilo, butirilo,
valerilo{ bexanoilo y similares, alquenoilo(CB-Cs) por ejem
plo aeriloilé, crotonoilo, metacriloilo y similares, alquil
carbamoilo(cz-c6) por ejemplo N-uetilcarbamoilo, N-etilcar-

bamoile, N-propilcarbamoilo y similares, aroilo(07—012) tal
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como benzoilo, toluoilo, naftoilo y similares, aralcanoi=-
10(07—012) tal como fenilacetilo y similares? arilcarbanoi|
lo(C7—Cla) tal como N-fenilcarbamoilo, N-naftilcarbamoilo
y.sinmilares, carbonilo heterociclico tal como tenoilo, fu-
roilo, nicotinoilo y similares.

Ejemplos preferidos del grupo arilo substituido

para R, de la féraula (IV) anterior, pueden ser hidroxiari

2
10(07—012) tal como p-hidroxifenilo, p-hidroxinaftilo y si
milares y haloarilo(07-012) tal como m~-clorofenilo y simi-
lares, etc.

Ejemplos preferidos del grupo heterociclico para
R2 de la férmula (IV) anterior pueden ser tienilo, furilo,
indolilo, piridilo y similares.

El compussto de partida (II) de la presente in-
vencidn incluye los derivados en el grupo carboxi y sus sa
les. Lo que sigue son éjemplos representativos de loa deri
vados en el grupo carboxi y sus sales.

(a) Ester: un éster alifdtico tal como éster de metilo, és
ter de propilo, dster de vinilo, éster de alilo, éster
de etinilo y similares.

(b) Sal: una sal con una base inorgdnica u orgdnica, por
ejemplo, sal de sodio, sal de potasio, sal de magnesio,
sal de calcio, sal de amonio, sal de diciclohexilamina,
sal de piridina, sal de etanolemina y similares.

Los microorzanismos que tienen actividad para la
N-desacilacidn del compuesto de partida (IT) para producir
la 3-~-ANA, que se van a usar en la presente invencicn, se
pueden aislar fdcilmente de la tierra y otlras fuentes, por-

medios convencionales, y adends se pueden elegir fdcilmen-

te asimismo, de los cultivos recogidos adecuados en insta-




10

15

20

30

15106

Hojn nﬁm.g

laciones pdblicas para recoleccidén de cultivos tales como
AIC (American Type Culture Collection, Maryland, EUA),
I (Institute of Applied Microbiology, Universidad e Yo-
kio, Japdn), IPO (Institute For Fermentation, Osaka, Ja-
pén), HUT (Hiroéhima University, Faculty of Zngineering,
Hiroshima, Japdn), IID (The Institute for Infectious Diseg
ses, University of Tokio, Tokio, Japdn), CBS (Centraalbu-
reau voor Schimmelcultures, Bearn, Pafses Najos), FIRM
($ermentation Re;earch Institute, Agency of Industrial
Science and Technology, Chiba, Japdn) y NRRL (Morthern Utl
liza ion Hesearch and Developuent Division, 2.U. bdepartment
of Agriculture, Illinois, BUA), y similares,

Como ejemplos concretos de los microorganismos

anterlores, se ejemplifican los sigulentes en 1la Tabla 1.

Tabla 1
Génerc Microor~ Cepa
ganismo
numexro
Pgeudomonas 1 Pseudomonas schuylkiliensis
I AN 1126
2 Pseudomonas aureofaciens
IO 3523
3 Pseudomonas putrefaciens
IPF O 3909
4 Pgeudomonas riboflavina
ITO 3140
Xanthomonas 5 Xanthomonas campesiris
I ADM16TL
Acetobacter 6 Acetobacter acetosus
I 4 M 1803
i Acetobacter rancens
I AN 1825
(tluconobacter 8 Gluconogacter capsulatus
I4 N 1813 :
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Género Microor-— Cepa
ganismo
ndmero
Rscherichia 9 Escherichia coli
I A M 1204
Proteus 10 Froteus vulgaris
IID 0X19Us
5taphylococcus 11 Staphylococcus aureus
I ANI1011
leromonas 12 Aeromonas hydrophila
I 4K 1018
Protaninobvac ter 13 Protaminobacter alboflavus
I 4N 1040
Bacillus 14 Bacillus subtilis
I A I 1069
15 Bacillus cereus
I AM 1072
16 Bacillus megaterium
I A M 1166
Azotobacter 17 Agzotobacter vinelandii
I AN 1078
Agrobacterium 18 Agrobacterium tumefaciens
I AM 1037
Brevibac terium 19 Brevibacteriu, amioniagenes
I AM 1641 :
aicrococcus 20 Hicrococcus luteus
I AMNI097
jlicrobacterium 21 Microbacteriu, flavum
I AN 1642
[Tycobac terium 22 Mycobacterium tuberculosis
IID H3TRV
ichromobac ter 23 Achromobacter cycloclastes
I AWM LOL3
terobacter 24 Aerobacter aerogenes
I AWM 1019
nlcaligenes 25 Alcaligenes faecalis
I AW 1015
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Género Microor~
ganismo Cepa
ndmero
Corynebac terium Corynebacteriu, fasclans
I AN 1078
Flavobacterium 27 Plavobacterium arborescens
I PO 3750
Yluyvera 28 Gluyvera citrophilia
ATCC 21285
Arthrobacter 29 Arthrobacter siaplex
I AWM 1660
Sarcina 30 Sarcina lutea
I A M 1099
Serratia 31 Serratia marcescens
I AWM 1067
Streptonmyces 32 Streptomyces arabicus
I P O 3406
33 Streptomyces fradiae
I F O 3123
34 Streptomyces olivaceug
I F O 3200
35 Streptomyces shindenensis
I T O 3399
Nocardia 36 Nocardia asteroides
IPO 3384
Microuonospora 37 Micromonospors purpurea
IPO 12575
Thermopolyspora 38 Thermopolyspora polyspora
ITF 0 12134
Amorphosporangium 39 Amorphosporangium auranti-
color
ITO0 12245
3pirillospora 40 Spirillospora albida
. I PO 12248
Actinoplanes 41 Actinoplanes armeniacus
I P O 12555
Aspergillus 42 Aspergillus oryzae

I A M 2630
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ganismo Cepa
nuimero
Penicillium . 43 Penicillium casei
I AWM 7284
44 Penicilliuwm chrysogenun
I AM 7106
Rhigopus 45 Rhizopus delemar
. I A M 6038
Mucor 46 Mucor fragilis
I AMG6B140
Rhiodotorula 47 Rhodotorula rubra
I PO 0002
Endomycopsis 48 Endomycopsis capsularis
HUT 7236
Lipomyces 49 Lipomyces starkeyl
HU T 7263

1loja nGm. 12 15 106

Ia presente invencidn incluye asimismo, dentro
de su dmbito, el uso de mutantes producidos de estos micro=-
organismos por medios convencionales tales como rayos X, ra-
diacidn ultravioleta, tratamiento con materiales quimicos
tales como deido nitrico, gas de mostasa de nitrdgeno, agza-
serina, 2-aminopurina, N-metil=~N'-nitro=-N-nitrosoguanidina
(NTG) y similares.

Sin embargo, en cualquier régimen, debe guedar en-
tendido que un microorganismo usado en la presente invencidnf

no se encuentra limitado al género, especie y su mutante se-

gin arriba se ha indicado.
De acuerdo con la presente invencidn, los microor-
ganismos, de preferencia, se pueden usar en una forma de un

caldo cultivado obtenido mediante el cultivo del microorga-—
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nismo de una manera adecuada, o su material procesado.

B cultivo de estos microorganismos se puede lled
var a cabo por lo general, de una manera convencional, y s¢
puede llevar a cabo ventajosamente bajo aereacién con agi-
tacién. Como meéio de cultivo que se puede usar, un nutriti
vo que contiene fuentes de carbdn asimilable y nitrdgeno y
sales inorgdnicas. Las fuentes de carbono preferidas son,
por ejemplo, glucosa, sucrosa, lactosa, glicerol o almiddn.
Las fuentes de nitrdgeno preferidas son, por ejemplo, ex~
tracto de carne, peptona, harina de gluten, harina de maisz,
harina de semilla de algoddn, harina de frijol de soya, li-
cor de maceracidn de maiz, extractos de levadura, caseins
hidrolizada y amino deidos, ssil como nitrdgeno orgdnico e
inorgdnico tal como lag sales de amonio (por ejemplo nitra-
to de amonio, fosfato de amonio, etc.). Si se desea, se pue
de usar asimismo sales minerales tales como carbonato de
calcio, fosfato de sodio o de potasio, sales de magnesio y
sales de cobre, y varias vitaminas.

Con el fin de elevar la actlvidad del caldo culti
vado o su material procesado, que sea capaz de N-desacilar
el compuesto de partida (II) para producir la 3-ANA (I), se
puede afiadir una pequeiia centidad de substancia PR-1923 o
el compuesto de partida (II) como estimulante para el medio
de cultive que se va a usar,

El pH adecuado del medio de cultivo, temperatura
de cultivo adecuada y tiempo de cultivo adecuado varian con
la clase ‘de microorganismo que se use. Un pH conveniente ha
bitualmente reside en la escala de pH de 5 a 8, Ia tempera~
tura se elige habitualmente, de aproximadamente 20¢C a apro

ximadamente 37¢C, de preferencia de 27eC a 339, El tiempo
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de cultivo se elige por lo general, de 24 horas a 120 ho-
ras, prefiriéndose un tiempo de 40 a 100 horas.

El caldo cultivado per se obtenido de esta mane-
ra y su material procesado se puede usar para la prepara-—
cidn de la 3-ANA. En la presente, el material procesado
del caldo cultivado, quiere decir cualquier preparacidn qug
contenga actividad de N-desacilacidn enzimdtica y que haya
sido procesado mediante medios convencionalmente adecuados
para aumentar esta actividad de N~-desacilacidn.

Ia actividad de N-desacilacidn del caldo cultiva
do se encuentra presente en las células (intracelular) y/o
fuera de las células (extracelular).

Cuando la actividad existe principalmente en las
células, la preparacidn siguiente, por ejemplo, se puede
usar como un material procesado del calde culiivado,

(1) eélulas en bruto; separadas del caldo cultivado de ma-
neras convencionales tales como filtracidn y centrifuga-
cidn,

(2) células secas; obtenidas mediante el secado de las cé~
lulag en bruto por medios convencionales tales como liofi-
lizacidn y secado al vacio,

(3) un extracto exento de célula; obtenido mediante la des
truceidn de las células en bruto o secas por medios con&eg
cionales (por ejemplo moliendo las células con almina, are
na de mar, etc., o tratando las células con ondas supersd-
nicas), 0

(4) una solucidn de enzyma; obtenids mediante la purificu-
cidén o purificacidn parcial del extracto exento de células
de ung manera convencional,

Cuando la actividad existe principalmente fuera
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de las células, se puede usar la siguiente preparacidn,
por ejemplo, como un material procesado.
(1) un supernatante o un filtrado; obtenido del caldo cul-
tivado de una manera convencional, o
(2) una solucidn de enzima; obtenida mediante la purifica-
cidn o purificacidn parcial del supernatante o filtrado ci]
tados de una manera convencional.
Adends, un derivado de aminopeptidaza de un cuer
po animal gue se va & usar en la presente invencidn es co=-
nocido como una engima hidrolizente N-terminada de dipépti
do y oligopéptido.
Como ejemplos representaltivos de esta enzima, se
puede ejemplificar la Aminopeptidaza M que exigte en un te-
jido animal tel como un rifidn de cerdo (B,C., 3.4.1.2) (Ved

ge The Engyme, volumen 3, pdgina 102) y similares.

La aminopeptidaza se puede usar no sélo en esta-—
do purificado, sino también en estado crudo. Es decir, has-
ta donde el estado de la enzima no tenga influencia adver-
sa sobre la reaccidn, se puede ugar la aminopeptidasa en el
estado de un extracto exento de célula que contenga la ami-
nopeptidaze, o en el estado de engima obtenida mediante pu-
rificacién o purificacidn parcial del extracto exento de cé
lula de una manera convencional para la purificacidn de las

enzimnas,.

Ia reaccidén de acuerdo con la presente invencidn
se lleva a cabo poniendo en contacto el compuesto de parti-
da (I1) con el caldo de cultivo del microorganismo ¢ su ma-
terial procesado, o la aminopeptidasa,

La reaccidn enzymdtica se puede llevar a cabo de

preferencia, en un medio acuoso tal como agua o0 una solucidn
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amortiguadora. Es decir, la reaccidn habitualmente se puede
llevar a cabo mediante la adicidn del compusesto de partida
(II) al caldo de cultivo del microorganismo per se ¢ su ma-
terial procesado liquido (por ejemplo supernatante, filtra-
do, solucidn de enzima, etc.), 0 a la solucidén o suspensidn
del caldo de cultive o su material procesado © una.prepara—
¢idn de aminopeptidasa derivada de un cuerpo enimal en el
medio acuoso, Algpnas veces, se prefiere una agitacidn de
la mezcla de reaccidn,

El pH que se prefiere para la mezcla de reaccidn,
concentracidn de substratos, tiewpo de reaccidn y tempera-
tura de reaccidn puede variar con las caracteristicas del

caldo cultivado o su material procesado, o la aminopepti~-
dasa qus se va a usar, o el coumpuesto de partida (II) que

se va a usar. Sin embargo, estas condiciones de reaccidn sc
eligen de preferencia de una escala de: pH de 4 a 10, a 20~

609C durante 30 minutos a 50 horas, Ia concentracidn del

coumpuesto de partida (II) para uso como substrato en la mesz
cla de reaccidn, se elige de preferencia de una escala de
0,1~100 mg por mililitro.

Ademds, la reaccidn de la presente invencidn pue-
de incluir asimismo un procedimiento de cultivo del micro-
organismo en un medioc de cultivo que contenga el compuesto
de partida (II) para producir la 3-ANA (I) en el medio de
cultivo.

®1 compuesto objeto, 3-ANA (I), preparado de esta
manera en.la mezcla de reaccidn ée puede separar 0 recuperar
de la mezcla de reaccidn de una manera convencional,

Se puede incluir, dentro del duabito de la presente

invencidn, el caso donde el derivado o las sales en el gru-




10

15

20

25

30

15104

Hoja nham, 17

po carboxi del compuesto de partida (II) se convierte al
grupo carboxi libre correspondiente en el curso de la reac-
cidn, post-tratamiento de la mezcls de reaccidn, o aisla-
miento o purificacidn del compuesto objeto.

Bl compuesto objeto, la 3-ANA asi obtenida, es
un nuevo intermedio clave para la preparacidn del otro u
otros derivados de 3-acilamino azetidinona. 4 este respec=-
to, debe quedar entendido que la 3-ANA de la presente inven
cidén se puede decir que corresponde al deido 6-amino peni-
cildnico (6~APA) en el campo de la penicilina y al deido
T-aminocefalospordnico (7-ACA) en el campo de la cefalospo-
rina. BEs decir, 6-APA se encontird mediante la desacilacidn
de la penicilina G que produjo la fermentacidn de Penici-

1liund chrysogenum y luego primeramente se pudieron preparar

wuchas penicilias semi-sintéticas por medio de la acilacidn
de 6=APA, y tambidn T-ACA se cncontrd por la desacilacidn
de la cefalogporina C que se produjo por la fermentacidn de

Cephalogporium acremonium y luego primeramente han sido pre

paradas muchas cefalosporinas semisintéticas mediante la
acilacidn de T-ACA.

La posicidn y el valor de 3-ANA en el nuevo y ¥ni
co campo antibidtico de azetidinona son bastante iguales a
agquellos de la 6~AP4A y T-ACA. '

Es decir, la 3-ANA que se2 puede derivar de la subg
tancia FR-1923 producida mediante la fermentacidn de Mocar-

dia uniformis var. tsuyamanensis puede proporcionar el inter)

medio clave para producir muchos otros derivados de 3-acila-
f1ino azetidinona antibial mejoras y dtiles., Como un ejemplo
de este derivado que se preparaz mediante la acilacidn de

3-iNA, se ejemplifica la 1-(alfa-carboxi-4-hidroxibencil)~
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«3=/"2~(2=(4=~cloro~2-nitrofenoxi)-acetamido_/=2~(2-tienil)
acetamido_/-2-azetidinona que estd mejorada en la actividag
antimicrobial contra bacterias gram-positivas patogénicas.

Se proporcionan los ejemplos siguientes con el
propdsito de ilustrar la presente invencidn.

En los Ejemplos siguientes, la produccién del
compuesto objeto, la 3-ANA producida en la mezcla de reac-
cidn, se confirmdé cualitativa o cuantitativamente como si-
guet .

(1) Un método para prueba cualitativa del compuesto objeto:

Se mancharon 10 microlitros de la mezcla de reag
cidn sobre Celulosa Bagstman Chromagram Sheet 13254 (marca
comercial de Eastman Kodak Co.) y 1luego se sometieron a
cromatografia de capa delgada usando una mezclz de n-—propa-—
nol y agua (1:1) como disolvents de revelado y usando nin-
hidrina como reactivo producto de color, La mancha del com-
puesto objeto, 3-ANA, se detectd como una mancha pirpura
cercana al valor Rf de 0,77,

(2) Un método para determinar el compuesto objetos:

Se sometieron 40 microlitros de la mezcla de reag

lulosa substancialmente de la misma manera srriba descrita
en el método cualitativo snterior. Ta mancha del compuesto
objeto se detectd como una mancha de absorcidn ultraviocleta
cercana al valor Rf de 0,77 mediante el uso de wna ldmpara
UV (2536 3), se separd mediante espdtula de la hoja y luego
ge puso en un tubo de prueba. Se vertieron cuatro mililitros
de solucidn acuosa de hidrdxido de sodio 0,1N en el tubo de
prueba y luego el tubo de prueba se dejd reposar durante 10

minutos, Subsecuentemente, la mezcla en el tubo de prueba se
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centrifugd a 2.500 rpm durante 5 minutos para dar un super

pernatante a 247 mm se midid y el rendimiento de la 3-ANA
se calculd sobre la base del valor f'de 12,000 de una
muestra auténtica del compuesto objeto a 247 nm.
Ejemplo 1

Se esterilizd de una manera convencional, 100 mi-
1ilitros de un medio de cultivo (pH 7,2) que contenia 24
de "Kyokuto powdery Bouillon" (marca comercial de Kyokuto
Seiyaku Kogyo Co., Ltd.) en un matraz Sakaguchi (capacidad:
500 ml) y luego se inoculd con un cultivo al sesgo de dos

d{as de Pseudomonas schuylikiliensis IAM 1126, Bl organismo

ge desarrolld en el medio a 30¢C durante 48 horas en un agil
tador., Seis horas después partiendo del desarrollo, se afia-
dieron al medio 0,5 mg de 3~/ 2~(4~(3~amino-3-carboxipropo
xi)fenil)glicinanido_7/~-1~(alfa~carboxl~4-hidroxibencil) -2~
~azotidinona, Después de cultivar, el caldo cultivado se
centrifugéd a 5,000 rpm durante 15 minutos para dar un su=-
pernatante. Se afiadié al supernatante 1 gramo de 3—["2-{4-
-(3-amino-3-carboxipropoxi)~fenilgglicinamido_7L1-(alfa-
~carboxi-4~hidroxibencil)-2~-azetidinona, y la solucidn se
ajustd a un pH de 7,0, seguida por inoubacidn a 37¢C duran-
te 4 horas., Tras de incubar, 120 mg de 3-ANA se determinaron
en la mezcls de resccidn. Subsecuentemente, 50 ml de la mez
cla de remccidn se hicieron pasar a travds de una columma
empacada con carbdn activado en forma granular. La columna
se lavé con 500 ml de agua y 500 ml de metanol acuoso 503
en ese ofden, tras de lo cual el compuesto objeto se eluyd
con 1500 ml de acetona acuosa 50%. Se concentraron 1500 ml

del eluato bajo presidén reducida para dar un concentrado
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(50 ml) y luego se le afiadieron 250 ml de acetona, tras de
1o cual se elimind el material insoluble por filtraecidn.
El filtrado se concentrd bajo presidn reducida y 20 milili
tros del concentrado se ajustaron a un pH de 2,0, al wual
se afiadieron 20 ml de n-butenol. Ia solucién se agité y lug
go se separd la capa de n-butanol, después se afiadieron
100 ml de éter de diebtilo a la capa de n~butanol. La meszcld
se filtréd para dar 40 mg de polvo blanco, que se disolvié
en un peqguefio voiumen de metanol y se dejd reposar durante
la noche a la temperatura ambiente para dar 33 mg de cris-
tales blancos de 3-ANA.
P. de f. 203-2069C (Descomposicidn)
Espectro de absorcidn infrarrojas

) max: 3140, 2400 - 1700, .1765, 1745, 1585 cu”
Ejemplo 2

1l

Células de Pmeudomonss gchuyliliensis Ial 1126,

se separaron por centrifugacidn a 5,000 rpm durante 15 mi~
nutos de un caldo cultivado obtenido med;ante substancial=
mente la misma manera deserita en el Bjemplo 1, se lavaron
con 50 ml de solucidn de amortiguador de'fosfato 0,15 M

(pH 7,0) y luego se centrifugd de nuevo. Las cdélulas obte=
nidas se suspendieron en la misums solucidn de amortiguador
como arriba se ha mencionado, para dar 10 mililitros de sug
pensidn, Se afiadid a la suspensidn, 10 mililitros de una so
lucidn acuosa (pH 7,0) que contenia 1 g de 3~/ 2-E4~(3—ami
no-3-carboxipropoxi)fenilgglicinamidon/Ll—(alfa—carboxi~4~
~hidroxibencil)-2-azetidinona, tras de lo cual la mezcla se
incubd a 379C durante 4 horas. Despuéds de la reaccidn, se
determinaron 170 mg de 3-ANA en la megcla de reaccidn. Sub-

secuentemente, la mezcla de reaccién se centrifugd para dar
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un supernatante y 48 mg de cristales blancos de 3-ANA se
obtuvieron del supernatante mediente substancialmente el
mismo procedimiento de purificacidén descrito en el Ejemplo
1. Bl espectro de absorcidn infrarrojo de este compuesto
objeto fué idénfico a aquel de una muestra auténtica de
3-ANA y no se observd descenso del punto de fusidn del com
puesto objeto en el examen mezcladoQ
Ejemplo 3

Se esterilizé’ de una manera convencional, 100 mi
lilitros de un medio de cultivo (pH 7,2) que contenia 24
de “Kyokuto Powdery Boulllon" en cada uno de los matraces
Sakaguchi (capacidad: 500 ml), y luego se incubd com cul-

tivos al sesgo de 2 dias de Pseudomonas schuylkiliensis

IAN 1126. El orgenismo se desarrolld en el medio a 309C
durente 48 horas en un agitador. Seis horas después de ha-
ber comenzado el desarrollo, se afiadieron al medio 100 mg
de substancia FR-1923. Después de que el desarrollo se hu-
bo completado, me obtuvieron 9,5 litros de supernatante
del caldo cultivado con centrifugacidn a 5,000 rpm durante
15 minutos, que se concentrd bajo presidén reducida. Un li=-
tro del concentrado se dializd durante la noche contra 10
litros de agua y se sometid a fraccionacidn con sulfato de
alnonio, tras de lo cual, 50 ml de los precipitados entre
40 y 60% de saturacién con sulfato de amonio se hicieron
pasar a una columna de DEAE-Sephadex A-24 (marca comercial
de Pharmacia AB) saturada mediante solucidn amortiguadors
de fosfato 1/15 M. La solucidén pasada se hizo pasar a tra-
vés de una columna de hidroxiapatita saturada mediante la
misma solucidn de amortiguader de fosfato como se ha men-—

cionado arriba, después se eluyd el compuesto objeto con
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500 mililitros de solucidn de amortiguador de fosfato 0,2
M. Quinientos mililitros del eluato se sometieron a fraccig
nacidén con sulfato de amonio. Se disolvieron los precipita-
dos hasta saturacidn 70% con sulfato de amonio en 50 milili
tros de solucidn de amortiguador de fosfato 1/15 ¥ (pH 7,2)
(al cual se hace referencia mds adelante como Material I
Procesado de Pseudomonas schuylkiliensis). Se afiadid a 0,2
ml de la solucidén, 0,2 ml de una solucidn acuosa (pH 7,0)
gque contenia 10 ﬁg de 31["2—§4-(3—amino—3-carboxipropoxi)
fenilgglicinamido_7k1—(alfa—carboxi-4~hidroxibencil)—2—aze-
tidinona. La mezcla se ajustd a pH 8,0 y luego se incubd a
37eC durante 30 minutos, tras de lo cual se deterwinaron 4
mg de 3-ANA en la megzcla de reaccidn.

Ejemplo 4

Diez litros del caldo cultivade de Pseudomonas

schuyllkiliensis TAM 1126, preparado substancialmente de 1a

nisma manera como se describe en el Tjemplo 3, se centrifu-|
garon a 5,000 rpm durante 15 minutos para dar 9,5 litros
del supernatante, El supernétante se concentrd bajo prgsidn
reducida para dar un litro del concentrado, que se dializd
durante la noche contra 10 litros de agua y luego se some-~
ti6 a fraccionacidn con sulfato de amonio. Se hicieron pa-
sar 50 ml de precipitados entre 40 y 60% de saturacidn con
sulfato de amonio a través de una columna de DRAE-Sephadex
4=25 saturada por solucidn de amortiguador de fosfato 1/15
. 3e vertieron 25 microlitros de la solucidn pasada en cady
uno de dos tubos de prueba y a cada uno de ellos se afiadie-
ron 25 microlitros de solucidn de amortizuador de fosfato
1/15 ¥ (pH 7,2) que contenia 0,5 wmg de 1-(alfa-carboxi-4-hi-

droxibencil)-3~g2-(4—hidroxifenil)glicinamidog—2~azetidinona
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§ 1-(alfa-carboxi~4-hidroxibencil)=3=/ 3=(3-indolil)~2-ami
nopropionamido_/-2-azetidinona. Cada mezcla se incubd a
379¢ durente 4 horas. Después de la reaccidn, la 3-ANA pro-
ducida en la mezcla de reaccidn, se determiné mediante el
unétodo arribs mencionado para determinar con la excepcidn
de que una mezcla de n-propanol y agua (7:3) se usé como
disolvente de revelado. Cada uns proporcioné: 0,1 mg.
Ejemplo 5

Cada cepa de bacterias de los Microorganismos
Nos., 2 a 31, Actinomycetes de lficroorganismos Nos, 32 a 41,
molde de Microorganismos Nos., 42 a 46 y levaduras de kicro-
organismos Nos. 47 a 49, los cuales todos se mencionan en
la Tabla I, se desarrollaron en un medlo y condiciones de
cultivo como se indica en la Iabla 2 que sigue en un agita-
dor. Tras el cultivo, se afiadid a cada caldo cultivado
(0,2 ml), 0,2 ml de una solucién acuosa (pH 8,2) que conte-
nia 10 mg de 3—[“2-24~(B»amino~3-carboxipropoxi);fenilggli—
cinamido_/~1-(alfa-carboxi~4-hidroxibencil)-2~azetidinona.
Subsecuentemente, cada una de las mezmclas se incubd a 37eC
durante cuatro horas y veinticuatro horas después de haber-
se iniciado la incubacidn, se determind la 3-ANA producida
en cada mezcla de reaccidn. Los resultados se ilustran en

la fabla 3 que sigue.

-
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TABLA 2
Bacteria Actinomycetes Moho y
Levadura
medio "Kyokuto powdery lactosa 1,0% Gluccsa 0,44
Bouillon® 2% Peptona 0,5%  Peptona 1,04
(siempre que en Extracto de Bxtracto de
res 0,5% levadura 04%

el caso del gé-

nero de Acetobac Cloruro de sodio Carbonato de

0,5% calcio 0,3%
ter y- Gluconobag
ter, se afiada 0,5%
de carbonato de
caleio al medio)
pH del
medio T,y2 7,2 7,3
Temperatu~
ra del cul
tivo 30¢eC 30¢eC 250(¢
Tiempo de A
cultivo 48 horas 96 horas 96 horas
Tabla 3
Rendimiento (mg) de 3=ANA
Hicroorgeanismo 4 horas después de 24 horas después de
nimero comenzar la incuba comenzar la incuba-
cidén ) cidn
2 1,3 1’5
3 1,3 1,5
4 0,8 1,5
5 0,8 1,5
6 0,8 -
7. 0,2 -
8 0,2 -
9 2,2 -
10 0,8 0,96
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Pabla 3 (continuacidn)
0,2
0,8
0,8
0,04
0,2
0,2
0,8
0,8
0,8
0,8
0,8
0,8
0,2
1,3
1,3
0,8
0,8
0,8
0,8

" 1,3
0,8
0,8
1,3
1,3
0,8
0,04
0,2
0,2
0,8

0,96
0,96
0,96
0,28
0,28
0,08
0,96
0,96
0,96
0,96

15106
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Tabla 3 (continuacidn)

40 0,8 -

41 0,2 , -

42 0 0,28
43 ' 0 0,08
44 0,2 0,2
45 0,04 0,08
46 0,2 0,28
47 . 0 0,96
48 0 0,28
49 0 9,08

Ejemplo 6

Se afiadid 0,5 ml de solucidén de amortiguador de
fosfato 1/15 M que contenis 10 mg de 3—[‘2—%4»(3-benzamidon
~3-carboxipropoxi)fenil§glicinamido_7¥1—(alfa—carboxi—4-hi
drbxibencil)-2-azétidinoné a 0,5 ml del Material Procesado

I de Pseudomonas schuylkillensig,obtenida en el Ejemplo 3,

Ta mezela se incubd a 379C durante 2 horas, después, la
3=ANA producida en la mezcla de reaceidn, se determind me-
diante el método arriba mencionado para la determinacidn
con la excepcidn de que una mezcla de n-butanol y deido acd

tico y agua (4¢142) se usé como digolvente de revelado (va-

Zjeuplo 7

Se afiadié 0,5 ml de solucidn de amortiguador de
fosfato 1/15 M (pH 7,2) que contenia 10 mg de 3~[72—E4~(3~
..acetamido-3-carboxipropoxi)fenilgglicinamido_f_.]_(alfa_caE
boxi=4~hidroxibencil)-2-azetidinona a 0,5 nl del Material

Procesado Y de Pseudomonas schuylkilienses, otenido en el

Ejemplo 3, La mezcla se incubd a 372C durante 2 horas, des—
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pués la 3-ANA, producide en la mezcla de reaccidn se deter
mind por el método arriba descrito para determinacidén con
excepcidn de que una wezcla de n-propanol y agua (7:3) se
usd como disolvente de revelado. (Valor Rf: 0,46). Hendi-
miento: 0,7 mg).

Se disolvieron 50 unidades de Aminopeptidasa U
Ne A~7761 (marca comercial de Sigma Chemical Co.) (deriva-
do de microsomas-de rifidn de cerdo), en 40 ml de una solu-
cidn acuosa (pH 8,0 que contenia 2 g de 3-["2—§4~(3—amino—
—3-earboxipropoxi)fenilgglicinamido_7—1-(alfa-carboxi-4~hi
droxibencil)~2~azetidinona, y la mezcla se incubd a 37¢C
durante 24 horas. Tras la incubacidn, se determinaron 450
mg de 3-ANA en la mezela de reaccidn,

Subsecuentemente, la mezcla de reaccidn se concep
tré bajo presidén reducida para dar 4 ml del concentrado,
que se ajustd a pH de 2,0 y luego se sometid a una cromato-]
grafia de columna usando celulosa (disolvente de revelado:
n~butanol saturado con agua)., Se recogieron 150 ml de frac-
ciones que contenfan 3~-ANA y se concentraron bajo presidn

reducida. Se afiadieron 50 ml de dter etilico a 5 ml del

i

concentrado para dar precipitados, que se obtuvieron median
te filtracidn y secado para dar 85 mg de un polvo blanco.
El polvo blanco se disolvid en un pequefio volumen de meta-
nol y la mezela se dejd reposar durante la noche para dar
65 mg de cristales blancos de 3-ANA., P. de f. 203-2062C

(Descomposicidn).
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REIVINDICACIONES

Los ﬁuntos de invencidn propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de este solicitud de Paten
te de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los que se
recogen en las reivindicaciones siguientes:

18,- Uh procedimiento para preparar J-amnino=i-
~(alfa~carboxi=-4-hidroxibencil)~2-azetidinona, su sal o su
derivado en el grupo carpoxi, que comprende N-~desacilar
I=(alfa~substituido o insubstituido glicinamido)-1-(alfa—
~carboxi-4-~hidroxibencil)~2~azetidinona, su sal o su deri=-
vado en el grupo carboxi en presencia de un caldo cultiva-
do de un microorganismo o su material procesado o una ami~

nopeptidasa derivada de un cuerpo animal, que sea capaz de

*

N-desacilar la 3-(alfa-substituido o imsubstituido glicina-
mido)=1=(alfa~carboxi~4=hidroxibencil)=-2-azetidinona, su
sal o su derivado en el grupo carboxi pars producir 3-ami-
no=i~(alfa-carboxi~4~hidroxibencil)~2~agetidinona, su sal
o su derivado en el grupo cérboxi.

28,= Un procedimiento de mecuerdo con la reivindid
cacidn 18, en el cual la N-desacilecidn se lleva a cabo en
presencia de un caldo cultivado de un microorganisuo elegl

do del género Pseudomonas, Xaenthomonas, Acetobacter, Gluco-

nobacter, Escherichia, Proteus, Staphylococcus, Aeromonas,

Protaminobacter, Bacillus, Azotobacter, Agrobacterium, Bre-

vibacterium, Micrococcus, Microbacterium, Mycobacterium,

Achromobacter, Aerobacter, Alcaligenes, Corynebacterium,

Plavobacterium, Kluyvera, Arthrobacter, Sarcina, Serratia,
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Streptomyces, Nocardia, Micromonospora, Thermopolyspora,

Amorphosporancium, Spirillospora, Actinoplanes, Asperci-

llus, Penicillium, Rhigzopus, Mucor, Rhodotorula, Endomyco-~

psis y Lipomyces, o su material procesado.

38,~ ﬁn procedimlento de acuerdo con la reivindi-
cacidn 12, en el cual la N-desacilacién se lleva a cabo en
presencia de aminopeptidasa M (E.C. 3,4,1,2).

48,.- Un procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacidén 12 ¢ la 28, en el cual el caldo de cultivo del micro
organismo se usa.
58,~ Un procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacidn 12 4 la 22, en el cual se usa el material procesado
obtenido del caldo de cultive del microorganismo.

683~ Un procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacidn 54, en el cual el material procesado es un filtrado,
supernatante, suspengidn de cdélulas o preparacidn purifica-

da obtenida del caldo ds cultive de una manera convenciow

nal.
Tée= Un procedimiento de acuerdo con la reivindi-

cacidn 12, en el cual la 3-(alfa-substituido o insubstitui-
do glicinamido)=1-(alfa~carboxi-4-hidroxibencil)~2-azetidi-

nona es un compuesto representado por la fdérmula:

uooc~<l:zrcn2cnzo~©——clzﬁcomx{_D
R,' NH =N - cn’@,‘on
1 2 J ]

COOH

en donde R'l g3 un grupo amino o acilamino.

8¢, Un procedimiento de acuerdo con la reivindica
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¢idén 12, en el cual la 3-(alfa-substituido o insubstituido
glicinamido)—1-(alfa—carboxi—4-hidroxibencii%2—azetidinona

es un compuesto representado por la férmula

Rz— (CHZ) m-?HCONH
NH N — CH —.OH
2 |

en donde R2 es un grupo arilo o heterociclico y m es un en-
tero de 0 a 4,
98,= Un procedimiento de acuerdo con lg reivindi-
cacidn 78, en el que R'l €8 un grupo alcanoilamino(cl-cs).
108,- Un procedimiento de acuerdo con la reivindil
cacidn 72, en el cual R', es un grupo arbilamino(c7—012).
1l2,~ Un procedimiento de mcuerdo con la reivine
dicacidn 7¢, en el cual R'; es amino,

128.~- Un procedimiento de acuerdo con la reivin-
dicacidn 92 en el cual el grupo alcanoilamino(clﬂcs) es ace

+ilamino,

1328,~ Un procedimiento de acuerdo con 18 relvinw
dicacidn 102, en el que el grupo aroilamino(c7-012) es ben-
zoilamino,

142,- Un procedimiento de acuerdo con la reivindi
cacidn 82, en el cual el arilo substitufdo es p-hidroxifeni-
lo.

" 152,~ Un procedimiento de acuerdo con la reivindi
cacidn 88, en el cual el grupo heterociclico es 3~indolilo,
168.~ Un procedimiento para preparar 3-amino-1-

~(alfa=carboxi=-4~hidroxibencil)~2~azetidinona.
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1 Tal y como se ha descrito en la Memoria que ante-

ceds, y con los fines que se han especificado.
©sta Memoria consta de treinta y una hojas escri-

tas a mdquina por una sola cara.

Madrid,2 1.001.1975
P.A ‘

Oscar/dp\Elzabury

VA

Mee.
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