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La presente invención se refiere a un nuevo pro­
cedimiento para la preparación de una nueva substancia, 

3-amino-1- (alfa-c arboxi-4-hidroxibenc i1)-2-azetidinona, que 
es útil como un intermedio clave para preparar derivados de 

3-acilamino azetidinona.
De manera más particular, se refiere a un nuevo 

procedimiento para preparar 3-amino-1-(alfa-carboxi-4-hidro 

xibencil)-2-azetidinona a partir de 3-(alfa-substituída o 
insubstituida glicinamido)-1-(alfa-carboxi-4-hidroxibencil) 

-2-azetidinona mediante N-desacilación enzimática.
El compuesto objeto de la presente invención, la 

3-amino-1-(alfa-carboxi-4-hidroxibencil)-2-azetidinona (a 
la cual se hace referencia más adelante como 3-ANA), es no­
vedosa y está representada por la fórmula (I) siguiente:

15
H^N-

0 ̂  COOH

(I)
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Como resultado de las investigaciones hechas so­
bre varias clases de microorganismos y enzimas, los invento 
res de la presente invención han encontrado recientemente 

que existen ampliamente microorganismos y una enzima deriva 
dos de un cierto cuerpo animal que tienen la actividad de 
N-desacilar una 3-(alfa-sustituída o insubstituida glicina- 
mido )-1-alfa-carboxi-4-hidroxibenci1)-2-azetidinona para 

producir la 3-ANA. Y se ha encontrado asimismo, que esta cor 
versión se debe a la capacidad de los microorganismos o la 
enzima que hidrolizan en enlace de la amida de ácido en la 
tercera posición de la 3-(alfa-substituida o insubstituída
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gücinamido)-1-(alfa-carboxi-4-hidroxibencil)-2-azetidino-

na.
De acuerdo cor lo anterior, un objeto de da pre­

sente invención es el de proveer una nueva substancia, la

5 3-ANA.
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Otro objeto de la presente invención es el de pro 

veer un nuevo procedimiento para la preparación de una nue­

va substancia, la 3-ANA, a partir de la 3-(alfa-substituí- 

da o insubstituída glicinamido)-1-(alfa-carboxi-4-M.droxi- 

bencil)-2-azetidinona mediante N-desacilación enzimatica.

Adn otro objeto de la presente invención os el de 
proveer un nuevo procedimiento que es más económico para la 
preparación industrial de la 3-ANA.

De acuerdo con la presente invención, el compues­
to objeto, la 3-ANA (I), se puede preparar a partir de la 
3-(alfa-substituido o Insubstituído gliclnamido)-1-(alfa- 
-carboxi-4-hidroxibencil)-2-asetidinona por medio de una 
N-desacilación enzimática en presencia de un caldo de culti­
vo de un microorganismo, su material procesado o una amino- 
peptidasa derivada de un cuerpo animal, cada uno de los cua­
les es capaz de hidrolizar el enlace de la amida de ácido de 
la 3-(alfa-substituído o insubstituído glicinamido)-1-(alfa- 
-carboxi-4-hidroxibencil)-2-azetidinona. De manera más partí 
cular, esta N-desacilación enzimática se lleva a cabo ponien 
do en contacto una 3-(alfa-substituido o insubstituído glici 

namido)-l-(alfa-carboxi-4-hidroxibencil)-2-azetidinona con 

m  caldo de cultivo del microorganismo o su material procesa 
3o, o una aminopeptidasa derivada de un cuerpo animal.

La reacción de la presente invención se puede ilus 

brar mediante el esquema siguiente
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3-(alfa-substituído o insubstituido glicinamido)-1-(alfa- 
carboxi-4-hidroxibencil)-2-azetidinona (II)

^  N-desacilación enzimática

3-ANA (I)
Respecto al compuesto de pEtrtida (i) que se va a 

usar en la presente invención, debe quedar entendido que es 

esencial que este compuesto de partida tenga un grupo alfa- 

-substituído (o insubstituido)-aIfa-amino-acetoamido en la 

tercera posición*en el esqueleto de la azetidinona, y que 
es un descubrimiento nuevo que este compuesto pueda ser 
N-desacilado enzimáticamente para producir la 3-ANA. En 
otras palabras, es esencial que, para la N-desacilación en 
zimática de la presente invención, un grupo acilamino en 
la tercera posición del .compuesto de partida (II) tenga 
siempre un grupo amino en la posición alfa de la parte aci- 
lo.

La 3-(alfa-substituido o insubstituído glicinami- 
do)-1-(alfa-carboxi-4-hidroxibencil)-2-azetidinona (II) que 
se va a usar como compuesto de partida, es un nuevo compues 
to y se puede preparar a partir de un compuesto conocido, 
substancia antibiótica 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
tibiótica FR-1923 se describe en, por ejemplo, la Patente 
de los Estados Unidos NS 3*923.977, en la cual la substan­
cia antibiótica FR-1923 está definida sólo por varias pro­

piedades físico-químicas sin descripción alguna de la es­
tructura química, pero, como resultado de investigaciones 
adicionales, su estructura química ha sido definida, identi 
ficada y asignada, y la identificación de la estructura pri
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meramente ha dado un estímulo científico a los inventores 
para producir la 3-ANA como intermedio clave para sinteti­
zar loa otros compuestos químicamente modificados, por 
ejemplo el otro derivado de la 3**acilamino azetidinona a 

parte de la substancia FR-1923. Y, además, debe quedar en­
tendido que la substancia FR-1923 no es enzimáticamente de 
sacilada para producir la 3-ANA y el derivado 3-(alfa-ami- 
no)acil azetidinona de la substancia FR-1923 son enzimáti­

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

(a) HOOC-CHCH^CH^O-^J) -C-CONH-

OH 0'/— N*c:i-^y-OH

(substancia FR—1923)
reducción

HOOC-CHCHgCHxO-^-CHCONH-

COOH

NH. NH2 N*CH*— y"*0H

(b) HOOC-CHCH^CH^O-^^-C-CONH
NH.

OH

COOH

^-CH-<^y-0H
COOH

25

30

acilación

HOOC - CHCH^ CU ̂ 0 -C - CONH
R,

„ t iN — N - CU -- -OH
¿H COOH

reducción
HOOC - CHCH^ CĤ  0 - ^  -CHCONH

L  NH J— M

-- 1

^ 2  N-CH-^J-OH
COOH

*
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en donde es un grupo acilamino.
Según antes se ha ejemplificado en la presente, 

la esencia y el quid de la presente invención residen en 
el descubrimiento de que sólo la 3-(alfa-substituído o in­

substituí do glicinamido)-1-(alfa-carboxi-4-hidroxibencil)- 

-2-azetidinona (II) puede ser enzimáticamente desacetilada 

para dar 3-ANA (I) y por lo tanto, es un punto esencial de 

la invención, que una función amino esté ligada al átomo 

de carbono alfa del grupo acilamino ligado en la tercera 

posición del compuesto de partida (II) (es decir,
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R alfa
CH-CONH- ; R=H o substituyante),;
ÑHg

Bajo una situación tal, un substituyante (R) en 
la mitad 3-(alfa-substituído o insubstituído glicinamioo) 
del compuesto de partida (II) no es un factor tan importan 
te como el quid de la presente invención y no es restricti 
vo de tal manera que el substituyante (R) puede incluir 
cualquier clase del residuo orgánico conocido en la técnica, 
cuyos ejemplos preparados se explican por referencia, ha­
ciéndose referencia a un residuo de hidrocarburo acíclico 
saturado o insaturado (por ejemplo alquilo, alquenilo, etc.); 
residuo hidrocarburo cíclico saturado o insaturado (por 
ejemplo cicloalquilo, cicloalquenilo, etc.); residuo hidro­
carburo aromático (por ejemplo fenilo, etc.); residuo hete- 
rocíclico tal como un grupo heterocíclico de 5 o 6 miembros 

que contiene cuando menos un hatero átomo (5, 0 y N) (por 
ejemplo tienilo, etc.); grupo heterocíclico benceno-fusiona 
do (por ejemplo indolilo, etc.), etc.; y un residuo que con 

tiene su combinación opcional tal como cicloalquil-alquilo
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aralquilo, alquilo heterocíclico, etc.). Y en el residuo 
orgánico anterior, la mitad hidrocarburo puede estar opcio 
nalmente interrumpida por cuando menos un radical de un he 
tero átomo (por ejemplo -C-, -N-, -S-, etc.), un grupo ato 

mico (por ejemplo -SO-, -SOg-. -NH-, etc.-, anillo aromáti 
co bivalente (por ejemplo etc.), y/o anillo hetero
cíclico bivalente, y además este residuo hidrocarburo, ani 

lio aromátioo y/o anillo heterocíclico puede llevar cuando 

menos un substituyante adecuado tal como hidroxl, halógeno, 
carboxi, amlno, hidroxllmino, oxo, ciano, sulfo, y simila­
res.

Como ejemplo representativo del substituyante (R) 

arriba definido, se ejemplifica un grupo según se ilustra 
por la fórmula siguiente.

En donde R'.¡ es un grupo amino o un grupo ac i lamino. 
Ó

Rs- CHz).- (IV)

en donde Rg es un grupo arilo substituido o un grupo hetero 
cíclico y m es un entero de 0 a 4.

Ejemplos que se prefieren del grupo acilamino pa­

ra R'.j de la fórmula (III) anterior, pueden ser alcanoilo 
(C^-Cg) por ejemplo formilo, acetilo, propionilo, butirilo, 

valerilo, hexanoilo y similares, alquenoilo(C^-Cg) por ejem 

pío acriloilo, crotonoilo, metacriloilo y similares, alquil 
carbamoilo(Cg-Cg) por ejemplo N-metilcarbamoilo, N-etilcar- 

bamoilo, N-propilcarbamoilo y similares, aroilofCy-C-]^)
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corno benzoilo, toluoilo, naftoilo y similares, aralcanoi- 
lo(Cy-C^) tal como fenilacetilo y similares, arilcarbamoi 
lo(Cy-€^g) tal como N-fenilcarbamoilo, N-naftilcarbamoilo 

y.similares, carbonilo heterocíclico tal como tenoilo, fu- 
roilo, nicotinoilo y similares.

Ejemplos preferidos del grupo arilo substituido 

para de la fórmula (IV) anterior, pueden ser hidroxiari 

loíCy-C^g) "̂** p-hidroxifenilo, p-hidroxinaftilo y si
milares y haloariloíCY-C^g) â.l c°n° m-clorofenilo y simi­
lares, etc.

Ejemplos preferidos del grupo heterocíclico para 
Rg de la fórmula (IV) anterior pueden ser tienilo, furilo, 
indolilo, piridilo y similares.

El compuesto de partida (II) da la presenta in­
vención incluye los derivados en el grupo carboxi y sus sa 
les. Lo que sigue son ejemplos representativos de los deri 
vados en el grupo carboxi y sus sales.
(a) Ester: un áster alifático tal como áster de metilo, á:3 

ter de propilo, áster de vinilo, áster de alilo, áster 
de etinilo y similares.

(b) Sal: una sal con una base inorgánica u orgánica, 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 etañolamina y similares.

Los microorganismos que tienen actividad para la 
N-desacilación del compuesto de partida (II) para producir 
la 3-ANA, que se van a usar en la presente invención, se 
pueden aislar fácilmente de la tierra y otras fuentes, por 
medios convencionales, y además se pueden elegir fácilmen­
te asimismo, de los cultivos recogidos adecuados en insta­



laciones públicas para recolección de cultivos tales como 
ATOO (American Type Culture Collection, Maryland, BUA),
IAM (Instituto of Applied Microbiology, Universidad de To­
kio, Japón), IPO (Institute For Fermentation, Osaka, Ja­

pón), HUT (Hiroshima University, Faculty of Bngineering, 
Hiroshima, Japón), IID (The Institute for Infectious Disea 

ses, University of Tokio, Tokio, Japón), CBS (Centraalbu- 

reau voor Schimmelcultures, Bearn, Países .'lujos), FNRi'.'i 
(Fermentation Research Instituto, A¿¡;ency of Industrial 
Science and Technology, Chiba, Japón) y NRRL (Northern Uti 
liza ion Research and Development División, '3.U. Department 

of Agriculture, Illinois, BUA), y similares.
Como ejemplos concretos de los microorganismos 

anteriores, se ejemplifican los siguientes en la Tabla 1.

Tabla 1

i toja nAm. y  ^

Gónero

Fseudomonas

Xanthomonas 

Acetobaoter

Microor­
ganismo
número

Cepa

1 Fseudomonas schuylkiliensis 
1 A M' 1126

2 Pseudomonas aureofaciens 
1 F 0 3523

3 Pseudomonas putrefaciens 
1 F 0 3909

4 Pseudomonas riboflavina 
1 F 0 3140

5 Xanthomonas campestris 
1 A M 1671

6 Acetobaoter acetosus 
1 A M 1803

7 Acetobaoter ranoens 
1 A M 1825

8 Gluconobacter capsulatus 
1 A M 1813

Gluconobacter
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1
Género Microor­

ganismo
número

Cepa

5 Escherichia 9 Escherichia coli 
1 A M 1204

Proteus 10 Proteus vulgaris 
1 1 D 0X19US

3taphylococcus 11 Staphylococcus aureus 
1 A M 1011

10
1eromonas 12 Aeromonas hydrophila 

1 A M 1018
Ebro taminobac t er 13 Protaminobacter alboflavus 

1 A M 1040
3acillus 14 Bacillus subtilis 

1 A M 1069

15
15

16

Bacillus cereus 
1 A M 1072
Bacillus megaterium 
1 A M 1166

^zotobacter 17 Azotobacter vinelandii 
1 A M 1078

'igrobacterium 18 Agrobacterium tunefaciens 
1 A M 1037

20 Brevibac terium 19 Brevibacteriu, amnoniagenes 
1 A M 1641 -

Elicrococcus 20 Micrococcds luteus 
1 A M 1097

Xücrobacterium 21 Microbacteriu, flavum 
1 A M 1642

25
Wycobacterium 22 Mycobacterium tuberculosis 

1 1 D H37RV
ichromobacter 23 Achromobacter cycloe lastes 

1 A M 1013
lerobacter 24 Aerobacter aerogenes 

1 A M" 1019

30

ilc aligeres 25 Alcaligenes faecalis 
1 A M 1015
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Genero Microor­
ganismo
ndmero

Cepa

0 orynebac terium Corynebacteriu, fascians 
1 A M 1079

Flavobacterium 27 Flavobacterium arborescens 
1 P 0 3750

Kluyvera 28 Gluyvera citrophilia 
A T C C 21285

Arthrobacter 29 Arthrobacter simplex 
1 A M 1660

Sarcina 30 Sarcina lútea 
1 A M 1099

Serratia 31 Serratia maro escens 
1 A M 1067

Streptomyces 32 Streptomyces arabicus 
1 F 0 3406

33 Streptomyces fraáiae 
1 F 0 3123

34 Streptomyces olivaceus 
1 F 0 3200

35 Streptomyces shindenensis 
1 F 0 3399

Nocardía 36 Nocardia asteroides 
1 F 0 3384

Micromonospora 37 Micromonospora purpurea 
1 F 0 12575

Thermopolyspora 38 TÜhermopoly spora polyspora 
1 F 0 12134

Amo r pho spor angiurn 39 Amorphosporangium auranti­
co lor
1 F 0 12245

Spiriliospora 40 Spirillospora albida 
1 F 0 12248

Actinoplañes 41 Actinoplañes armeniacus 
1 F 0 12555

Aspergíllus 42 Aspergíllus oryzae 
1 A M 2630
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Género Microor­
ganismo Cepa 
número

Penicillium 43 Penicillium casei 
1 A M  7284

44 Penicillium chrysogenum 
1 A M 7 1 0 6

Rhizopus 45 Rhizopus delemar 
1 A M 6038

Mucor 46 Mucor fragilis 
1 A M 6140

Rhodotorula 47 Rhodotorula rubra 
1 F O  0002

Endomycopsis 48 Endomycopsis capsularía 
11 U T 7236

Lipomyces 49 Lipomyces starkeyi 
H U  T 7263

20

25

30

La presente invención incluye asimismo, dentro 
de su ámbito, el uso de imitantes producidos de estos micro­
organismos por medios convencionales tales como rayos X, ra­
diación ultravioleta, tratamiento con materiales químicos 
tales como ácido nítrico, gas de mostasa de nitrógeno, aza- 
serina, 2-aminopurina, N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina 

(NTG) y similares.
Sin embargo, en cualquier régimen, debe quedar en­

tendido que un microorganismo usado en la presente invención 
no se encuentra limitado al género, especie y su mutante se- 

gán arriba se ha indicado.
De acuerdo con la presente invención, los microor­

ganismos, de preferencia, se pueden usar en una forma de un 
saldo cultivado obtenido mediante el cultivo del microorga-
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nismo áe una manera adecuada, o su material procesado.
El cultivo de estos microorganismos se puede lle­

var a cabo por lo general, de una manera convencional, y se 
puede llevar a cabo ventajosamente bajo aereación con agi­

tación. Como medio de cultivo que se puede usar, un nutrítd 
vo que contiene fuentes de carbón asimilable y nitrógeno y 

sales inorgánicas. Las fuentes de carbono preferidas son, 

por ejemplo, glucosa, sucrosa, lactosa, glicerol o almidón. 
Las fuentes de nitrógeno preferidas son, por ejemplo, ex­

tracto de carne, peptona, harina de gluten, harina de maíz, 
harina de semilla de algodón, harina de frijol de soya, li­
cor de maceración de maíz, extractos de levadura, caseína 
hidrolizada y amino ácidos, así como nitrógeno orgánico e 
inorgánico tal como las sales da 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 actividad 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 añadir una pequeña cantidad de substancia FR-1923 o 
el compuesto de partida (II) como estimulante para el medio 
de cultivo que se va a usar.

El pH adecuado del medio de cultivo, temperatura 
de cultivo adecuada y tiempo de cultivo adecuado varían con 
la clase de microorganismo que se use. Un pH conveniente ha 

bitualmente reside en la escala de pH de 5 a 8. La tempera­
tura se elige habitualmente, de aproximadamente 20SC a apro 

ximadamente 373C, de preferencia de 27eC a 33sC. 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

ción de la 3-ANA. En la presente, el material procesado 
del caldo cultivado, quiere decir cualquier preparación quu 
contenga actividad de N-desacilación enzimática y que haya 
sido procesado mediante medios convencionalmente adecuados 
para aumentar esta actividad da N-desacilación.

La actividad de N-desacilación 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 preparación siguiente, por ejemplo, se puede 
usar como un material procesado del caldo cultivado.
(1) células en bruto; separadas del caldo cultivado de ma­
neras convencionales tales como filtración y centrifuga­
ción,
(2) células secas; obtenidas mediante el secado de las cé­

lulas en bruto por medios convencionales tales como liofi- 
lización y secado al vacío,
(3) un extracto exento de célula; obtenido mediante la des 
trucción de las células en bruto o secas por medios conven 
cionales (por ejemplo moliendo las células con almina, are 
na de mar, etc., o tratando las células con ondas supersó­
nicas) , o
(4) una solución de enzyma; obtenida mediante la purifica­
ción o purificación parcial del extracto exento de células 
de una manera convencional.

Cuando la actividad existe principalmente fuera
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de las células, se puede usar la siguiente preparacién, 
por ejemplo, como un material procesado.
(1) un supernatante o un filtrado; obtenido del caldo cul­

tivado de una manera convencional, o
(2) una solucién de enzima; obtenida mediante la purifica­
ción o purificación parcial del supernatante o filtrado ci 

tados de una manera convencional.
Además, un derivado de aminopeptidaza de un cuer 

po animal que se va a usar en la presente invención es co­

nocido como una enzima hidrolizante N-terminada de dipépti 

do y oligopóptido.

Como ejemplos representativos de esta enzima, se 
puede ejemplificar la Aminopeptidaza M que existe en un te­
jido animal tal como un riríón de cerdo (S.C. 3.4.1.2) (Vea 

se The Enzyme, volumen 3y página 102) y similares.
La aminopeptidaza se puede usar no sólo 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 reacción, se puede usar la aminopeptidasa en el 
estado de un extracto exento de célula que contenga la ami­
nopeptidaza, o en el estado de enzima obtenida mediante pu­
rificación o purificación parcial del extracto exento de cé 
lula de una manera convencional para la purificación de las 
enzimas.

La reacción de acuerdo con la presente invención 
se lleva a cabo poniendo en contacto el compuesto de parti­

da (II) con el caldo de cultivo del microorganismo o su ma­
terial procesado, o la aminopeptidasa.

La reacción enzymática se puede llevar a cabo de 
preferencia, en un medio acuoso tal como agua o una solución
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amortiguadora. Es decir, la reacción habitualmente se puede 

llevar a cabo mediante la adición del compuesto de partida 

(II) al caldo de cultivo del microorganismo per se ó su ma­

terial procesado liquido (por ejemplo supernatante, filtra­

do, solución de enzima, etc.), o a la solución o suspensión 
del caldo de cultivo o su material procesado o una prepara­

ción de aminopeptidasa derivada de un cuerpo animal en el 

medio acuoso. Algunas veces, se prefiere una agitación de 

la mezcla de reacción.
El pH que se prefiere para la mezcla de reacción, 

concentración de substratos, tiempo de reacción y tempera­

tura de reacción puede variar con las características del 
caldo cultivado o su material procesado, o la aminopepti­
dasa que se va a usar, o el compuesto de partida (II) que 

se va a usar. Sin embargo, estas condiciones de reacción so 
eligen de preferencia de una escala de; p H  de 4 a 10, a 20- 

609C durante 30 minutos a 50 horas. La concentración del 

compuesto de partida (II) para uso como substrato en la mez­

cla de reacción, se elige de preferencia de una escala de 

0,1-100 rng por mililitro.
Además, la reacción de la presente invención pue­

de incluir asimismo un procedimiento de cultivo del micro­
organismo en un medio de cultivo que contenga el compuesto 
de partida (II) para producir la 3-ANA (I) en el medio de 

cultivo.
31 compuesto objeto, 3-ANA (I), preparado de esta

manera en la mezcla de reacción se puede separar o recuperai 
de la mezcla de reacción de una manera convencional.

30
Se puede incluir, dentro del ámbito de la presente 

invención, el caso donde el derivado o las sales en el gru-
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po carboxi del compuesto de partida (II) se convierte al 

grupo carboxi libre correspondiente en el curso de la reac­

ción, post-tratamiento de la mezcla de reacción, o aisla­

miento o purificación del compuesto objeto.

El compuesto objeto, la 3-ANA así obtenida, es 

un nuevo intermedio clave para la preparación del otro u 

otros derivados de 3-acilamino azetidinona. A este respec­

to, debe quedar entendido que la 3-ANA da la presente inven 
ción se puede decir que corresponde al ácido 6-amino peni- 

cilánico (6-APA) en el campo de la penicilina y al ácido 
7-aminocefalosporánico (7-ACA) en el campo de la cefalospo- 

rina. Es decir, 6-APA se encontró mediante la desacilación 
de la penicilina G que produjo la fermentación de Penici- 
llium chrysogenum y luego primeramente se pudieron preparar 
muchas penicilias semi-sintóticas por medio de la acilación 
de 6-APA, y también 7-ACA se encontró por la desacilación 
de la cefalosporina C que se produjo por la fermentación de 
Cephalosporium acremoniutn y luego primeramente han sido pre 
paradas muchas cefalosporinas semisintéticas mediante la 
acilación de 7-ACA.

La posición y el valor de 3-ANA en el nuevo y áni 
oo campo antibiótico de azetidinona son bastante iguales a 

aquellos de la 6-APA y 7-ACA.
Es decir, la 3-ANA que se puede derivar de la subs 

tancia FR-1923 producida mediante la fermentación de Nocar­
día uniformis var. tsuyamanensis puede proporcionar el ínter 

medio clave para producir muchos otros derivados de 3-acila­
mino azetidinona antibial mejoras y útiles. Como un ejemplo 
de este derivado que se prepara mediante la acilación de 

3-ANA, se ejemplifica la i-(a3fa-carboxi-4-hidroxibeiicil)-
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-3-/"' 2- (2-( 4-c loro-2-ni trofenoxi) -ac etamido J7-2- (2-tieni l) 
acetamido_y-2-azetidinona que está mejorada en la actividac 
antimicrobial contra bacterias gram-positivas patogénicas.

Se proporcionan los ejemplos siguientes con el 

propósito 3e ilustrar la presente invención.
En los Ejemplos siguientes, la producción del 

compuesto objeto, la 3-ANA producida en la mezcla de reac­
ción, se confirmó cualitativa o cuantitativamente como si­
gue:
(1) Un método para prueba cualitativa del compuesto objeto:

Se mancharon 10 microlitros de la mezcla de reac 

ción sobre Celulosa Eastman Chromagram Sheet 13254 (marca 
comercial de Eastman Kodak Co.) y luego se sometieron a 
cromatografía de capa delgada usando una mezcla de n-propa- 
nol y agua (1:1) como disolvente de revelado y usando nin- 
hidrina como reactivo producto de color. La mancha del com­
puesto objeto, 3-ANA, se detectó como una mancha púrpura 
cercana al valor Rf de 0,77.
(2) Un método para determinar el compuesto objeto:

Se sometieron 40 microlitros de la mezcla de reac 
ción a cromatografía de capa delgada usando una hoja de ce­
lulosa substancialmente de la misma manera arriba descrita 
en el método cualitativo anterior. La mancha del compuesto 
objeto se detectó como una mancha de absorción ultravioleta 
cercana al valor Rf de 0,77 mediante el uso de una lámpara 
UV (2536 A), se separó mediante espátula de la hoja y luego 
se puso en un tubo de prueba. Se vertieron cuatro mililitros 

de solución acuosa de hidróxido de sodio 0,1N en el tubo de 
prueba y luego el tubo de prueba se dejó reposar durante 10 

minutos. Subsecuentemente, la mezcla en el tubo de prueba se30
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centrifugó a 2.500 rpm durante 5 minutos para dar un super 
natante. La intensidad de la absorción ultravioleta del su 
pernatante a 247 mm se midió y el rendimiento de la 3-ANA 
se calculó sobre la base del valor 6 de 12.000 de una 
muestra autóntiea del compuesto objeto a 247 nm.
Ejemplo 1

Se esterilizó de una manera convencional, 100 mi­

lilitros de un medio de cultivo (pH 7*2) que contenía 2% 
de "Kyokuto powdery Bouillon" (marca comercial de Kyokuto 

Seiyaku Kogyo Co., Ltd.) en un matraz Sakaguchi (capacidad: 
500 mi) y luego se inoculó con un cultivo al sesgo de dos 
días de Pseudomonas schuvlkiliensis IAM 1126. El organismo 
se desarrolló en el medio a 30SC durante 48 horas en un agi 
tador. Seis horas despuós partiendo del desarrollo, se aña­
dieron al medio 0,5 mg de 3-¿f 2-(4-(3-amino-3-carboxipropo 
xi )í'enil) glicinamido_/-l -(alfa-car boxi-4-hidroxibencil) -2- 
-azetidinona. Despuós de cultivar, el caldo cultivado se 
centrifugó a 5.000 rpm durante 15 minutos para dar un su- 
pernatante. Se añadió al supernatante 1 gramo de 3-¿f*2-Í4- 
-(3-amino-3-carboxipropoxi)-fenil^glicinamido_/-1-(alfa- 
-carboxi-4-hidroxibencil)-2-azatidinona, y la solución se 
ajustó a un pH de 7,0, seguida por inoubación a 3730 duran­
te 4 horas. Tras de incubar,320 mg de 3-ANA se determinaron 
en la mezcla de reacción. Subsecuentemente, 50 mi de la mez 
cía de reacción se hicieron pasar a travós de una columna 
empacada con carbón activado en forma granular. La columna 
se lavó con 500 mi de agua y 500 mi de metanol acuoso 50% 

en ese orden, tras de lo cual el compuesto objeto se eluyó 
con 1500 mi de acetona acuosa 50%. Se concentraron 1500 mi 
del eluato bajo presión reducida para dar un concentrado
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(50 mi) y luego se le añadieron 250 mi de acetona, tras de 
lo cual se eliminó el material insolubla por filtración.
El filtrado se concentró bajo presión reducida y 20 milili 
tros del concentrado se ajustaron a un pH de 2,0, al cual 
se añadieron 20 mi de n-butanol. La solución se agitó y lúe 

go se separó la capa de n-butanol, después se añadieron 
100 mi de éter de dietilo a la capa de n-butanol. La mezcle 
se filtró para dar 40 mg de polvo blanco, que se disolvió 
en un pequeño volumen de metanol y se dejó reposar durante 

la noche a la temperatura ambiente para dar 33 mg de cris­
tales blancos de 3-ANA.
P. de f. 203-2069C (Descomposición)
Espectro de absorción infrarroja:

)/max: 3140, 2400 - 1700, 1765, 1745, 1585 cm"***
Ejemplo 2

Células de Pseudotnonas gchuylillenáis IAM 1126, 
se separaron por centrifugación a 5.000 rpm durante 15 mi­
nutos de un caldo cultivado obtenido mediante substancial- 
ménte la misma manera descrita en el Ejemplo 1, se lavaron 
con 50 mi de solución de amortiguador de fosfato 0,15 M 
(pH 7,0) y luego se centrifugó de nuevo. Las células obte­
nidas se suspendieron en la misma solución da amortiguador 
como arriba se ha mencionado, para dar 10 mililitros de sus 
pensión. Se añadió a la suspensión, 10 mililitros de una so 
lución acuosa (pH 7,0) que contenía 1 g de 3-¿ 2-^4-(3-ami 
no-3-c arbo xipr o po xi)f eni 1 j glic inami d o _/-l- (a lf a-c ar boxi-4- 
-hidroxibencil)-2-azetidinona, tras de lo cual la mezcla se 
incubó a 37SC durante 4 horas. Después de la reacción, se 
determinaron 170 mg de 3-ANA en la mezcla de reacción. Sub­

secuentemente, la mezcla de reacción se centrifugó para dar30
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un supernatante y 48 mg de cristales blancos de 3-ANA se 
obtuvieron del supernatante mediante substancialmente el 
mismo procedimiento de purificación descrito en el Ejemplo 

1. El espectro de absorción infrarrojo de este compuesto 
objeto fuá idéntico a aquel de una muestra auténtica de 
3-ANA y no se observó descenso del punto de fusión del com 

puesto objeto en el examen mezclado.

Ejemplo 3
Se esterilizó de una manera convencional, 100 mi 

lilitros de un medio de cultivo (pH 7,2) que contenía 2% 
de "Kyokuto Powdery Bouillon" en cada uno de los matraces 
Sakaguchi (capacidad: 500 mi), y luego se incubó con cul­
tivos al sesgo de 2 días de Pseudomonas se huylkili ensis 
IAM 1126. El organismo se desarrolló en el medio a 30SC 
durante 48 horas en un agitador. Seis horas después de ha­
ber comenzado el desarrollo, se añadieron al medio 100 mg 
de substancia FR-1923. Después de que el desarrollo se hu­
bo completado, se obtuvieron 9,5 litros de supernatante 
del caldo cultivado con centrifugación a 5.000 rpm durante 
15 minutos, que se concentró bajo presión reducida. Un li­
tro del concentrado se dializó durante la noche contra 10 
litros de agua y se sometió a fraccionación con sulfato de 
amonio, tras de lo cual, 50 mi de los precipitados entre 
40 y 60% de saturación con sulfato de amonio se hicieron 

pasar a una columna de DEAE-Sephadex A-24 (marca comercial 
de Pharmacia AB) saturada mediante solución amortiguadora 

de fosfato i/l5 M. La solución pasada se hizo pasar a tra­
vés de una columna de hidroxiapatita saturada mediante la 
misma solución de amortiguador de fosfato como se ha men­

cionado arriba, después se eluyó el compuesto objeto con
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500 mililitros de solución de amortiguador de fosfato 0,2 
M. Quinientos mililitros del eluato se sometieron a fraccit 
nación con sulfato de amonio. Se disolvieron los precipita­
dos hasta saturación 70% con sulfato de amonio en 50 milill 
tros de solución de amortiguador de fosfato 1/15 M (pH 7,2) 
(al cual se hace referencia más adelante como Material I 
Procesado de Pseudomonas schuylkiliensis). Se añadió a 0,2 
mi de la solución, 0,2 mi de una solución acuosa (pH 7,0) 
que contenía 10 mg de 3-/"2-^4-(3-amino-3-carboxipropoxi) 

feniljglic inami d o_/-1 - (alf a-c ar b oxi -4-hi dr oxi b ene i 1) -2 -a ze - 
tidinona. La mezcla se ajustó a pH 8,0 y luego se incubó a 
37BC durante 30 minutos, tras de lo cual se determinaron 4 
mg de 3-ANA en la mezcla de reacción.

Diez litros del caldo cultivado de Pseudomona:
schuylkiliensis IAM 1126, preparado substancialmente de la
misma manera como se describe en el Ejemplo 3, se centrifu­
garon a 5.000 rpm durante 15 minutos para dar 9,5 litros 
del supernatante. El supernatante se concentró bajo presión 
reducida para dar un litro del concentrado, que se dializó 
durante la noche contra 10 litros de agua y luego se some­
tió a fraccionación con sulfato de amonio. Se hicieron pa­
sar 50 mi de precipitados entre 40 y 60% de saturación con 
sulfato de amonio a través de una columna de DEAE-Sephadex 

n-25 saturada por solución de amortiguador de fosfato 1/15 
H. 3e vertieron 25 microlitros de la solución pasada en cada 
uno de dos tubos de prueba y a cada uno de ellos se anadie 
ron 25 microlitros de solución de amortiguador de fosfato 
1/15 M  (pH 7,2) que contenía 0,5 mg de 1-(alí'a-carboxi-4-hi-
droxibencil)-3-^2-(4-hidroxifenil)glicinamidoj-2-azetidinong
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6 1-(alfa-carboxi-4-hidroxibencil)-3-¿f3-(3-indolil)-2-ami

nopropionamidoJ7-2-azetidinona. Cada mezcla se incubó a 
3?ac durante 4 horas. Despuós de la reacción, la 3-ANA pro­
ducida en la mezcla de reacción) se determinó mediante el 
mótodo arriba mencionado para determinan con la excepción 
de que una mezcla de n-propanol y agua (7:3) se usó como 
disolvente de revelado. Cada una proporcionó: 0,1 mg. 

Ejemplo 5
Cada cepa de bacterias de los Microorganismos 

Nos. 2 a 31, Actinomycetes de Microorganismos Nos. 32 a 41, 
molde de Microorganismos Nos. 42 a 46 y levaduras de Micro­
organismos Nos. 47 a. 49, los cuales todos se mencionan en 
la labia I, se desarrollaron en un medio y condiciones de 
oultivo como se indica en la Tabla 2 que sigue en un agita­
dor. Tras el oultivo, se aKadió a cada caldo cultivado 
(0,2 mi), 0,2 mi de una solución acuosa (pH 8,2) que conte­
nía 10 mg de 3-¿f*2-^4-(3-amino-3-carboxipropoxi)-feniljgli- 
cinamido_J7-1-(alfa-carboxi-4-hidroxibencil)-2-azetidinona. 
Subsecuentemente, cada una de las mezclas se incubó a 3790 
durante cuatro horas y veinticuatro horas despuós de haber­
se Iniciado la incubación, se determinó la 3-ANA producida 
en cada mezcla de reacción. Los resultados se ilustran en 
la Tabla 3 que sigue.
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TABLA 2
Bacteria Actinomycetes

"Kyokuto powdery Lactosa 1,0%

Bouillon" 2% Peptona 0,5%
(siempre que en Extracto de

res 0,5%
el caso del gá-
nero de Acetobac Cloruro de sodio

0,5%
ter y-Gluconobac 

ter, se añada 0,5% 
de carbonato de

Moho y 
Levadura

Glucosa 0,4%
Peptona 1,0%
Extracto de 
levadura 0,4%

Carbonato de 
calcio 0,3%

calcio al medio)
pH del
medio 7,2 7,2 7,3

15

Temperatu­
ra del cul 
tivo *** 30 se 30 se 25 ec
Tiempo de 
cultivo 48 horas 96 horas 96 horas

Tabla 3
Rendimiento (mg) de 3-ANA

20 Microorganismo
número

4 horas después de 24 horas después de 
comenzar la incuba comenzar la incuba­
ción ** ción

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 0,9630
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Tabla 3 (continuacián) 
0,2 0,96

12 0,8 0,96

13 0,8 0,96

5 14 ' 0,04 0,28

15 0,2 0,28

16 0,2 0,08

17 0,8 0,96
18 - 0,8 0,96

10 19 0,8 0,96

20 0,8 0,96

21 0,8 -

22 0,8 -

23 0,2 **

15 24 1,3 -

25 1,3 -

26 0,8 -

27 0,8 -

28 0,8 -*
20 29 0,8 -

30 1,3 -

31 0,8 -

32 0,8 -
33 1,3 -

25 34 1,3 -

35 0,8 -

36 0,04 -

37 0,2 -
38 0,2 -

30 39 0,8 -
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Tabla 3 (continuación)

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 0,08

Ejemplo 6
Se añadió 0,5 mi de solución de amortiguador

fosfato 1/15 M que contenía 10 mg de 3-/**2-^4-(3-benzamido*-
-3-carboxfpropoxi)feniljgücinamidoJ7-i-(alfa-carboxi-4-hi

droxibencil)-2-azetidinona a 0,5 mi del Material Procesado 
I de Pseudomonas schuvlkiliensis.obtenida en el Ejemplo 3. 
La mezcla se incubó a 37^0 durante 2 horas, después, la 

. 3-ANA. producida en la mezcla de reacción, se determinó me­
diante el método arriba mencionado para la determinación 
con la excepción de que una mezcla de n-butanol y ácido acó 
tico y agua (4¿1¿2) se usó como disolvente de revelado (va­
lor RF: 0,50). Rendimiento, 1,2 mg.
Ejemplo 7

Se añadió 0,5 mi de solución de amortiguador de 
fosfato 1/15 M (pH 7,2) que contenía 10 mg de 3-/**2-^4-(3-

-acetaaido-3-carboxipropoxi)feniljgiicinamido_/-i-(alfa-car
boxi-4-hidrOxibencil)-2-azetidinona a 0,5 mi del Material 
Procesado Y de Pseudomonas schuylkilienses, otenido en el 
Ejemplo 3. La mezcla se incubó a 379C durante 2 horas, des-30
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puós la 3-ANA, producida en la mezcla de reacción ce deter 
minó por el método arriba descrito para determinación con 

excepción de que una mezcla de n-propanol y agua (7:3) se 
usó como disolvente de revelado. (Valor Rf: 0,46). Rendi­

miento: 0,7 mg)¿
Ejemplo 8

Se disolvieron 50 unidades de Aminopeptidasa M 

Na A-7761 (marca comercial de Sigma Chemical Co.) (deriva­
do de microsomas'de riñón de cerdo), en 40 mi de una solu­
ción acuosa (pH 8,0 que contenia 2 g de 3-¿*2-/4-(3-amino- 

-3-carboxipropoxi)fenil^glicinamido_y-i-(alfa-carboxi-4-hi 
droxibencil)-2-azetidinona, y la mezcla se incubó a 37sC 
durante 24 horas. Tras la incubación, se determinaron 450 
mg de 3-ANA en la mezcla de reacción.

Subsecuentemente, la mezcla de reacción se ooncen 
tró bajo presión reducida para dar 4 mi del concentrado, 
que se ajustó a pH de 2,0 y luego se sometió a una cromato­
grafía de columna usando celulosa (disolvente de revelado: 
n-butanol saturado con agua). Se recogieron 150 mi de frac­
ciones que contenían 3-ANA y se concentraron bajo presión 
reducida. Se añadieron 50 mi de éter etílico a 5 mi del 
concentrado para dar precipitados, que se obtuvieron median­
te filtración y secado para dar 85 mg de un polvo blanco.
El polvo blanco se disolvió en un pequeño volumen de meta- 

nol y la mezcla se dejó reposar durante la noche para dar 
65 mg de cristales blancos de 3-ANA. P. de f . 203-206SO 

(Descomposición).



1 5 1 0 6

REIVINDICACIONES

:toJ«

Los puntos áe invención propia y nueva que se 
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Paten 
te de Invención en EspaRa, por VEINTE años, son los que se 

recogen en las reivindicaciones siguientes:

1§.- Un procedimiento para preparar 3-amino-1- 

-(alf a-carboxi-4-Ridroxibencil)-2-azetidinona, su sal o su 
derivado en el grupo carboxi, que comprende N-desacilar 
3-(alfa-substituido o insubstituído 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 da un cuerpo animal, que sea capaz de 
N-desacilar la 3-(alfa-substituído o insubstituído glicinaj- 
mido)-1-(alfa-carboxi-4-hidroxibencil)-2-azetidinona, su 
sal o su derivado en el grupo carboxi para producir 3-ami- 

no-1-(alfa-carboxi-4-hidroxibencil)-2-azetidinona, su sal 
o su derivado en el grupo carboxi.

' 23.- Un procedimiento de acuerdo con la reivindi­
cación IB, en el cual la N-desacilación se lleva a cabo en 

presencia de un caldo cultivado de un microorganismo elegí 
do del género Pseudomonas, Xanthomonas. Acetobacter. Gluco- 
nobacter, Escherichia. Proteus. Staphylococcus, Aeromonas. 
Protaminóbacter, Bacillus, Azotobacter. Agrobacterium. Bre- 
vibacterium. Micrococcus, Microbac terium. Mycobacterium.
Acbromobacter, Aerobacter, Alcaligenes, Corynebacterium,

Flavobac terium, Kluyvera, Arthrobacter, Sarcina, Serratia,
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Streptomyces, Nocardía. Micromonospora. Thermopolyspoya. 
Amorphosporancium. Spirillospora. ActinopJjanes. Asperci- 
llus, Penicillium, Rhizopua. Micor. Rhodotorula, Endomyco- 

psia y Lipomyces. o su material procesado.

3^.- Un procedimiento de acuerdo con la reivindi­

cación 18, en el cual la N-desacilación se lleva a cabo en 

presencia de aminopeptidasa N (E.C. 3,4,1,2).
48.- Un procedimiento de acuerdo con la reivindi­

cación 18 ó la 28, en el cual el caldo de cultivo del micro 
organismo se usa.

58.- Un procedimiento de acuerdo con la reivindi­

cación 18 ó la 28, en el cual se usa el material procesado 
obtenido del caldo de cultivo del microorganismo.

68;- Un procedimiento de acuerdo con la reivindi­
cación 58, en el cual el material procesado es un filtrado, 
supernatante, suspensión de células o preparación purifica­
da obtenida del caldo de cultivo de una manera convencio­
nal.

78.- Un procedimiento de acuerdo con la reivindi­

cación 18, en el cual la 3-(alfa-substituído o insubstituí- 

do glicinamido)-1-(alfa-carboxi-4-bidroxibencil)-2-asetidi- 
nona es un compuesto representado por la fórmula:

HOOC-

COOH

CHCH^,CH-0-

"i

- O -
-CHCONH.

NH, OH

en donde R'^ es un grupo amino o acilamino.
88.- Un procedimiento de acuerdo con la reivindica
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ción 13, en el cual la 3-(alfa-substituido o insubstituído 

glicinamido)-1-(alfa-carboxi-4-hidroxibenci])-2-azetidinona 
es un compuesto representado por la fórmula

en donde Rg es un grupo arilo o heterocíclico y m es un en­

tero de 0 a 4.
93.- Un procedimiento de acuerdo con la reivindi­

cación 73, en el que R'^ es un grupo alcanoilamino(C^-Cg).
103.- un procedimiento de acuerdo con la reivindi 

cación 73, en el cual R'^ es un grupo aroilamino(Cy-C^).
113.- Un procedimiento de acuerdo con la reivin­

dicación 73, en el cual R'-¡ es amino.
123.- Un procedimiento de acuerdo con la reivin­

dicación 93 en el cual el grupo alcanoilamino(C^-Cg) es ace 
tilamino.

133.- Un procedimiento de acuerdo con la reivin­
dicación 103, en el que el grupo aroilaminó(C^-C^) es ben- 
zoilamino.

143.- Un procedimiento de acuerdó con la reivindi 

cación 8a, en el cual el arilo substituido es p-hidroxifeni- 
lo.

153.- Un procedimiento de acuerdo con la reivindi 
cación 83, en el cual el grupo heterocíclico es 3-indolilo.

16§.- Un procedimiento para preparar 3**antino-1- 

-(alfa-carboxi-4-hidroxibencil)-2-azetidinona.

R^,-(CH-) -CHCONH 2 ' 2 m <

O/ COOH



1 5 1 0 6

1 Tal y como se ha descrito en la Memoria que ante 

cede, y con los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de treinta y una hojas escri 

tas a máquina por una sola cara.

Madrid,21.GM1975
P.A.

Osccr/d, 
fe hn,

MOC.
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