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B-Dicarbonylverbindungen als Aminoschutzgruppen bei Peptidsynthesen, ITID

Synthese von 6-[D-a-Amino-phenylacetylamino]-penicillansiure
unter Verwendung von B-Dicarbonylverbindungen als
Aminoschutzgruppen

Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Universitit Miinchen

(Eingegangen am 27. August 1964)

Die aus den Kaliumsalzeg der N-{1-Methyl-2-d4thoxycarbonyl-vinyl]- (Ic) und der

N-[1-Methyl-2-(0-methoxy-phenylcarbamoyl)-vinyl]-D-a-amino-phenylessigsidure

(I1d) mit Pivaloylchlorid gebildeten Anhydride wurden mit dem Tridthylam-

moniumsalz der 6-Amjno-penicillansiure (1IIb) umgesetzt. Aus den nicht

isolierten Reaktionsprodukten lieBen sich die Aminoschutzgruppen durch

schwache S#uren abspalten, wobei 6-[D-a-Amino-phenylacetylamino]-penicillan-
* sdure (IVa) erhalten wurde.

B-Dicarbonyiverbindungen lassen sich, wie kurz mitgeteilt wurde 2), als Amino-
schutzgruppen bei Peptidsynthesen verwenden. Diese — inzwischen an einem aus-
gedehnten Versuchsmaterial iiberpriffte — Methode kann Vorteile haben, wenn die
Abspaltung von anderen Aminoschutzgruppen mit Schwierigkeiten verbunden ist,
z. B. bei S-haltigen Peptiden= und bei solchen, die gegen Sduren oder Basen empfind-
lich sind. '

Es lag daher nahe, zu untersuchen, ob 6-[p-x-Amino-phenylacetylamino]-penicil-
lansdure (,,Ampicillin‘; 1Va) unter Verwendung von B-Dicarbonylverbindungen als
Aminoschutzgruppe dargestellt werden kann!). F. P. DovLE und Mitarbb.? haben
die Synthese dieser Verbindung beschrieben. Sie setzten das aus N-Benzyloxycar-
bonyl-D-a-amino-phenylessigsiure und Chlorameisensdure-dthylester gebildete An-
hydrid mit dem Natriumsalz der 6-Amino-penicillansiure (IIla) um; die Amino-
schutzgruppe wurde durch katalytische Hydrierung entfernt.

Der Verlauf der Umsetzung von B-Dicarbonylverbindungen mit Aminosiuren in
methanolischer Kalilauge sowie die Eigenschaften der erhaltenen Derivate sind von
den Komponenten abhingig. Um die fiir p-«-Amino-phenylessigsdure geeigneten
Aminoschutzgruppen zu finden, wurden die in der Tab. aufgefiihrten Kaliumsalze
dargestellt. Diese liegen aufgrund von IR- und NMR-Spektren vollstindig oder weit-
gehend in der Enaminform & vor.

1) 1I. Mitteil.: E. DANE und T. DOCKNER, Angew. Chem. 76, 342 [1964]; Angew. Chem.
internat. Edit. 3, 439 [1964].

2) E. DANE, F. DREEs, P. KONRAD und T. DocKNEer, Angew. Chem. 74, 873 [1962); Angew.
Chem. internat. Edit. 1, 658 [1962].

3) F. P. DoyLE, G. R. FoskeRr, J. H. C. NaYLER und H. SmiTH, J. chem. Soc. [London] 1962,
1440.
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Celis  ,CO-K
qH
Dargestellte Kaliumsalze HJ'C‘C"'N‘H .
H’C‘CI,"‘O
R
K-Salz R Aminoschutzgruppe
la CeHs 1-Methyl-2-benzoyl-vinyl-
Ib CH; : 1-Methyl-2-acetyl-vinyl-
Ic OC,H;s 1-Methyl-2-dthoxycarbonyl-vinyl-
1d NH-CgH4-OCHj3(0) 1-Methyl-2-[o-methoxy-phenyl-
carbamoyl]-vinyl-
e NH-CgH4-OCH3(p) 1-Methyl-2-[ p-methoxy-phenyl-

carbamoyl]-vinyl-

Zur Darstellung der Benzoylvinyl- und Acetylvinyl-Derivate Ia und Ib mufite
einige Zeit erwdrmt werden, wobei Ia teilweise racemisierte. Acetessigsdure-ithylester
und Acetessigsidure-anilide reagieren erheblich schneller zu den Kaliumsalzen Ic—Ie.
Die Schutzgruppen lassen sich durch schwache Siuren bei Raumtemperatur ab-
spalten. Fiir die Geschwindigkeit der Abspaltung gilt qualitativ die umgekehrte
Reihenfolge wie bei der Bildung der N-geschiitzten Kaliumsalze.

Das gegeniiber Sduren am wenigsten empfindliche Kaliumsalz {a benutzten wir
zu Modellreaktionen fiir Peptidverkniipfungen. Der aus Ia erhaltene Cyanmethyl-
ester reagierte mit Glycin-dthylester zum Dipeptidester Ila; jedoch war bei der
Darstellung des Cyanmethylesters vollstindige Racemisierung eingetreten.

1. CI-CH,=CN

la ——————y
2, H;N-CH,-CO:C,H,

R-NH-CH(CgHs)-CO-NH-CH3-COzCqH;
lla: R = CgHsCO-CH=C(CHjy)-
b: R = CHgCO'CH=C(CH3) -
c: R = CszOzC'CH=C(CH3)'

Versuche, Ia oder die daraus erhaltene Sdure nach der Chlorameisensdureester-
Methode in einen N-geschiitzten Peptidester zu iiberfiihren, verliefen erfolglos; unter
verschiedenen Bedingungen wurde nur der N-geschiitzte a-Amino-phenylessigsiure-
dthylester erhalten:

C;H
Ia + Cl-CO,CzH; BUSLILIN R-NH-CH({CgHj;)- CO-0-CO,C,H;

H,;N-CH,~-CO,C;H,
——— T, R-NH-CH(C¢Hs)-COCoH;s + CO3

R = CgH;CO-CH=C(CH,)-

Diese intramolekulare Ausweichreaktion haben wir bisher nur bei der a-Amino-
phenylessigsiure beobachtet.

Der optisch aktive Dipeptidester 11a wurde erhalteri, als man das Kaliumsalz la
mit Pivaloylchlorid ((CH3);CCOCI) und das gebildete Anhydrid mit Glycin-dthyl-
ester umsetzte. Analog reagierten die Kaliumsalze Ib und Ic.
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Zur Synthese des ,,Ampicillins* wurde das Tridithylammoniumsalz der 6-Amino-
penicillansdure (II1b) eingesetzt, das im Reaktionsmedium Tetrahydrofuran 18slich
ist. Es zeigte sich, daB der aus [ a erhaltene Cyanmethylester nicht geniigend reaktions-
fdhig ist, um sich bei Raumtemperatur mit III b umzusetzen.

Bei Umsetzung von Ia mit Pivaloylchlorid und anschlieBend mit IIIb wurde das
Benzoylvinyl-Derivat IVb isoliert; die Aminoschutzgruppe lieB sich durch Kohlen-
sdure abspalten. Jedoch zeigte die erhaltene 6-[x-Amino-phenylacetylamino]-penicil-
lansdure (IVa) im mikrobiologischen Test nur geringe Wirksamkeit.

®
Na ®
(C4Hg)3NH

H,N-HC-HC’S\('Z(Cﬂg)z Ila: X®
OC—N—CH-C0,9X® b: X®

1. (CH,),CCOC1 R-NH-(;H-CO-NH-H -H(':’s‘(':(CHg)z
2. b CgHs OC—N—CH-COzH

v

Ia

IVvaiR=H
b: R = HgC-C=CH-COCgHs

Zum Ziel fiihrte die Umsetzung der Kaliumsalze Ic und Id mit IIIb nach der
Pivaloylchlorid-Methode. In diesen Synthesen wurde das N-geschiitzte ,, Ampicillin‘
nicht isoliert; die Schutzgruppen wurden wihrend der Aufarbeitung durch Ansduern
abgespalten. Das aus Ic und Id erhaltene ,,Ampicillin‘‘-Priparat zeigte die angegebene
optische Drehung und die erwartete Wirksamkeit im mikrobiologischen Test.

Dem FonDs DER CHEMISCHEN INDUSTRIE und der FARBENFABRIKEN Baver AG danken
wir fir die Unterstiitzung dieser Arbeit.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

Losungsmittel wurden iiber basischem Aluminiumoxyd (Akt.-St. 1; Woelm) getrocknet,
Tetrahydrofuran iiber Natrium. Bei den Aufarbeitungen wurden die Lésungsmittel im Rota-
tionsverdampfer im Wasserstrahl-Vakuum abgezogen. Schmelzpunkte sind im Mikro-
schmelzpunkt-Apparat (KorFLER) bestimmt und nicht korrigiert. Die Reinheit der Verbin-
dungen wurde meist im Diinnschichtchromatogramm (auf Silicagel G, Merck) kontrolliert;
Indikatoren: Eisen(I1I)-chlorid, Jod. Eisen(Il)-chloridreaktionen fiihrte man in Athanol
oder Athanol/Wasser durch. Analysen-Priparate wurden i. Hochvak. iiber P»Os getrocknet,
die Kalium- und Bariumsalze mit WOj-Zuschlag verbrannt. Die optischen Drehungen
wurden mit dem lichtelektrischen Polarimeter der Firma Zeiss (LEP-A 2) gemessen.

1 a) Kaliumsalz der N-[I-Methyl-2-benzoyl-vinyl]-a-amino-phenylessigsiure (Ia): Zu
einer unter RiickfluB siedenden L8sung von 3.84 g (23.7 mMol) Benzoylaceton in 25 ccm
Methano! tropfte man innerhalb von 4 Stdn. 3.26 g (21.6 mMol) bD-a-Amino-phenylessig-
sdure, gelost in 20 ccm 1.08 7 methanol. KOH. Wihrend des Zutropfens fiel aus der orange-
farbenen L&sung von Zeit zu Zeit Aminosiure aus, die jeweils nach wenigen Min. wieder in
Losung ging. Nach Einengen der filtrierten L8sung verblieb ein Olig-kristalliner, orarige-
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farbener Riickstand, der beim Verreiben mit Essigester in Nadeln (7.05 g, 98 %) kristallisierte.
Der Zers.-P. lag nach Umkristallisieren aus Essigester unter Zusatz von wenig Athanol bei
231~=234°, Ia ist leicht 18slich in Wasser, Methanol und Athanol, schwer Iéslich in Essigester,
Aceton sowie Tetrahydrofuran und gibt mit Eisen(Il1)-chlorid eine Griinfarbung, in sehr
konzentrierter Losung eine Blaufidrbung.

KCj3HgNO;3 (333.4) Ber. C64.84 H4.84 N4.20 Gef. C64.67 HS5.11 N4.17

Zur sauren Spaltung wurde eine Lésung von 0.594 g Ia (1.78 mMol) in 10 ccm Methanol
mit 2.1 ccm 1n HCI versetzt. Nach 2 Stdn. begann b-a-Amino-phenylessigsiure sich abzu-
scheiden; nach 17 Stdn. wurden 0.139 g (52%) abfiltriert. [x]3': —156.1° (c =1 in 1n HCI)
(Drehwert der bei der Darstellung des Kaliumsalzes verwendeten Verbindung [«]¥: —150.8°,
c= | in tn HCl).

b) Bariumsalz der N-{I-Methyl-2-benzoyl-vinyl]-a-amino-phenylessigsiure (la, [, Ba
statt K): Das Bariumsalz filit aus, wenn man eine wiBr. L8sung von /a mit Bariumchlorid-
Losung versetzt (Ausb. etwa 759%). Es ist 16slich in Methanol, Athanol, Chloroform, Aceton,
Essigester und Benzol. Aus 96-proz. Athanol Zers.-P. der farblosen Nadeln 204—206°.
Eisen(I1l)-chloridreaktion: blaugriin.

BaCigH3;N306- 1 H:O (744.0) Ber. C58.11 H4.60 N 3.77 Gef. C 57.52 H4.60 N 3.93

c) N-[1-Methyl-2-benzoyl-vinyl]-a-amino-phenylessigsiure (la, H statt K): Versetzt man
unter Riihren eine konzentrierte wiBr. Lésung von Ia mit | Aquiv. 2n CH3CO:H, so fillt
die freie Sdure zunichst als feinverteilter farbloser Niederschlag aus, der sich nach wenigen
Minuten zusammenballt. Man saugt sofort ab, wischt mehrmals mit Wasser und nach Trock-
nung mit Ather. Die feinen Nadeln (75%) hatten einen Zers.-P. von 142—145° und gaben
eine griine Eisen(l1T)-chloridreaktion. Die Sdure zersetzt sich beim Erhitzen in Benzol oder
Wasser.

2) Kaliumsalz der N-[1-Methyl-2-acetyl-vinyl]-p-a-amino-phenylessigsiure (Ib): Eine
Ldsung von p-a-Amino-phenylessigsiure in methanol. Kalilauge wurde mit Acerylaceton,
gelost in Methanol, versetzt (Molverhiltnisse und Konzentrationen wie unter 1 a)). Die
zunichst ausgefallene D-x-Amino-phenylessigsidure ging beim Erhitzen innerhalb von 80
Min. oder bei Raumtemperatur (Rithren!) innerhalb von 26 Stdn. in Lgsung. Nach Einengen
verblieb ein blaBgelber kristalliner Riickstand, aus dem nach Verreiben mit Aceton farblose
Nadeln (90%) vom Zers.-P. 222--224° erhalten wurden. Aus feuchtem Aceton Zers.-P.
232—233°, Ib ist in heiBem Aceton und Tetrahydrofuran l8slich. Eisen(I1I)-chloridreaktion:
rot-violett.

KC13H4NO3 (271.3) Ber. C57.54 H5.20 N 5.16 Gef. C56.85 H5.68 N 5.10

Bei der sauren Spaltung von [b wie unter 1 a) begann die Abscheidung von p-a-Amino-
phenylessigsiure nach 25 Min. Nach 12 Stdn. wurden 80 isoliert; [«]¥®: —162.8° (c = 1 in
1 n HCI).

3) Kaliumsalz der N-[1-Methyi-2-idthoxycarbonyl-vinyl]-p-a-amino-phenylessigsdure (Ic):
Zu einer heiBen Losung von 5.28 g (35.0 mMol) p-a-Amino-phenylessigsdure in 40 ccm 0.88 n
methanol. Kalilauge fiigte man eine Losung von 5.00 g (38.5 mMol) Acetessigsdure-ithylester
in 20 ccm Methanol und erhitzte 10 Min. zum Sieden. Die abgekiihlte, fast farblose Losung
wurde von wenig ausgefallenen Flocken abgetrennt und eingeengt. Beim Verreiben des kristal-
linen Riickstands mit absol. Athanol verblieben 8.83 g (81.5%) farblose Nadeln vom Zers.-P.
229—233°. Beim Umkristallisieren aus absol. Athanol dnderte sich der Zers.-P. nicht. Ic
18st sich in Tetrahydrofuran und gibt mit Eisen(111)-chlorid eine rotbraune Farbung.

KC14H1gNO4 1/ HoO (310.4) Ber. C 54.17 H 5.52 N 4.51 Gef. C54.34 H 6.28 N 4.41
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Bei der sauren Spaltung von /¢ wie unter 1 a) fiel augenblicklich p-a-Amino-phenylessig-
sdure aus, nach 1 Stde. 70%. [a}3': —157.8° (c= 1 in 1 n HCI).

4) Kaliumsalz der N-{I1-Methyl-2-(0-methoxy-phenylcarbamoyl)-vinyl]-D-a-amino-phenyl-
essigsdure (Id): Darstellung wie unter 3), Acetessigsdure-{o-methoxy-anilid] statt Acet-
essigsdure-ithylester. Aus der 10 Min. erhitzten Reaktionslosung kristallisierte bei Raum-
temperatur allmihlich /d in farblosen Nadeln (95%). Aus 90-proz. Athanol Zers.-P. 201 —204°.

KCyoH 9N204 (378.5) Ber. C 60.30 H 5.06 N 7.40 Gef. C60.14 H 545 N 7.47

5) Kaliumsalz der N-{I-Methyl-2-(p-methoxy-phenylcarbamoyl)-vinyl]-p-a-amino-phenyl-
essigsdure (Ie): Ansatz wie unter 3), Acetessigsiure-{ p-methoxy-anilid] statt Acetessigsidure-
4thylester. Die zunichst ausgefallene a-Amino-phenylessigsdure ging nach kurzem Erhitzen
und 2stdg. Riihren bei Raumtemperatur in L8sung. Nach Abziehen des Methanols erhielt
man ein blaBgelbes 01, das bei Behandeln mit 99-proz. Athanol in feinen Nadeln (Zers.-P.
150—153°, 77%) kristallisierte. Aus 99-proz. Athanol Zers.-P. 165—167°. Eisen(III)-chlorid-
reaktion: Griinfirbung, die augenblicklich nach Violett umschlagt.

KCoH19N204 (378.5) Ber. C60.30 H5.06 N 7.40 Gef. C60.11 H5.55 N 7.22

Modellreaktionen zur Peptidverkniipfung

Cyanmethylester-Methode

6a) N-[1-Methyl-2-benzoyl-vinyl]- DL-a-amino-phenylessigsiure-cyanmethylester (1a, CH;CN
statt K): Eine Suspension von 3.33 g (10.0 mMol) /a in 50 ccm Essigester und 10 ccm frisch
dest. Chloracetonitril wurde 13 Stdn. unter Riickflu} erhitzt; das Kaliumsalz loste sich sehr
langsam. Nach Einengen der vom Kaliumchlorid abgetrennten Ldsung verblieb ein gelbes,
diinnflisssiges Ol, das beim Behandeln mit absol. Ather zu blaBgelben Quadern erstarrte
(2.35g, 70%, Schmp. 105—107°). Aus Athanol/Wasser Schmp. 106—108°. Mit Eisen(I1l)-
chlorid gibt die Verbindung erst nach lingerem Stehenlassen eine Griinfirbung. [a]¥: 0°
(c = | in 96-proz. Athanol).

CoHjsN203 (334.4) Ber. C71.84 H 5.43 N 838 Gef. C71.87 H5.61 N8.62

b) N-[I-Methyl-2-benzoyl-vinyl]-DL-a-amino-phenylacetyl-glycin-dthylester (Ila): Man
18ste 3.24 g (10.0 mMol) des vorstehenden Cyanmethylesters in der Warme in 20 ccm Essig-
ester und fiigte bei Raumtemperatur 1.03 g (10.0 mMol) Glycin-dthylester hinzu. Nach 4 Stdn.
hatten sich 3.07 g (81%) Dipeptidester in Balken vom Schmp. 164—167° abgeschieden.
Aus Athanol (96%) Schmp. 174—175°. Mit Eisen(III)-chlorid gibt die Verbindung nach
einigen Sekunden eine Griinfirbung.

C22H24N204 (380.4) Ber. C69.45 H6.36 N 7.37 Gef. C68.97 H6.61 N 6.99

Chlorameisensdureester-Methode

7a) N-{I-Methyl-2-benzoyl-vinyl]-a-amino-phenylessigsiure-ithylester (Ia, C,Hs statt K)
aus der Sdure Ia (H statt K): Eine Lésung von 1.48 g (5.00 mMol) /a (H statt K) und 0.50 g
(5.00 mMol) Tridthylamin in 30 ccm Methylenchlorid wurde bei —28° mit 0.70 g (6.45 mMol)
Chlorameisensdure-dthylester, gelost in 6 ccm Methylenchlorid, versetzt. Nachdem man die
nun gelbe L8sung 1 Stde. bei —20° bis —30° gerithrt hatte, tropfte man 0.51 g (5.00 mMol)
Glycin-dthylester hinzu. Nach Erwirmen auf Raumtemperatur engte man ein, nahm den
Riickstand in Benzol auf, trennte vom Tridthylammoniumchlorid ab und engte wieder ein.
Beim Verreiben des orangefarbenen Riickstands mit Ather wurden 1.03 g (64 %) farblose
Nadeln erhalten; aus Athanol Schmp. 100—101°. Die Verbindung hatte die Zusammen-
setzung von la, CHs start K.

C0H2 NOj; (323.4) Ber. C74.28 H 6.54 N4.33 Gef. C73.88 H6.44 N4.48
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b) Aus la: /a wurde in Tetrahydrofuran — in Gegenwart von katalyt. Mengen von Tri-
dthylamin — bei —4 bis —8° umgesetzt und die Reaktionszeit zur Bildung des gemischten
Anhydrids auf 35 Min. verkiirzt. Man isolierte wieder den Ester /a, C;Hs statt K.

156 und /¢ reagierten mit Chlorameisensiure-athylester in Tetrahydrofuran — in Abwesen-
heit von Tridthylamin — nicht zum gemischten Anhydrid.

Pivaloyichlorid-Methode

8a) Optisch aktiver Dipeptidester Ila: Zu einer Suspension von 1.67 g (5.00 mMol) /a in
20 ccm Tetrahydrofuran gab man bei — 6° unter Riihren 0.60 g (5.00 mMol) Pivaloyichiorid,
geldst in 10 ccm Tetrahydrofuran. Nach 30 Min. tropfte man bei —6° unter Riihren eine
Losung von 0.51 g (5.00 mMol) Glycin-dthylester in 10 ccm Tetrahydrofuran zu. Nachdem
die Reaktionslosung 1 Stde. bei —5° und 12 Stdn. bei Raumtemperatur gestanden hatte,
wurde filtriert und eingeengt. Der gelbe olige Riickstand kristallisierte mit wenig Athanol
in feinen, langen Nadeln (1.24 g, 65%) vom Schmp. 108 —110°. Aus Athanol/Wasser Schmp.
126 —128°. I1a gibt eine griine Eisen(l11)-chloridreaktion und hatte im Diinnschichtchroma-
togramm (Chloroform/Essigester 3: 1) den gleichen Rr-Wert wie der nach 6b) dargestelite
optisch inaktive Ester. [a]?°: +108.9° (c = 1 in 96-proz. Athanol).

C33H24N04 (380.4) Ber. C69.45 H6.36 N7.37 Gef. C69.38 H6.74 N7.58

b) Dipeptidester I1b: Wie vorstehend wurde /b mit Pivaloylchlorid und das gebildete
Anhydrid mit Glycin-dthylester umgesetzt. Der nach Einengen erhaltene Riickstand kristal-
lisierte in feinen Nadeln (61 %) vom Schmp. 155 — 161°. Aus Athanol/Wasser Schmp. 162 —164°.
Mit Eisen(111)-chlorid rotviolette Fiarbung.

C17H2;N;04 (318.4) Ber. C64.13 H 6.97 N 8.80 Gef. C63.94 H7.14 N8.75

) Dipeptidester Il c: Zu einer Losung von 3.10 g (10.0 mMol) /¢ in 50 ccm Tetrahydrofuran
tropfte man bei —8° eine Ldsung von 1.20 g (10.0 mMol) Pivaloylchlorid in 10 ccm Tetra-
hydrofuran. Nach 10 Min. wurde bei —12° langsam eine Losung von 1.03 g (10.0 mMol)
Glycin-dthylester in 10 ccm Tetrahydrofuran hinzugefiigt. Die Reaktionslésung stand 1 Stde.
bei —10° dann 12 Stdn. bei Raumtemperatur. Man filtrierte, engte ein und verrieb den
kristallinen Riickstand mit Ather. Der in verfilzten Nadeln kristallisierende Ester I1c (3.05 g,
88%) schmolz bei 104 —108°, aus Athanol/Wasser bei 125 —127°. Eisen(IlI)-chloridreaktion:
nach einigen Min. blafirot.

Ci13H24N;0s (348.4) Ber. N 8.04 Gef. N8.29

9) 6-/a-Amino-phenylacetylamino]-penicillansdure (1Va)

a) Aus dem Kaliumsalz Ia: Nach Vorschrift 8a) wurde aus 7.44 g (22.3 mMol) /aund 2.69 g
(22.3 mMol) Pivaloyichlorid das gemischte Anhydrid bereitet. Nachdem bis zur vollstindigen
Umsetzung 90 Min. bei —17° bis —6° gerithrt worden war, tropfte man unter Riithren bei
—10° langsam eine vorgekiihite Losung von 4.81 g (22.3 mMol) 6-Amino-penicillansédure und
3.03 g (30.0 mMol) Tridithylamin in 50 ccm Chloroform hinzu. Die blaBgelbe, triibe Losung
wurde noch 30 Min. bei —10° geriihrt und 12 Stdn. bei 4° belassen. Man engte die filtrierte
Lésung ein und nahm den 6lig-harzigen Riickstand in 300 ccm 3-proz. Natriumhydrogen-
carbonat-Losung auf. Die Losung (pH 7.9) wurde unter schnellem Riihren tropfenweise
(innerhalb von 45 Min.) mit 17 HCI versetzt. Nachdem ein pH-Wert von 2.1 erreicht war,
wurde die ausgefallene, feinkristalline, blaBgelbe Verbindung sofort abgesaugt, mit viel
Wasser gewaschen und auf einem Tonteller an der Luft getrocknet. Man erhielt 8.27 g
(74%) IVb vom Zers.-P. 138 —147°. Die Verbindung zersetzt sich beim Trocknen iiber Blaugel,
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18st sich in Chloroform, Methanol sowie Athanol und gibt mit Eisen(l11)-chlorid eine schmut-
zig-rotbraune Firbung.

Ci7H27N30sS -1/, H2O (502.6) Ber. C62.13 H 5.62 N 8.36
Gef. C62.32 H6.43 N8.16

Eine L8sung von 2.46 g (4.90 mMol) I¥5 in 40 ccm Chloroform wurde mit 40 ccm Wasser
unter geringem CO,-Uberdruck in einer Hydrierbirne 71/, Stdn. geschiittelt. Nach wieder-
holtem Ausschiitteln der Chloroform-Lésung mit Wasser wurden die wifr. Fraktionen
eingeengt. Als Rickstand verblieb ein glasartiger Film, der beim Behandeln mit Essigester
in blaBgelben Blittchen (1.15 g, 64%,) vom Zers.-P. 193 —200° kristallisierte. Das Pridparat
ist in Wasser leichter 16slich als die nach 9¢) oder d) dargestellte Verbindung. [«])¥: +166.4°
(c = 1 in H,0).

CigH19N304S-H20 (367.4) Ber. C52.30 H5.76 N11.44
Gef. C53.06 H6.13 N 11.02

b) Als der vorstehende Versuch mit /5 ausgefithrt wurde, lieB sich das Acetylvinyl-Derivat
nicht isolieren; die Schutzgruppe wurde wiahrend der Aufarbeitung abgespalten. Man
schiittelte die Losung bei pH 2.15 zur Entfernung von Acetylaceton mit Ather aus und engte
bei pH 5 ein.

Das kristallin erhaltene /Va (Zers.-P. 201 —204°; 16—189;) sowie das aus la dargestellte
Priparat hatten im Dinnschichtchromatogramm (Pyridin/Amylalkohol/Wasser 1:1:1) den
gleichen Ry-Wert wie die in Versuch 9c¢) synthetisierte Verbindung. — Im mikrobiologischen
Test zeigten beide Priparate gegen E. coli und gegen B. subtilis nur geringe Wirk-
samkeit.

¢) Aus der Athoxycarbonylvinyl-Verbindung Ic: Man stellte nach 8c) aus 7.13 g (23.0 mMol)
Ic und 2.77 g (23.0 mMol) Pivaloyichlorid das gemischte Anhydrid her, gab dann bei —12°
eine gekithlte Losung von 5.04 g (23.3 mMol) 6-Amino-penicillansédure und 3.03 g (30.0 mMol)
Tridthylamin in 50 ccm Chloroform in mehreren Portionen hinzu, und lie8 20 Min. bei —12°
und 12 Stdn. bei 4° stehen. Das nach Einengen der filtrierten Losung erhaltene gelbe Ol
(Eisen(I111)-chloridreaktion blaB rotbraun) wurde in 112 ccm 3-proz. Natriumhydrogen-
carbonat-L8sung aufgenommen. Zu dieser Lésung (pH 7.6) tropfte man unter Riihren
innerhalb von 75 Min. 12 HCI, bis ein pH-Wert von 2.7 erreicht war. Dann wurde mit Ather
ausgeschiittelt, die waBir. Ldsung durch Zugabe von Natriumhydrogencarbonat-Lésung auf
pH 5 eingestellt und auf 30 ccm eingeengt. Es schieden sich allméhlich 2.12 g Nadeln vom
Zers.-P. 187—190° ab, aus der weiter eingeengten Mutterlauge noch 4.41 g kristallines,
weniger reines p-IVa (77.5%). Zur Reinigung wurde in Wasser/Salzsdure (pH 2) geldst und
durch Einstellen auf pH 5 wieder ausgefiillt; der Zers.-P. lag dann bei 199—202°. [«]¥:
+283.1° (¢ = 1 in H,0) (Lit.3): [«)3: +281° ¢ = 1 in H0).

Ci1sH19N3048-11/2H20 (376.4) Ber. C51.05 H5.89 N11.17 §8.52
Gef. C51.34 H6.12 N 11.21 S8.83

Das Priparat hatte im Plattendiffusionstest etwa die gleiche Wirksamkeit wie die nach-
stehend dargestellte Verbindung.

d) Aus Id: Das Kaliumsalz Id wurde — in Suspension — mit Pivaloyichlorid nach 8c¢)
innerhalb von etwa 30 Min. zum gemischten Anhydrid umgesetzt und dieses wie vorstehend
mit einer L8sung von 6-Amino-penicillansdure und Tridthylamin in Chloroform. Das nach
Einengen der filtrierten Reaktionsldsung erhaltene gelbe 81 (mit Eisen(I1T)-chlorid blaBgriine
Firbung, die nach wenigen Sek. nach Violett umschlagt) wurde wie vorstehend in Natrium-
hydrogencarbonat-Lésung aufgenommen. Man versetzte mit dem 'gleichen Vol. Wasser und
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dem doppelten Vol. Chloroform und tropfte unter Rithren in 15 Min. 1» HCI hinzu, bis
pH 2 erreicht war. Ausgefallenes o-Methoxyphenylcarbamoyl-vinyl-Derivar ging beim Nach-
rithren innerhalb von einer Stde. in Lésung. Die nach Abtrennen vom Chloroform auf pH 5 ein-
gestellte Losung wurde eingeengt. Man erhielt etwa 609, p-IVa, das nach Reinigung (wie
vorstehend) den Zers.-P. 199 —202° hatte. [¢]%}: +287.9° (¢ = 1 in H50). Zur Analyse wurde
i. Hochvak. bei Raumtemperatur zur Gewichtskonstanz getrocknet.
Ci6H19N304S (349.4) Ber. C55.06 H5.49 N 12.04 S9.18
Gef. C 54.97 H5.30 N11.70 S9.01

Die ,,minimale Hemmkonzentration“ des Prédparats war gegen E. coli 0.9 y/ml, gegen
B. subtilis 0.023 y/ml.



