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Este 1nyento se refiere a derivados de

cephalosporina c y a compuestos con ellos relaclonados,

asi como a métodos para 1a preparacién de los mlsmos.

Para ls cephalosporlna C, se ha propuesto la

Do estfuctura 0 férmula
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licos del mlsmo.
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Y este inVento'proporoiona‘un método para éliminar ei

grupo acetilo de la misma, con obgeto de obtener el da-,
rivado alcohdlico correspondiente. |

En las memorlas provislonales de las S01li=
citudes pendientes ng 260569/59 ¥ 2.135/60 se describe |
un método para eln.minar la cadena Jaheral-ammo—edlpﬂo de la

'cephalosporina G, cuyo producto resultante tlene la fér-'

"Tmula o] estructura

~

| Héﬁéfﬂ;qﬁf o

¥ sé denominé écidd'7§aminocephalosporénioo; Ademés, éh
_1a Memoria prov151onal de la Sollcltud pendlenxe numero ﬂ:
»2 135/60, y en la Memoria oompleta presentada en apoyo |
de la misma, 86 descrlben los derlvados N#acilicos del
4cido 7-am1nocephaloeporanlco. Este 1nvento proporclona
rademés un método para elimlnar el ﬁrupo acetilo del

':.'Hécido 7-am1no-cephalosporanlco v de los derivados N—aci—i

De acuerdo con este 1nvento, por, tanto, se“ 2

proporc1onan compuestos desacetllados de f6rmu1a - ;"f
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-en la que R representé‘un étéﬁo’de'hidrégeno'ovun grupd
N-acilo-, y sus sales, por eaemplo las sales sédlcas,‘ 7
‘pothgicas & aménlcas de aquellos, . las salea dcidas de  ,” ;;¥
_‘adiclén en las que R representa hidrégenoo '_ | R
 53" _ 7,‘ S En.los casos en que ol ﬂrupo R representa

| un grupo N—acilioo, R representa con preferencia un brupo

°<--am1noadipilo, benciloxicarbonilo, benz01lo, benzoilo sus

tituldo o de la estructura

@5 R . .enla que Ry, R2 representan un atomo de hidrégeno,
— 10. grupo alkilo, fenilo, fenllo sustituido 0 de la f6rmu1a

R3-0—, en le que R3 representa un srupo dlkllo, fenilo o
ﬁfenllo sustituid 0, ¥ son 1guales o dlstintos. 7 ,
o Guando alguno de loa Rl’ R2 v R3 representa'

grupos alkillcos, los grupos pueden ser bastante elevados,‘

C‘A”Jj_ 15, y se prefieren los que contienen de 1 a 10 atomos de car~7“u

- bono, y mds esp601almente de 1 b6 atomos de carbono.

Guando alguno dd los Rl’ R2 y R3 representan gﬂupos fenllofiy
sustituidos 0 R representa un - grupo benzoilo sustltuido,

constituyen sustituyentes preferldos los grupos nitro,

"20,5 ,'eloro, alkllo y alkox1lo. En ol caso de grupos alkoxilo,»
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‘son especialmente adecuados los orupos metox1lo y etox1lo.fi;

Constltuyen compuestos de 1mportan01a espe-"71f

eial comprendldos en la férmula veneral, los derivados ;nfﬁ,.*?

ienllacetillcos, fenoxlaoetillcos, nrpronlonillcos,_'~75““'

v—fenoxmproplonilloos, isobutirillcos, hexanoilicos, p—nitro

.‘fenilacetilicos, p—nltrofenoxiaeetillcos ¥ 2:6= dimetoxi— B

'benzoillcoso

Adends, de acuerdo con este invento, se. pro"

poroiona un procedlmlento para la preparaoién de los com-'

."puestos de este invento antes indicados, que comprende elféff

" hidrolizar oon unavenzima apr0p1a@a‘el grupo ‘acetilico de .

un compuesto de férmula
‘ -
o \fdoé-m o L‘iﬁ 0GOCE,
' eV 3

. A gogﬂ e
-en la que. R representa un étomo de hldrogeno, o un grupo

V-30111001 o una sal soluble de dlcho compuesto.
De las en21mas adecuadas susceptlbles de

emplearse, se ha comprobado que una muy conveniente es

la egterasa cltro-acetilica (preparada oomo depcriben

. Jensen, Jeng, y MacDonell, Archiv. Biochem « 1947, 15,415%

Se oomprenderé que la enzmma puede ser una esterasa ace~

ﬂf"tilica de grupo especifico, pero puede tamblén usarse

‘una enzima que elimine cualquier grupo ester (1ncluso un

grupo acetllo) Las cond1c1ones de pH y temperatura a que ff 

" ha de realizarse la reacclén enzimica, variarén de acuerdo
icon la enzima empleada, pero el pH hea - de estar comprendldo

' -corrlenxemente entre 5,5 y S;aproxlmadamente, ¥ la tempe~ . ;f
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'_en forme de su sal con un écido débll ¥ lavando 1a cephalos -

20.
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'ratura ha de ser del orden de 20 a 4096. aproy1madamente..'
: Cuando se ha utillzado 1a esterasa citro-acetilica, se han’jJ
':obtenldo los mejores resultados empleando un: pH comprenr |
o !?f{aldo entre 6y7vy una temperatura del orden de 25 a 3790;i 
A :aproxlmadamente.,fbr -
*hsepararse del medlo de reacclén, por métodos de separaciéngisgf
'conocidos en esencia, por egemplo la cromatografia v el e

"1ntercambio iénicoob:
puesto espeolalmente mportante de este mven'bo. Se prepa-' '.

'porina C. como material de partlda, y puede separarse de lallj,

fde lavado puede detectarse por dlstintos métodos, segun

¥ su aetlvidad antibacterlana. Cuando el lavador es una _

‘solucion de un - amortiﬂuador volétll, el producto puede

flizaolén, puede obtenerse una ‘sal pura adecuads del pro- '

-5

El derivado desacetllado necesario, puede'  gi*

"A-,

La cephalosporlna C desacetilada, es un. com

‘:ra, con preferencia, utllizando 1la sal sédioa de cephalos—f; 7:

mezcla ae reaccién, después de la preparacién, aplleando

la mezola a una columna de resina de 1ntercambio aniénico"

porina ¢ desaoetilada, con una solu016n que contenga el a
anidn de un Acido adbil. Para este objeto resultan conve=
nientes las soluciones de amortiguadorés volétiies; tales
como acetato aménlco o de plrldlna oon un pH de 5 aproxi-

madamente. La cephalospor:.na ¢ desacetilada, del produc‘to:
el lavador empleado, por ejemplo por el espeotro &e absor—
cién ultrav1oleta del producto, su reaooion con nlnhldrlna R
obtenerse en fonma sélida, por evaporacion de lasg frac-

ciones adecuadas de aquél. A contlnuacién, v por erlsta-

ducto, tal como la sal s6dicau
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““racterizarse por 1as prepiedades siguientes'

Kuhn-Rothe
| fsu sal sédioa, a una concentracien de 0 05 mg/ml. en so-}fif
v'lucién acuosa, presenta un;& méximo a- 261 qﬁ (como se re”fj
' presenta en 1a fig. 1). ' : o

?f(en nuacl) tiene la forma representada en la fig. 2.‘

V]rededor de 2,3 unidadea/mg. contra el Staph. aureus y de?éf

  candente), preaenta les valeres Rgllciné siguientes"

\;(A) n~butanol/éoido acéticq/agua 0,57

’(B) propan-l-ol/ agua (7'3 eri volumen) 0, 60

_en cephalosporina ¢ (que acusa un R.. de 0,77) y en

.'caphalosporina G (que muestra ﬁn gli de 0 98).:~

(14 v/om. durente 3,3 horas) en un gmortivuador de acetato

de piridina con un pH de 4,5, se desplaza Ty 9 cle hacia

Vel énodo, en estas condlciones, y.la eaphalosporina Go

La cephalosporina C desacetilada, puede ea-n;;Q?”
(l) No acusa G-metilo en la determinacion -
(2) El espectro de absoreion ultravioleta de;'fi*‘
(3) El espectro infra—rojo de su sdl -édica ;ii; f,

(4) La actividad de su aal sédica es de al-

1,8 unidades/mg. eontra el g;monella txphi (comparese ﬁf&fﬂﬁy
con 1& sal sodica da la cephalosporina C, cuya actividad?fgjl

(5) Cuando 6 croma%Oﬂrafia en papel Whatman};_;gﬁ"

one1 (aplicada a éste ‘como sal sodica y con disolvente des }fi }

Disolvente o Rg;iciga
(4:134) en volumen)

BEn’ el dlsolvente B se resualve o deacompona

gli

(6) Al someterse a eleetroforesis en papél'

el énodo (le cephalosyorlna C se. desplaza 7,5 cle hacia

se desplaza l 9 cm. haoia el éatodo.



-
Caando la electroforesis se realiza en a01do:-
. acét1co al 10% (v/v),'se desplaza 1,2 cm. ha01a el catodo “
(la cepha103por1na C se desplaza 0, 8 cn, haeia el cétodo
’Qen estas condlcionea, -y la cephalosporina Co se desplaza
4 6 om. hacia el cétodo) "
| (7) Disuelta en écido clorhidrlco 0, 1N o |
»é01do clorhidrlco l ON, se convierte répldamente en cephasffff
losporlna C, (descrita en la Sollcltud de Patente pendlen-fﬂ'j
%e me 2. 554/58) Este oambio puede demostrarse facllmente-f?
':,sometiendo una muestra de la soluclén a la electroforesis,au
",,sobre papel en écldo acético al 10% (v/v)g La cephalospo- ;?
"~,rina G nuevamente formada, se desplaza 4,6 cm. hacia el ‘_
| cétodo, y puede deseubrlrse por su actividad antibacte- : :Vb
‘v‘ (8) Cuando se deja reaccionar con determl-i'jz”
'1‘:¥nados cloruros aclaos, tales como el eloruro fenilacetili-jf‘f

'-3co, forma derlvados N—acilicos con una actmvidad euperior‘:;f

~‘contra el Staph. aureus.:La aellacion puede llevarse a
:   cabo sobre papel como se descrlbe en la Solleltud de -

'rfPatente ne 2. 135/60. Estos derivados N;aoillcos tienen

'-1a férmula e AT ,,,-.,_‘ P VR
\ 7N
CHeCH2o0H2a0H2o00 NH CH—-—CH oo CH2
o . T I o
o R co-——n\ G/ o CH,,OH
ocoH

en la que R, representa un grupo acillcoo

(9) Al tltularse electrométrlcamente en
~-agua 3'209 acusa grupos oon valores pKa aprox;madamente

f 25. <2 12y 3, 0y 9 6. La ulterlor titulaoion con élkali de
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"una solucién que se ha oonservado g un pH de l 9 durante
) horas, in&ica que ha desaparecldo alrededor del 28

un. grupo acidlco (a causa de la 1actonlza016n con fonma-
 de una solucion que se ha conservado 8’ un pH de 11 5 du—

parclal, con formac1on de un. nuevo grupo acidlco. Esto se -

‘debe qu:.zé a la aperturs del anillo ,B—lactam.’ e
"es el derlvado desacetllado del éo1do 7-am1nocephalosporé—m'

ici6n de derivados acilados del mlsmo. Asi s observaré
”Lque exmsten dos procedlmlentos dlferentes para la preparaéT* 1
W01én de dlchos derlvados acllados. Pueden tratarse 1os o

A derlvados acilados del acldo 7—am1nocephalosporanlco con 1;{F;
:;una enz1ma adecuada, o bien el mismo acldo 7-am1nocephalos—i~j‘
"iporénlco puede tratarse con la esterasa Yy luego acllarse :
J::para produ01r el derivado nracilico, por ejemplo por medio  ,”
('*‘de un haluro acilico empleando un metodo anélo go al des—bl.

'fvcrlto en la Solic1tud briténlca n9 2. 135/50._,_

;;como intermedlarios en laisintesis de 1as cephalosporlnas
 ‘ant1b16 icamente actlvas Aéi el grupo alcohol libre del
;oampuesto desacetllado puede reaeclonar nqra produclr

- derivados y més utlles, por eaemplo por re-esteriflcacién

' r
;oon otro é01do. Por 1a var1a016n de estos sustltuyentes,v{

"Ademas, la oephalosporina C desacetxlada, puede acilarse
'”7fﬂen el grupo amlno terminal como antes se indlca, para pro-”?ﬁs

"duczr nuevos compuestos, algunos de 1os cuales, por ejemplq

C;«/E

',A._‘..a;‘ '

cibn de’ cephalosporlna C ) La nueva titulaoién con écmdo

rante 30 minutos, 1ndlca que se ha realizado la hidrélisis_‘-'F

Otro compuesto importante de este 1nvento

"~~mico, ya que puede usarse como 1ntermedio para la prepara-;f},?.

Los compuestos de este invenxo, son uﬂlles

”;'pueden prepararse compuestos ‘de act1v1dades var1ables.;~7” o




5,

15,

s | 25° .

‘/‘del cloruro de . carbobenciloxilo, oonstltuyen 1ntermed1a~5f”

rina C desacetilada, pueden por si mlsmos tener c1erta

:actlvidad antlblética.v

U mEROI
- ‘(Jansen, Jang ¥ MacDonell, 1947), 88 disolvieron 52 mg.?
: de sal sédioa de . eephalosporlna C. La solucion se calenté‘

_hidr6x1do s6dico 0,1N, La temperatura se conserv6 a 309

8l pH ge mantuvo en el orden de. 6, 2-6,8 por adicién de

= sario para mantener el pH, dismlnuyo rapldamente durante
|  los primeros 15 mlnutos y, después de 40 mlnutos, el pH -
fpermanscié constante sin ulterior adlclén de - alkall, inﬁ‘ﬁ:vn
 dicando la tenminaclon de la reacclén. La solucién se;fgiﬁh
“enfrié a 1a temperatura ambiente, ¥ se aplicé a una co-: H
 Lumna de 20 x 0, 9 om.’de Amberli'te Xe-58 (malla 100-200) -
"en fonma de acetato, que previamente se habia 1levado al
;”equilibrlo con una solucién de. acetato aménico, 0 2M para 1jm
el amoniaco, a un pH de 5.lEl lavado se realizé con la N

: misma concentracién de un, regulador de acetato aménico,‘  ﬁ:f

x”/;fracozonee se examnnaron midlendo au absorcién a 260 qﬁ,
“i y el pun$o méxlmo se observ6 que se encontraba entre las

' ° fracc1ones 16 v 26. Las‘fraccionea 17-24 se combinaron“”'

£ £y 1

'mz'f o

f'9;,

el derivado benciloxicarbonilo preparado por la aocién ;_[ﬁ

rlos ﬁtiles en la sintesis de nuevos derivados O—acillcos
de cephalosporlna ¢ desacetllada, ‘que pueden pOSeer acti~

v1dad antlblotica.nbos derlvaaos N acillcos de oephalospo-

LOB eaemplos Siguientes aclaran este invento. =

En una solucién de esterasa 01tro-acetillca.
a 309, y el pH se agusto rapidamente a 6,5 por adiclén de,

hldr6xido s6d1co 0 1N.- El grado de adiclén de alkali nece~ |

recogléndose una fnaccién de 3 ml. cada 35 minutos.,Las
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fﬁlacién, para elimlnar el méximo posible de acetato aménico.“"

| EJEMPIO 2

“'caphalosporina Cen 3 ml. de agua y se aﬁadieron a una so-r

1. 947) previamente agustados a un pH de 6, 5. Se agregé pe-'" '
a 302 por un rsvestimlento de agua. Al cabo de 95 minutos f;

"de enzima. Después de 200 minutos el pH fué précticamente;fff
‘constante sin adicién de alkali. La golucidén se acidiflcéf

- ratura ambiente v se aplie6 a una columna de 21l x 2 cm.

Se realizd el ldvado*oon-ﬁﬁa éoluéién'de aéétato de piri—yi_‘_f
’dina 0,3 M en é4cido’ acétlco con un pH de 5. Se recogleron .
M fracc1ones de . 4 5 ml., cada 14 minutos, y Be examinaron
' salplcando sobre papel y colorando con ninhidrina. Guando
: 5 ; _este procedlmlento revel6 un maximo,se separaron.muestras -
'2; '”Ef 255,;> 'que ae dejaron re3001onar con soluclon de nlnhldrina f"fk »
Ll ' (Moore and Stein 1.948, i. Biol Ghem. 176, 367) y se'calcu‘
flé la densidad de color. El méximo prin01pal se . encontr6j

',entre las fracciones 45 y 77° Las fracciones 50—62 ge oom

' congelac16n se’ dlsolvi6 en una cantldad minima de agua,

con algunos c.c. de agua y ae secaron dos veces por conge R -

El residuo contenia 1a sal aménica de cephalosporlna G

desacetilada., 

Se dlsOlVleron 601 mg. de sal s6dica de

" lucibn de esterasa citro—aeetilica (5 ml ) (Jansen y. otros,w7jif.

riédicamente una solucién de hidréxido 86d100 0 25 N, para

mantener el pH entre 642 y 6,97 la soluclén se conserv6
la adicién necesaria de élkall se habia transformado en
bastanme reduclda, y ge aﬁadleron otros 5 ml. de soluclén;f o
para un. pH de 5, con écido acétlco, se enfr16 a la tempe-

de Amberl;te Xe-sﬁ (mal}a*loo-zoo) en forme de aeetato.;

blnaron vy secaron por congelacién. EL polvo secado por
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",]7ée*precipi£6 con aeetona (alrededor de 50 ml ) se m0116

”7fen polvo. flno en acetona y se lavé con una, nueva cantldad '

i?y la aoluclén Be: secé por congelacién. El producto secado
'”f?por congelacién, sal sédioa de cephalosporina C desaceti-;,

“'~fflada, 56 crlstalizé ‘en etanol acuoso. BI

. BJEMPLO 3 ;:_,

4'py su peso ascend16 a 1 334 g. Lsta oorteza rallada ge mez—iia
i "ol6 con arens lavada con acido (B D H. lOO ge) y cloruro
‘f;s6dioo (20 ge) y se prensé 8 través estopilla. El augo

',fresultante se saturé eon oxalato sédlco y se filtr6 a tra{ﬁ

'volumen igual de sulfato aménico saturado, y el precipi-,ii

‘,voluciones por minuto, durante 5 minutos) Este precipl-’;'

j:se diSOlVlé en 9 ml. de agua y se traté con esterasa

“pritmo de ad1016n se habia reducido, ge agregaron otros
‘?il5 ml. de en21ma eitrlca a un pH de 6 5, ¥ todo ‘ello se

';”calenté,a 308, La reaccién cesé casi por completo después

(alrededor de 50 ml )de acetona seca. uste polvo se d1~ f»ﬁf'

'frsolvié en 3 mlo de agua y el pH se ajusté &: 7 9 por adl-'w

Se separé la corteza exterlor de 80 naranaasu

vrjvés ‘de papel de filtro Whaxman n9 42, por la’ accién de la -

gravedad. Los 310 ml. de extracto, ‘g6 mezclaron con’ un

tado formado se recuperé por oentrifugaclén (a 2,000 re- .

tado ge volvié a suspender en 60 ml, de oxalato aédico‘

'>10 l M y se diallzé a- 59 durante la noche, contra oxalatoifﬁ"‘

o s6dico O l M.;

La sal sédlca de cephalosporlna [ (1 8 g.) 

citro-etilica (15 ml ) prev1amente aaustado & un pH de
6, 5. La mezcla se aglté del pH se conservé entre 6 2 y
,9 por la adlcién de hldréxido sédico 0 1 N. Cuando el




_ 7 N ) -l2- :
»VﬂJ/v = _"'  kde anadir 33,7 ml. de hldréxido sédlco 0 o1 N (teérica-‘

“~ﬁ~mente = 34 ml, Yo La hlautografia acusé solamente o punto
j#aotivo corresponﬁiente 2 la cephalosporlna C desacetllada. i

El volumen pr1n01pal de mezcla de reaoclén se agusté parafp

“un pH de 5 con écldo acétlcfiZN ¥ se aplic6 & una columna”ff

“5fde 21 3 x 2, 5 om. de res1na XE—58 ajustada para un pH de”4(iﬁ

"Sf;rLa columna se desarrolléfcon é01do acético 0,3 u medlantejfi?

'-éfpiridlna, Para un pHMd'_ .'Se recogleron frac01ones de 555 ;5"

7'5 ml. de 1a columna, y se ensayaron muestras de O 1 mlo
?jrpara el color de ninhldrlna, median$e ol método de Mooret .
_ffana otein (J, B:Lol Chem., _1__, 367, 1.948) La actividad

”Afméxima se presenté entre las fracclones 66 y 101._Estasv

“‘?‘fracciones se unieron y se lloflllzaron. El sélido se

ifrecoglé en 10 nle de agua y se preoiplté ‘con 200 ml.Ade

| ?ﬁi*& ;';lﬁaf"' facetona. El aceite se solidificé flnalmenie mediante evar'ﬂb
| ! ;fparaclon suave en vacio. Este sélldo se recuper6 por cen;?;;
) trlfuga016n (l 500. revolu01ones por minuto, durante 15 j_
_ _ minutos) Yy se mmllé con 50 ml. de acetona seca. Este so~f
= fﬁ - 777 1ido se flltré, se. d1s01v16 en 10 ml. de’ agua y ge elev6§-"'r
R 'u20¢:"‘ia un pH de 7 9. eon hidréxido sédico 0,1 N. La soluclén
'resul'bante de la sal s6d1ca. de oephalosporina c desa.oeti-
1ada ge liofllizé rendlmient04526 Dgo Ia crista’izaci6n<
en etanol acu08o proporcion6 342 ng. de un pnoducto que 89
lamente acusé una mancha en la blautografia, corresponr

‘25, ‘ diente a la cenhalosporlna C desacetilada.~

Z-Potencia del derivado de Oephalosporlna ¢ desacetiladaﬁ_;gg’“i

B R QEE__EEEQ o 7 do Cephalosporina c | |
B subbilis ,0289 e S
N staph;vaﬁreusr 0884 Cn 23’0_ o

”'30;"':7; Ve Chgiérae" "C833” ?f
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';Lgs muestras de la solueién origlnal Como testigo o 1ndicas

la hoaa se roclé oon solucion M de aoetaﬁo de piridlna

- en equillbrlo con solu016n de acecato de pirldln& M de

Se dlsolv1eron 52 ﬂg. de sal sédica del
acido 7-fen11acetam1docephalosporénlco en O 2 ml.‘de agua.-;

De esta soluoiénwse eXurajo 0 l ml.,ee af adié O 1 ml. delj
solucién,de esterasa oitro-etilica regulada con fosfato M”
3 un pH de 7 4y v la solucién se 1ncub6 durante ana hora

‘a 308, Se aplicaron a contlnuacién a una. hoaa de. electro~ ;1“

foresls, lOp&o de muestras de esta soluclén y 541. de o

dor se aplioé una muestra de ceohalosporina G y la hoja
'A oontinuaoion s

86 dejo seoar a la temperatura amblente;

de un pH de- 7, y se deaé secar casi a la temperatura am--ﬂjf

biente, oolvéndose en una atmésfera de plrldlna (vapor 31f

PH 7 0) & 379 durante 18 horas. La hoja se colg6 en una T

corrlente durante”una hora! los testlgos de 1a soluclénw

origlnal, la éoluclén 1ncubadéfconnenzima y la cephalos—fvf
porina C aplloada, y la hogé se sometio a eleotroforesms
en acetato de pirldlna 0 05 M. de pH 4,5 durante 3 horas '
a 14 voltlos por cm. El eleotroforesograma se col 6 en -
una corrlente durante wna, hora y luego se exam1n6 por -
blautovrafia sobre placas de agar ‘sembradas- Staph. aureus.';
Los resultados g6 resumen en la tabla 91guiente. Las dls—ﬂ?
tan01as desplazadas hacia el cétodo, se. indlcan con un ;J
signo negatlvo, las desplazadas hacia el énodo, ‘con. un

slgno posltivo.




? mueﬁtra . Dlstancia desplazada,(cm.
&Cephalosporina G V: - f‘ : 'f‘;~““'+ 646

;5.ff,m

enzima y. luega;con piridina- . 'ir 4 7 l
;ﬁf Cephalosporina C "~M4“, '1T,i'*“?_4 6,§~
)"’Gephalosporina 0 tratada con 5;  :;f;A' .

plridlna - SR TE )

B o S cephalosporénico.,jfﬂj_fjj'g; :;%_:;kj~ff'
100

”77 acetamldo cenhalosporénico, y tlene una elevada act1v1dad

”~control..

Cephalosporina G tratada con : ‘“
piridina ' o= 1,4

Cephalosporina G tratada con-» S - :
- enzima . e DT + 7,4 ,N"

;Cephalosporina ¢ trétadauéon*zf

&Cephalosporina Gflndica écido 7—fen11acetamido/=

Asi este écldo se conv1erte por la a0016n de
la esterasa oitro-acetilloa en una substancla que no pro-:f?"

poroiona un derlvado del tlpo cephalosporlna CA por tra-"“

tamiento con plridlna en las conufciones empleadas, con—’
flnmando la formacién del compuesto desaoetllado. La

nueva substancia se desplaza analogamente al acido 7—fening-‘;

antiestafilococica, aunque no tan elevada como el mismo

écldo 7-fenllacetam1do cephalosporénioo. “i,~il
mJE\IIPLO 5 i i

Se disolvié l mg. de écido 7-am1nocephalos— ﬂi
porénloo en 0 1 ml. de regulador fosfato O 1 M de pH 7.

" Una’ muestra de 10 AQ- de esta soluc16n se. mezcl6 con

lO /11. de agua y la soluclon resultante se utlllzé como

- Los 90 gl. restantes da soluclén acldo -
7-aminooephalosporan1co se meqclaron con 90 /l. de solu—;<**~
c16n de esterasa c1tro~aoetillca (ajusta&os para un. pH

de 7o O) Esta mezcla y la’ sobanlén ‘de . control se- oonser—
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varon a 302C, durante 1,5 horas. Muestras de 5,# . de

la mezcla y del’ control se vertieron sobre papel Whatman .

e 1 ¥ el papel ge. rocié llgeramente con acetato de plri~ .’ﬂ

L dina M de un pH de 7, y se colgaron durante la noche en . .
;“éf; Q§;una atmosfera de acetato de piridjna, secéndose final~‘*“

”*mente en alre. Otraa muestras de 5,41. de la mezcla y

ﬁdel control se vertieron sobre papel y se conservaron 4;  N
:,durante 1a noche en el aire del laboratorio. A continua—
" cién se. sometleron las manchas tratadas ' sin tratar con
210;"1" piridlna, e la eleotropor651s sobre los papeles (14 v/cm.

”_en regulador a un pi de 4,5 durante 2 5 horas. Los com—b

;fu; ﬁ:"¢4  ;Wpuestos de los nﬁcleos, a continua016n se fenilacetllaron |
| H en el napel, con cloruro de fenllacetllo,, omo antes ae -

) 'fidescrlbiée Las manchas de material fenllacetilado activo,
~‘”i5;“1}~“se revelaron finalmente realizando la biautografia con

,Stapb. aureus (variedad Oxford) como organismo de ensayo.

.j;::,jfﬂ;”'f‘ f’}§7' Los resultados fueron los sigulentes.;. o
g »’ ' o (l) El écldo 7-am1nocephalosporanlco pro?i’:ﬂ
'fporcioné una gran mancha actiVa que se. habia desplazado

; 3 4 cm., ha01a ol énodo.:}' B _w e
! (2) El producto de la reaccién del acidof

”2;!7—am1nooephalosporénioo con esterasa acetilica, pr0por?

ﬂ'“_cloné una mancha'algo menor que se haoia desplazado
3 6 am. haoia el énodo.jﬂ. Lo

(3) El préducto de la reacclén del écidoilﬁf;;fl‘
’5337-aminocephalosporénieo con piridxn@ dio una gran manché-
bt?éctiva, deblda al nﬁcleo cephalosporlna GA (piridina)
’quue se. habia desplazado 3 om, hacia el. cétodo. :

(4) El producto de”las reacclones de éoido -

 f i7—am1nocephalosporénlco con (A).eéteraaa aoetilioa'y (B)
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:plridina, mostré solamente trazas de un producto que se

~:}habia desplazado hacla el catodo.;,

”"convierte, por la accién de la esterasa acetillca, en o
" 5. . un compuesto actlvo que se desplaza anélogamente al mlsmofﬁ'
pH de 4,5, pero no reacciona con la plrldlna para prOpor-
'01onar un derivado actlvo del tlpo CA° Esto indlca la '
.;produccién de un dcido 7—am1nocephalosporanloo desaceti-

flfN—acilicos del miamo, por métodos anélogos a los descriJ,
i 1t°g para la acilaclén del éCldo 7-aminocephalosporénicoﬁ:’
. | ?en la’ Sollcitud pendlente n9 2 135/60.
“15. -
[ 7deben OOnservarse la estructura nuclear esenclal de la

,Gephalosporlna ¥ la SStere°“°°nfigura016n con ella aso-A~k'

F.f clada, preclsas pmra la actividad antibiétioa.

invento asi como 1a manera de realizarlo en 1a préotloa,
';‘debe hacerse oonstar que las disposlclones anteriormente

”'f indicadas son susceptmbles de’ modlflcaciones de detalle

ST en cuanto 1o alteren su prinoipio fundamental. Tamblén

“‘»se hace constar que este 1nvento e reflere a una Sollcr-"

‘abrll de 1 960, a8 12 866 acogiéndose, por lo tanto,
 231os beneficlos que»conceden lostonvenlos Internacionalest
Hffen v1gor, b 51endollo’que constituye la esen01a ‘del refe—fh»

e rido 1nvento y por lo que sefsolicita Patente de Invenclén p

As:[ el écldo 7-aminocephalosporé,nico se Y

deido 7-aminocephalosporénlco, por eleotroforesis a un.

Este é01do nuede convertirse en derivados

Se. comprenderé que al apllcar este invento,

N‘ O T A

Descrita sufioientemente la naturaleza del

“tud de Patente presentada en. Inglaterﬁa con fecLa 11 de e




‘J;por 20 anos en Espaﬁa "Procedlmiento de obtencmén de

n[tderlvados de cephalosporina C. }de'sus compuestos, carac-

. terizéndose por 10.81gulente., e - 5
‘ lé ~'Proced1m1ento de obtencién de derlva- ;

"w dos de cephalosporlna G vy de sus compuestos, caracterlzado

~°pcr ser estos de la f6rmula

gHzoﬂ

iﬂ-en la que R represeﬁta un atomo de hidrébeno 0 un grupo
'Nhaoilo— y sales de los mlsmos,»y por comprender el hidro"

"lizar con uns enzima adecuada, el grupo acetllo de un

10, "‘compuesto de la formula ' B
\\\

R.NH.CH-——?H/// :vGH

CO-—“N

2

|-
| S °°2H
r;é-en la que R representa un- étomo de hidrégeno ° un &rupo

lbacllo— o‘una sal soluble de dicho compuestoa_

S 28 - Procedlmlento, segﬁn reiv1ndlcac16n 1&

~ M‘  ;:::? 'caracterizado por obtenerse el derivado’ sallno, sédico,
7.:15;fﬂ”??P°tésico 0 am6nico, por ulterior reacoldn con ‘una sal

; ”w36dica,potésica o aménica. _ . N“;rw»- - | ”
| 35 - Procedimiento, segﬁn cualquiera de lag

Eae ff?ﬂjﬁf" reivindicaciones lﬁ o 25‘ caracterlzadc porque 1a en51ma *'ﬁ

A 'fiir,_‘ff>jes una esterasa cltro-acetilioaet;




las relv1ndlcaclonea lé é 3g caracterizado porque R re~i

y son. iguales o distintasoff‘

53 - Procedlmienxo,Asegun relvindioacién

1245, caracterlzado norque Rl represenﬁa un grupo fenilo,

‘ffid; 1f- y R2 representa un &tomo de hidrégeno.

s Lo 68 - Procedlmiento, segun cualqulera de las
“"relvindlca01ones 13 é 33, caraoterlzado porque R repre-::
S “”'senta un grupo - ) o L ,1;‘ J ;;   “f”»
i‘;ﬁ:A';/:  ?. 8 :*"J',' - \5\ -CH2.CH2.CH2.CO.;;” yfjh”gfﬁf'ﬁi

HOOC I | | |
_ 78 ~ Procedimiento, segﬁn cualquiera de. las;¢“:”
1SQ L reiv1ndlcaciones le 4 6§, caraeterlzado porque el trata-'ll'
- };;7’€ 7:1' , miento con enz1ma se lleva a cabo a una temperatura del
;ﬁf}Tﬁf;iu*‘ gnﬂj} orden de 2090. a 40900 a un pH del orden ae 5 5 48
:’ R aproxlmadamente. ‘»V?'

8B - Proced:mlento, se%&n oualqulera de lasf :

j Vﬁ?o:ffff re1v1ndica01ones 15 & 7B caraeterlzado porque el trata-f;
: . v miento con enzima se lleva a cabo 8 un pH del orden de B
6 &7 aprox1madamente. . - -
- s 98 - Procedmmlento, caracterlzado por apllu’
. “T i carse préctloamente tal- como se describe en cualquiera a0k




F, su derlvado desacetllado. ’“f€gf;} , g
105 - Procedlmiento, caracterlzado por aplitj,ﬁ

carse préctlcamente tal como se descrlbe en’ cualqulera L

Ségg de las. re1v1ndlcaclones lﬁ 29 ¥ 48, para la obteneién

del derlvado desacetllado de cephalosporina C.: J

’Procedimlento,'segun cualqulera de‘

ilﬂlé 103, caracterlzado por compren fﬁl~

las re1v1ndicac1ones

"7~pff' con los procedimienxos indioados en las reivindicaclones  '7“3
18 élon .

' vados de cephalospori-; ‘ ; compuestos, tal ¥ como  ”

""20;';. queda sustancialmente de y "Tla presente Memoria.ﬁw;'ﬂ"
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