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PATENTE DE INVENCION

@/fm&%’a @eﬂmﬁ'ﬁﬁ'@u
dotre:

"Procedimiento para el aislamiento de la cefaloespo-

rina CH,

é;Zé%db”ﬁ”CIBA.SOCIETE ANONYME, entidad suigza, residente en

Bagilea, Suizs.,

El objeto de la presente invencion
es un nueve procedimiento para el aislamiento de la
cefaloesporina C en forma de un derivado de solucio-
nes dilufdas que contienen cefaloesporina C, especial

5 mente de las soluciones que contienen la cefaloespo-

Mod. 113



un 1iguido de cultivo que contiens cefaloesporina -

C.

El aislamiento de la cefaloespo-
5. ring C de soluciones acuosas "impurificadas" con =
otras sustancias solubles en égua, especialmente de
caldos de cultivo, es complicado y ofrece dificultades
ante todo en la realizacion en escala técnica, ya que
la cefaloesporine C es, por una parite, muy sensible
10. ¥, por otra parte se ha de separar de otras sustan~
cies que en parte muestran propiedades fisicas y qui
micas parecidas.
Como procedimiento para el aisla-
miento de la cefaloesporina C de las soluciones de -
15, fermentacion se ha propuesio por ejJemplo absorber la
cefeloesporine ¢ en carbdém activo, eluir, absorber el
material eluido en oxido de aluminio, volver a eluir,
absorber en una resina intercambiadores de aniones,
eluir la cefaloesporina ¢ en bruto en una solucidn -
20.  ‘tampon del pH 2,5 hasta 8,0, por ejemplo acetato de
piridine, y someter esta entonces a un proceso de ex
traceidn con disolventes, véase la patente alemena -
1.014.711. Segun otro procedimiento se debe obtener
la cefaloesporina C mediante fraccionacidén de disol-
25. ventes, especialmente entre agua y fenol o fenoles -
alguilo-sustitufdos. Como ulterior posibilidad se =
propuso exponer los eluados de la columna de cerbdn
activo o de la columna de dxido de aluminio o de la
columna de intercambiadores de iones a tales condi~

30. ciones con respecto & temperatura y acidez de mane-
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ra que la cefaloesporina N contenida en el filtrado
de cultivo se transforme en dcido penicilinico, la -
cefaloesporina C por el contrario quede practicamen-
te libre de influenciacion alguna, o destruir la ce-
faloesporina N bajo los efectos de picilinasis y se-
parar entonces la cefaloesporina mediante extraceién
fraccionada con disolventes o mediante cromatografia
con una resina intercambiadora de iones., También se
ha intentado absorber la cefaloesporina C de un agen
te tratado con dcido directamente con wn intercambia
dor de iomes. Esta absorcion directa tenfa sin em—
bargo las desventajas de que debido a la presencia de
otros aniones ademds de la cefaloesporina C se necesi
taban grandes cantidades de resina intercambiadora de
aniones y ademds se elufan simulténeamente los iones
de cloruro y causaban dificultades en las ulteriores
etapas del procedimiento., Finalmente se ha descri-
to un procedimiento en el que el agente de fermenta-
cion clarificado se ajustaba con un intercambiador -
de cationes conteniendo grupos fuertemente dcidos en
le forma H* o un pH de 2,8 hasta 4,0, se separaba el
intercambiador de cationes del agente acidificado y

este se liberaba por un fuerte intercambiador de anio

nes en la forme de una sal con un &cido orgénico mo-
nobasico, débil, voldtil, de prdcticamente todos los
iones de cloruro y otros aniones inorgénicos ¥ final
mente se obten{a la cefaloesporina C del percolato,
por ejemplo mediante absorcidn en un intercambiador

de aniones en forma de acetato y elucidn con tampdn

de acetato de piridine (véase la patente alemans -
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1.126.564). TLos procedimientos en los cuales la ce-—
feloesporina C es absorbida en intercambiadores de =
iones tienen la desventaja de que as{ se destruye una
gran parte de la cefaloesporina C,

Se ha descubierto shors un proce-
80 ventajoso en el que la cefaloesporina se aisla de
una solucidn acuose dilufda, especialmente de un 1{-
quido de fermentacion, en forma de un derivado que -
es especialmente adecuado para la ulterior elaboracidn
& compuestos antibacteriales de alta eficacia que se
derivan del acido 7-amino-cefaloesporaico, por ejem-
plo el dcido 7~fenilacetilamino-cefaloesporaico o el
acido T-tienolacetilamino~cefaloesporafco. EL proce
dimiento se caracteriza porque en una solucidn acuo-
sa que contiene defaloesporina C mediante reaccidn con
deido N~trinitrobencenosulfdico se forma la Netrini-
trofenil-cefaloesporina C y esta se separa de la S0~
Lucion.

El procedimiento se puede emplear
también para la limpieza de la cefaloesporina C en bru
to disolviendo el producte en bruto en agua o en otro
disolvente y tratando la solucidn como se ha mencio-
nado, Ademds se puede emplear el procedimiento tam-
bién pare limpiar los derivados de la cefaloesporina
C que muestran un radical amino libre en la cadena -
lateral, por ejemplo de los ésteres de la cefaloespo
rina C,

Cuando el nuevo procedimiento se
emplea para el aislamiento de la cefaloesporina C -

contenida en los liquidos de fermentacidn se puede -
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realizar la reaccidn en el filtrado %mm o ai
rectamente en el caldo de cultivo oblenido de 14 fer

mentacion.

La reaccidn con el deido trimitro
bencenosulfolco se efectia convenientemente g ‘tempe—
ratura ambiente y a un pH de ;-lo, Preferentemente -
8,5 hasta 9. El &dcido trinitrobencenocsulfofco se -
agrega en forma solida o disuelta, y agitando a la -
solucion que contiene la cefaloesporina ¢ ¥ Se cuida
de que el pH se mantenga durénte todo el tiempo de -
reaccion, unas 1 =~ 2 horas, dentro del mérgen sefials
do, Una solucidn de 4eido trinitrobencenosulféico -
g8 obtiene ventajosamente haciendo reaccionar cloru-
ro de picrilo con un sulfito, por ejemplo sulfito s
dico, potdsico o amonico. ILa solucidn se puede em—
plear sin ulterior elaboracion. Ademds es posible -
formar el dcido trinitrobencenosulfoico directamente
en la solucion que contiene la cefaloesporina C agre
gando por ejemplo el cloruro de picrilo y el sulfito

L& .
sddico a la solucion.

Terminada la reaccidn se ajusta el
pH a 1 hasta 3, preferentemente 1,8 hasta 2, y se sg
para le trinitrofenil-cefaloesporina €, ZEsto se efegc
tva preferentemente mediante extraccion con un disol
vente o mezcla de disolventes no miscibles con agua,
por ejemplo con un alcohol no miscible con agua, es-
pecialmente con un alcanol inferior con 4~6 gtomos ~
de carbono, tal como n-butanol, un amilalcohol, poT
e jemplo n-amilalcohol, n-hexilalcohol, 2-etil-n-buta

nol, o alcohol bencilico, 0 un éster, especialmente
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ésteres de alquilo inferior de &cidoS aicano inferior,
tales como dcido acético, acido propidmico, dcido -
butirico, por ejemplo acetato de etilo, acetato de -
butilo, o con una cetona no miscible con agua, espe-
cialmente di-alquilo inferior-cetona, por ejemplo die
+$ilcetona, metilisobutilcetona, o un hidrocarburo sin
sustituir o sustitufdo, especialmente clorado, por -
ejemplo un alcano clorado, tal como cloruro metiléqi
co, cloroformo, cloruro etilénico, o mezclas de estos
disolventes, Ademds se puede extraer con intercam-
biadores de iomes bésicos liqpidos en los disolven~
teé 0 mezclas de disolventes mencionados, por ejemplo
con Amberlite LA-2 en acetato de n-butilo o en 2-etil-
n-butanol. '

En lugar de extraer la trinitro-
fenil-cefaloesporina se puede precipitar tambien de
la soluoién, por ejemplo ajustando el pH a 1l=3, pre~
ferentemente g 1,8 -~ 2,

Para la transformacion de la trini
trofenil-cefaloesporing ¢ en el acido 7~amino-cefa;g
esporaico se puede estrifiocar el compuesto y trans-
formar, por ejemplo segun el procedimiento descrito
en la patente inglesa 1.041.989 en el 7-ACA¢

La invencion se describe en los -
ejemplos siguientes. Ias temperaturas estan indica-
das en grados centfgrados.

Ejemplo 1
370 litros de caldo de ocultivo -
conteniendo cefaloesporina ¢ se mezclan con una solu

cidn de 2,72 kg de dcido oxdlico en 10 litros de -
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agua y 0,9 litros de una mezele de parﬁ:qké‘
iguales de ague y dcido sulférico concentrado, de ma
nera que resulte un pH de 3. Después de agregar 8 -
kg de "Celatom" (tierra de diatomeos) ocomo agente -~
auxiliar de filtracién se filtra a través de uma -
prensa filtrente, E1 filtrado claro (320 litros) =
contiene 1,57 g de cefaloesporins ¢ por litro., EL =
residuo de filtracidén himedo (62 kg) se desecha.

El filtrado se afiade & una solu=
cidn Ge 920 g de sodio 2,4,6~trinitrobencencsulfdni-
co del pH 7,5 gue se obtiene si 796 g de sulfito sd=-
dico se disuelven en 3,35 litros de agua desionizada,
8e agrega 1 kg de hielo y en el plazo de 15 minutos
se agrega agitando una solucidn de 1,425 kg de cloru
ro picrilico en 4,35 litros de acetona, EL pH de -
la mezcla de solucion se ajusta con sosa cdustica con
centrada bajo agitacién a 9,0 y después se mantiene
durente 4 horas a una temperatura de 262 g 8,5 - 8,7,
La solucidn de reaccidn rojo claro, que contiene la
2,4,6~trinitrofenil-cefaloesporina ¢ se extrae a un
pH de 1,5 hasta 2,0 que se obtiene con solucidn 5N -
de 4cido sulfirico, mediante un extractor de contra-

corriente con metilisobutilcetona. Se obtienen 190

litros de extracto de metilisobutilcetona. Este se

extrae mediante un extractor de contracorrientes con
tampén de fosfato 0,2-M del pH 8. Se obtienen 95 1i
tros de extracto acuoso del pH 6, De este se extrae
nuevamente la 2,4,6-trinitrofenil-cefaloesporina C -
con metilisobutilecetona a un pH 2. Los 50 litros de

solucion orgénica obtenidos se extraen a& un pH de 6
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to acuoso asi obtenido (12 litros) se enfria a O has

ta 42, se ajuste con solucidn 6N de decido clorhidri-
co a“un pH 2,0 el precipitado se aspira y se lava con
agua fria como el hielo. Despuds de secar quedan 751
g de 2,4,6-trinitrofenil-cefaloesporina C en bruto,
Del filtrado se obtienen alin otros 269 g del produc-
to. Bl cromatograma de capa delgada en gel de sili-
ce en el sistema n-bubanol-icido acético glacial-agua
(75:7,5:21 ) muestra para la 2,4,6-trinitrofenil-ce-
faloesporina C con relacidn al &eido picrico como =~
sustancia de referencia un valor pr de 0,51, Adg-
més se aprecian ain manchas de compuestos 2,4,6-tri-
nitrofenilicos polares mds fuertes y més débiles. Ia

transformacidn del derivado en el dcido T-aminocefa-
loesporafco (7-ACA) se puede realizar como sigue:

a) 200 g de 2,4,6=-trinitrofenil-
cefaloesporina C en bhruto se suspenden en 2 litros de
metilisobutilcetona y se mezela con una solucidn de
200 g de difenildiazometano (obtenida por oxidacidn
de benzofenonhidrazona con didxido de manganeso) en
600 cc de metilisobutilcetona. Después de 1,5 horas
se vierte la solucidn rojo~violeta en 10 litros de -
éter de petroleo. Se precipita asi el éster diben-
ghidr{lico de la 2,4,6~trinitrofenil~cefaloesporina
¢ en bruto como polvo de color amarillo claro, El -~
precipitado se filtra en vaclo, se lava ocon éter de
petrdleo y se seca en vacio a 402. El producto mues
tra en el cromatograma de capa délgada en gel de sf-
lice en el sistema tolueno-acetona (8:2) un valor Rf

de 0,53. Rendimiento: 280 g del diéster con una pu~-



reze del 44% lo que corresponde a uniiéh 'eﬁ;o del
62% referido a la cefaloesporina C existente en el -
filtrado de cultivo,
b) 9,6 g del éster dibenzhidrili-
5. co obtenido segin el ejemplo a) se disuelven en 260
ce de cloruro metilénico absoluto. Después de enfriar
la solucidn a -182 se mezclae con 5 cc de piridina an
hidro y agitando se agrega a continuacidn, en el pla
no de 10 minutos, gota a gota, una solucion de 7,8 g
100 de pentacloruro de fosforo., Se agita aun durante 45
minutos a =12 hasta =102 y en el plazo de 5 minutos
se agregan entonces 64 éc de metanol enfriado a ~10%,
Ia solucidn se agita afn durante 40 minutos a =108 y
daspués durante una hora a + 102 mezc¢landose entonces
15. agitando con 110 cc de acido clorhidrico 2N. Se se-
paran las fases y la fase acuosa se extrae ulterior-~
mente con 100 cc de cloruro metilénico. Las fases =
cloruro metilénicas reunidas se evaporan cuidadosa-~
mente en vacfo. Después de secar en alto vacfo se -
20, obtiene un residuo marrén, resinoso, de T7-aminocefa-
loesporato de benzhidrilo.
¢) Se disuelve el T-aminocefaloes
porato de benzhldrilo en 5 cc de anisol, se mezcla =~
enfriando con 15 cc de Acido trifluoracético, se de-
25 ja reaccionar durante 30 minutos a 20~302 y se vier-
te entonces una mezcla enfriada a ~102 dé 25 cc de -
trietilamina y 180 co de metanol, Bl pH de una sus-

pension acuosa al 10% es de 2,3. Se ajusta el pH =

con trietilamina (6 cc) & 3,5, se enfrfa a -182 y la

30. mezola de reaccidn se deja cristalizar. E1 precipi-
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tado cristalino se separa por filtracion en vacio, se
lave con metanol, cloruro metilénico y dietiléter ¥y

se seca en alto vacio. Se obtiene el acido 7—§mino~
cefaloesporalco en una pureza del 83,3%. El rendimien
to asciende & 1,62 g = 63,5 % referido al éster diben
zhidrilico de la 2,4,6-trinitrofenil-cefaloesporina~C
enpleado,

Ejemplo 2
10 litros de filtrado de cultivo

con un contenido de 1340 mg de cefaloesporina-C por
litro y 190 mg de nitrdgeno en forma de radicales -
amino primarios por litro, obtenido por filtracion de
una solueidén de fermentacion bajo adicidn de 2% de -
nGelatom” como suxilior de filtracidon, se mezclan -
con 60 g de dcido 2,4,6-trinitrobencenosulfdnico y,
después de ajustar el pH & 8,7 se mantiene durante 2
horas & esta velor pH. Después se mezcla la solucion
de reaccidn con 250 g de "Hyflo Supercel" y el valor
pH se ajusta agitando con &cido clorhidrico a 4,3.
El precipitado amarillo se filtra en vacio Junto con
el "Hyflo"., El filtrado claro se mezcla con 3 litros
de éster acético, el pH se ajusta con dcido clorhi-
drico a 2,0, las fases se separan y la fase éster =
acética ligeramente emulsionade se clarifica median=-
te filbtracion en presencia de 50 g de “"Hyflo Super-
cel", Ia fase acuosa se extrae ulteriormente aln =
tres veces cada una con 1 litro de dster actico.

Los extractos éster acético reuni
dos se mezclan con 1 litro de agua y el valor pH se

ajusta con soss caustica a 6,5. Las fases se sepa-
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ran, La fase éster acética se extrae ﬂéeq'!;e

aun tres veces con 0,5 litros de agua a un pH de 6,0,

Los extractos acuosos reunidos se mezclan con 1 litro

de éster acético y el pH se ajusta con acido clorhi-
5e drico a 2,0. Las fases se separan y la fase acuosa
se extrae ulteriormente tres veces, cada una con 0,5

litros de éster acetico. Los extractos dster acdti-

co reunidos se lavan dos veces, cada una con 0,3 li-

tros de solucidn saturada de cloruro sodico, se seca
10. con sulfato sddico anhidro y se concentra a 0,5 li-
tros., Esta solucidn concentrada de la 2,4,6-trini-
trofenil-cefaloesporina C se mezcla enfriando lige-
ramente con 1,2 litros de una solucion al 47,5 % de
difenildiazometano en éter de petroleo. Despucs de

15. 1 3/4 horas a temperatura ambiente se precipita el -~

dster dibenzhidrilico de 1a 2,4,6~trinitrofenil-cefa
loesporina C mediante introduccion de 3,5 litros de

éter de petrdleo, EL precipitado se filtra en vacio

y se seca en vacio a 402, El1 rendimiento asciende g

20, 51,2 g con un oontenido‘del 40,49, es decir del 76,2¢

de la tedria referido a la cefaloesporina O existente

en el filtrado de cultivo.

Ejemplo 3
11,76 g de cloruro pierico se sus
25, penden en 36 cc de n-butanol y se mezcla con una 80-

lucién de 6,6 g de sulfito sodico anhidro en 72 cc de
sgua. Despuds de agitar durante 30 minutos en el pH

de la solueidn 6,5. La mezela de reaccion roja, que
contiene 15 g de sal sédica del acido 2,4,6-trinitro

[ d
30. bencenosulfénico se vierte a 6 litros de una solucion
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caloulado en sal sddica de cefaloesporina ¢ 12,3 g3 -

contenido en nitrégeno en forma de radicales amiho -
primarios 1,9%). Se ajusta el pH con sosa caustica
& 9,0 y se mantiene entonces durante una hora a 8,5
hasta 8,7. Después se mezela la solucion de reac-
cidn con 1 litro de una mezcla de n~bubilacetato-n-
butanol (1:1) y se ajusta el pH con acido elorhidri-
co 2 2,0, Después de 10 minutés se separan las fa-
ses. La fase acuosa se extrae ulteriormente aun dos
veces, cada una con 500 cc de mezcla de n-butilace-
tato-n~butanol. Los extractos orgénicos se reunen,
el pH se ajusta con sosa caustica a 5,5 y se extrae
con 300, después con 200 y finalmente con 100 cc de
agua. Las soluciones acuosas totales se extraen nue
vamente a un pH 2 con la mezela de n-butilacetato-n-
butanol de arriba (100 ce, después dos veces 50 cc)
¥y los extractos orgénicos nuevamente & un pH 5,5 con
agua (100 cc, después dos veces 50 cc). ILos 200 ce
en total de solucion acuosa se mezelan con 10 g de =
"Hyflo Supercel", se enfria a 0 hasta 42 y el pH se
ajustae con dcido clorhidrico 2N a 1,8 hagta 2,0, Se
precipita as{ la 2,4,6-trinitrofenil-cefaloesporina
C. Esta se filtra en vacio junto con auxilisr de -
filtracidn, se lava con agua desionizada, fria como
el hielo, y se seca durante 15 horas a 402, El ren~
dimiento asciende & l8,0§ g de 2.4,6~trinitrofenil-
cefaloesporina C sobre 10 g de YHyflo Supercel®, En
el cromatograma de capa delgada‘en gel de siliée en

el mismo sistema como en el ejemplo 1 se aprecia ade
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YL At
més del valor RE, de 0,51 manchas de compuestos tri-
nitrofen{licos més fuertemente polares y menos pola-
res,

El producto se puede transformar
como sigue en el éster dibenzhidrilico: Se suspende
ls mezcla del precipitado en 180 cc de n-butilaceta-
to y se mezcla con 36 g de difenildiazometano en 180
ce de n-butanol. ILa suspensidn se agita durante 3 -
horas, se aspira al "Hyflo Supercel" y el filtrado ~
claro sevvierte en el plazo de 20 minutos en 1800 ce¢
de éter de petroleo /P.eb, 50-708). El precipitado
amerillo claro se aspira en vacio del éster dibenzhi
dr{lico de la 2,4,6-trinitrofenil-cefaloesporina C,
se le lave con éter de petroleo y se seca a 402 en ~
vac{o., El rendimiento asciende a 24.7 g (66%) = 65,3%
referido a la cefaloesporina C contenida en la solu-

cion de partida,

Ejemplo 4
Se disuelven 17,3 g de cloruro pi

erico en 35 cc¢ de n~butilacetato, se agrega una solu
cidn de 9,8 g de sulfito sddico anhidro en 60 cec de
ague y se agita fuertemente durante 15 minutos. ILa
fase butilacetato se vuelve as{ incolora y la fase -
acuosa que contiene 22 g de sodio 2,4,6~trinitroben~
cenosulfofco intensamente rojo. Se agrega la solucidn
roje a 6 litros de una solucidn acuosa que contiene
una cefaloesporine C en bruto (calculado 12 g, conte
nido en radicales amino primarios 1,3%), se ajusta

el pH con sosa cdustica a 9 y se agita durante 2 horas

s un pH de 8,5 = 8,7. Ia elaboracidn se realiza en



5e

10.

15,

20,

25.

30.

- 14 -

forma endloga al ejemplo 3. Se obtieﬁé; 21,8 g de -
2,4,6-trinitrofenil-cefaloesporina C en bruto sobre
40 g de "Hyflo-Supercel",

Mezelando con 43,6 g de difenildig
zometano andlogo al ejemplo 3 se obtienen 28,65 g de
dster dibenzhidr{lico de la 2,4,6-trinitrofenil-cefa
loesporina C (pureza 55%), es decir 64,6 % de la tqé
ria.

N O T A

Descrita suficientemente la natu-
raeleza del inveanto, asi como la manera de realizarlo
en la préctica, debe hacerse constar gque las disposi
ciones anteriormente indicadas son susceptibles de =
modificaciones de detalle en cuanto no alteren su -
principio fundementel. También se hace constar que
el invento corresponde a una solicitud de patente -
presentada en Suiza con fecha 5 de diciembre de 1.966,
bajo el numero 1%309/66, acogiéndose por tanto a los
beneficios que conceden los Convenios Internaciona-
les en vigor, siendo lo que constituye la esencia del
referido invento y por lo que se solicita Patente de
Invencidn por 20 afios en Espafia sobre: "PROCEDIMIEN-
TO PARA EL ATSLAMTENTO IE LA CEFALOESPORINA C"; ce~
racterizéndose por lo siguiente: ‘

l8,- Procedimiento para el aisla-
miento de la cefaloesporina C, en forma de un deriva
do, caracterizado porque en una solucion scuosa dilqé
da, que contiene cefaloesporina C, mediante reaccidn
con &cido trinitrobenzosulfofco se forma la N-trini-

trofenil-cefaloesporine ¢ y se separa de la solucidn.
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vindicacidn 1, caracterizado porque se parte de un -
1{guido de cultivo que contiene cefaloesporina C.
38,- Procedimiento, segun las rei
5. vindicaciones 1 é 2, caracterizado porque la reaccidn
se efectla a temperatura ambiente,

48 ,~ Procedimiento, segin las rei
vindicaciones 1 - 3, caracterizado porque la reac-
0idn se efectia a un pH de f - 10, preferentemente

10. 8,5 hasta 9.

58 ,- Procedimiento segin las rei-
vindicaciones 1 -~ 4, caracterizado porque el dcido -
trinitrobenzenosulfonico se emplea en forma de une -
solucidn que se obtiene por reaccion de cloruro pi-

15. erico con un sulfito.

68.~ Procedimiento, segun las rei
vindicaciones 1 - 5, caracterizado porque la N-trini
trofenil-cefaloesporina C se separa por extraccidn -
de la solucidn.

20, 78 .- Procedimiento, segin la rei-
vindicacion 6, caracterizado porque la N-trinitrofe—
nil-cefaloesporina C se extrae & un pH de 1 - 3, pre
ferentemente 2,

88,~ Procedimiento, segin las rei

o5, vindicaciones 6 ¢ 7, caracterizado porque la N-trini
trofenil-cefaloesporina C se extrae mediante un di-
solvente o mezcla de disolventes inmiscible con -
agua.

98,- Procedimiento, segun las rei

30« vindicaciones 6 ¢ 7, caracterizado porgue la N-trini



5.

ﬁﬁ%ﬂé

trofenil-cefaloesporing C se extrae mediaﬁte un in-
tercanbiador de iones liguido.
108,~ Procedimiento para el ais=~
lamiento de la cefaloesporina C; tal y como queda =
sustancialmente descrito en la presente Memoria.
Este Memoria consta de dieciseis

hojas, escritas a méquine por una sola cara.
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