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“ciones de los componentes de dicha mezcla, de aproximada—-

La presente invencién se refiere a un procedi-~
miento para purificar y mejorar él,rendimiento de antibid~
tico de cefaloglicina,

Més.especificamente, la presente invencién pro-
vee un procedimiento para purificar y mejorar el rendimien
to de antibibético de cefaloglicina, caracterizado por (a)
disolver cefaloglicina con la ayuda de &4cido en una mezcla

solvente de acetonitrilo:metanol:agua, siendo las propor--

mente 3:1:3 a aproximadamente %:3:1 a aproximadamente 1:3:3
en volluwen, (b) tratar la mezela de céfaloglicina de la -
etapa (a) con suficiente base para ajustar el pH de la mez-
cla al punto en el cuwal precipita la cefaloglicina, y (c)A
separar la cefaloglicina precipitada de la mezcla sﬁlvente
tratada con base. |

El &cido 7=(D-alfa-amino-alfa-fenilacetamido)ce-
falosporénico y su sal intérna, estén referidos en la pre-
sente mediante el nombre genérice, cefaloglicina,

» Se ha encontrado un mejor solvente y sistema de |
precipitacidn, y un procedimiento mejorado que incorpora -
ese sistema, para conyertir la cefaloglicina de un estado
cerudo o semi-puro a una cefaloglicind mas densa, mls pura,
substancialmente exenta de reactivo de fenilglicina, un me-
jor rendimiento de lo que fué obtenible previamente. Una -
variacidén del procedimiento de la presente, compren&e (1) -
disolver cefaloglicina con la ayuda de un &4cido en una mez-
cla solvente, que comprende (a) de aproximadamente 1 a —-
aproximadamente 3 partes en vollimen de acetonitrilo (b) de
aproximadamente 1 parte a : aproximadamente 3 partes - -

en volimen de agua , (c) de aproximadamente L parte
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a aproximadamenﬁe 3 partes en volimen de metanol., conte-
niendo dicha mezcla solvente un total de 3 a aproximadamen
té 9 partes en volGmen. (2) tratar la solucibén que contie-
ne cefaloglicina de la etapa 1, con suficlente base para -
ajustar el pH de la mezcla a la escala de pH en donde pre-
cipita la cefaloglicina, y (3) separar la cefaloglicina prg
cipltada de la mezcla de solucidn tratada con hase.

Un procedimiento alternativo que puede utilizar
se, es disolver cefaloglicina en una mezcla de los compo—-
nentes de acetonitrilo y agua, con.la ayuda de 4cido, con
o sin una porcién del componente metanol que esté presente
inicialmente en lamzcla, y después agregar una porcién o
la totalidad del componente de metanol con la base en la -
etapa 2. Este procediwmiento alternativo ayuda a retardar -
el procedimiento de cristalizacidn, para obtener cristales
de cefaloglicina més densos, wés facilwente filtrados.

Opcional y preferiblemente, los crisbtales de ce
faloglicina separados obtenidos a partir de la etapa (3) -
anterior, se tratan con agua o vapor de agua, para fbrmar
el dihidrato de cefaloglicina a partir de-los.mismos, ya -
sea directamente, o después de lavar la cefaloglicina sepa-
rada con-un alcanol tal como mgtanol,’y secar. Se ha encon-
trado que las propiedades fisicas mejoradas de los crista~
les de cefaloglicina obtenidos mediante el procedimiento -
anterior (etapas 1-3), pueden preservarse convirtiendo es-
ta cefaloglicina al dihidrato, mediante exposicibén a una -
humedad relativa elevada,

Cuando se disuelve la cefaloglicina en un siste
ma solvente que eventualmente contiene acetonitrilo, aéua

y wmetanol, y se agrega base para precipitar la cefaloglicim
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" pueden ser combinadas mediante la adicidn del metanol con

.econbmicos tales como los Acidos clorhidrico , sulffrico,

de conformidad con el procedimiento de la presente descri-
to antes, la cefaloglicina cristalina obtenida es més den-
sa, mds pura, y se precipita mas completamente en la solu-
cidn, mejorando asi los rendimientos de la cefaloglicina -
recuperada a partir de cantidades dadas de cefaloglicina di
suelta. De esta manera, las asi 1lamadas etapas 1 y 2 del
procedimiento de esta invencidn, pueden conduéirse separa-

damente, seglin se describid primero antes o las dos etapas

la base. . .

Ia escala util de la mezcla solvente de acetoni
trilo:metanol:agua, utilizada en el procedimiento de esta
invencibn para la purificacién'de cefaloglicina y mejorar
el rendimiento, esta aproximadamente dentro de las propor-
ciones de 1:3:3 a 3:1:3, a 3:3:1, & vollmen, de acetoni--
tfilo:metanol:agua, respectivamente. Fuera de estos limi-
tes generales, se obtienen geles, cristéles muy finos u -
otras formas indeseadas de cefaloglicina,

El &cido utilizado para efectuar la solucibn -
de cefaloglicina en la mezcla solvente, puede ser cualquiej
4cido miscible en agua, fuerte, que tiene un pKa de menos '

de cuatro. Los &cidos preferidos son los &cidos minerales

nitrico y ortofosférico. Pleden también utilizarse los -
écidos hidrocarburo-sulfénicos, especialmente los 4cidos
alcansulfénicos de G, a C; tales como los dcidos metansul
fénico, propansulfénico y hexansulfénico, asi como también
los &cidos hidrocarburosulfénicos aromdticos de Cg @ Cqp
tales como & écido bencensulfénico, p-toluensulfdnico, -

alfa-naftalensulfénico, y el 4cido bifenilsulfdénico, y el
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écido hidrocarburosulfénico aromético de 06 a 012 haloge-
nado, &cidos p~bromobencensulfénicos y similares. Pueden -
también utilizarse 4cidos carboxilicos alcandicos de C, &
C¢ mds débiles, tales como acético, propidnico y similares,
porque compensan su acidez wmds débil, agregando sus propie
dades solventes al sistema solvente. .

Pueden emplearse otros alcanonitrilos tales co~A
mo propionitrilo y butironitrilo por parte o la totalidad
del acetonitrilo en‘el sistema solvente, pero se prefiere
el acetgnitrilo. Pueden emplearse el etanol y los alcancles
de 05 a 06, por parte del metanol, pero el empleo de canti-
dades grandes de aquellos alcanoles hace la cristalizacidn
mas dificil de controlar. Por lo tanto, el metanol es el ~
aleobol preferido.

La base agregada en la etapa 2 del procedimien~
to, puede ser cualquier base miscible en agua que tenga un
pKa reguiarmente fuerte, digamos superior a 4, Se agrega -
preferiblemente en solucidn para evitar la elevacidn exce-~
siva en el pH local, y se agrega en cantidad suficlente -
para ajustar el pH de la mezcla a la escala de pH en donde
precipita la cefaloglicina, Generalmente, ocurre una precid
piﬁaciéﬁ méximara'un pH de 3,5 a 5,0. Las bases preferidas
son hidrbéxido de amonio, hidréxido de sodio o de potasio,
trilaquilaminas de Cl a C,, tales como trietilamina y si-
milares. La base se agrega preferiblemente en forma concen
trada con agitagién, hasta que el régiwen de precipitacibn
de cefaloglicina es satisfactorio. Una medida conveniente
es agregar la base hasta que ésta es equivalenfe a la'can—
tidad de &cido que se agregd en la etapa 1, pero no sé re-

quiere una equivalencia estequinétrica exacta con todos lod
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" constanbe. Los cristales de cefaloglicina obtenidos median

te este proceso pueden secarse para contener mencs de 1 %

tica. Se convierte preferiblemente a la forma cristalina

sistemas solventes.
Cuando la'totalidad 0 la mayor parte de la cefa
loglicina ha precipitado en la mezcla solvente, la separa-
cibén de la misma se logra mediante métodos convencionales,
v.gr. filtracidn, centrifugacidén, lavados si se desea, con
metanol o acetona, y secado a de aproximadamepte %08 & -~
aproximadamente 602C., preferiblemente bajo vacio, durante

aproximadamente de 1 a 6 horas o hasta que el peso se hace

en peso de agua, preferiblemehte menoé de 0,5 % de agua:
La cefaloglicina anhidra que resulta de estos procedimien~
tos, tiene el wismo patrdn de rayos X de la cefaloglicina
anhidra que aquella obtenida mediante procedimiente previos,
¥ los cristales de cefaloglicina anhidra estén substancial
mente exentos de fenilglicina llevada a través del procedi
miento de manufactura, y se obtiene en un rendimiento mejo
rado con relacidén a los rendimientos mediante los procedi-
wientos anteriores,

El producto de cefaloglicina anhidro de este -

procedimiento puede utilizarse como tal para formar suspen

siones y soluciones acuosas tiles para la terapia antibif|

de dihidrato de cefaloglicina (aproximadamente de 8 a 10%
de agua, en peso) para emplearse para hacer formulaciones
reconstituibles sblidas, secas, para terapia antibibtica.
Las propiedades de densidad y de flujo volumétrico mejora
das de los cristales de cefalogliciha anhidra obtenidos -~
mediante el procedimiento de este invencidn, pueden presex

varse exponiendo la cefaloglicina substancialmente anhidrg
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& una humedad relativa elevada en un aparato de sacudida
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o de mezclado adecuado, hasta que s¢ forman el dihidrato
de cefaloglicina, Pueden utilizarse sin embargo otros wmé-
todos de hidratacibén.Como un ejemplo, la cefaloglicina ——
substancialmenﬁe anhidra preparada segin se describid an-
tes puede rehidratarse a un contenido de agua de -aproxima
damente 8 a 10 % en peso, moliendo los cristales de cefa-
loglicina anhidra durante aproximadamente 0,5 horas en -
agua, filtrando la mezcla, lavando el s6lido con acebona,
y secando después en una estufa al vacio a un peso cons--
tante,

Un ejemplo de una formulacidén farmacéutica que
contiene la cefaloglicina rehidratada, y Gtil para adminig

traciébn antibidtica, es el siguiente:

FORMULA PARA SUSPENSION
DE CEFALOGLICINA PARA

PROVEER 250 mg/5 cc. PESO
Hidrato de cefaloglicina cristalina 5,5 g.
Sacarosa, calidad Baker 50,0 g.
Sacarina soluble - 0,2 g.
Ciclamato de sodio i,O g
Clpruro de sodio, polvo U.S.P. ‘ 0,5 g.
Polvo de &cido citrico 'O,l g,
Polvo de citrato de sodio | ' 0,2 g.
Amarillo F.D. y C No. 6 aluminio 1acustfe
certificado ‘ 0,05 g.
Initacién de sabor de jugo de naranja,
59,107/AP Firmenich, Inc. 1,0 g,
Sabor de menta E 1395 0,1 g.
'58,65 S
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cefaloglicina por cc. de suspensidn.

" filtracidn. A esta solucién de cefaloglicina resultante, sd

_ Pueden almacenarse muestras de las formulacio-
nes anteriores como una mezcla de polvo seco en.recipientes
sellados,'a 25,'57 y 5090, durante peribddos de hasta 1 mes.
Cuando se toman muestras para an&lisis microbiolébgico nor-
mal de contenido de cefaloglicina de la mezcla seca, 0 en
la preparacidén de la suspensidn acuosa pare adwinistracién,
se agregd una cantidad apropiada de agua purificada para -

hacer que la suspensibén contenga aproximadamente 50 mg. de

La invencitn se ilustra ademé&s mediante los si-

gulentes ejemplos detallados. |
| EJEMFLO 1

Se suspendieron 10 g. de una porcidn de cefalo-
glicina en 400 ml. de una mezcla solvente que consiste de
acetonitrilo:metanol:agua en una proporcidn de 1:1:1 en -
volGmen. A esta suspensibn, se agregaron 3 ml. de 4cido =
clorhidrico concentrado (12 normal) gota a gota, hasta que
la solucidn de cefaloglicina que se efectiia se hace clara,

excepto por unos cuantos terrones que fueron separados por

apgregd gota a goba hidréxido de amonio concentrado (14 nor
wal) hasta que la cantidad del mismo fud equivalente al -
écido agregado. La mezcla resultante se dejd reposar mien-
tras se formaron cristales de cefaloglicina, Los cristales '
se separaron de la mezcla solvente neutralizada y se seca-
ron a 302C,, bajo vacio, a un contenido de agua de menos -
de 0,5 % en peso.
- EJEMPLO_2
En este ejemplo, se suspendieron 10 g. de céfa—

loglicina en 100 ml, de una mezcla de acetonitrilo:agua en




10

18

20

25

30

una mezcla de 1:1 en voldwmen, y después Se agregaron apro-
ximadamente 2,5 ml, de &cido clorhidrico concentrado, hasta
que se efectud la solucidn de la cefaloglicina. Después se
agregbd el metanol (50 ml.), con la cantidad equivalente de
amoniaco empleado para neutralizar el 4cido, y efectuar la
cristalizacién de la cefaloglicina. Por separacidén de los
cristales de cefaloglicina del sistema solvente neutraliza-
do, y secado bajo vacio a 302C,, durante 3 horas, los cris-
tales fueron de la forma cristalina de cefaloglicina anhi-
dra, y se formaron mejor y de un btameilo mas grande gque aque
Nos obtenidos del wétodo de formamida-mebtanol.
EJEMPLO 3

Este ejemplo establece un procedimiento tipico
para preparar cefaloglicina, acilando 4cido 7-aminocefalos-
porénico (7-ACA), con una forma de anhidrido wixto de N-ami
no blogueado de fenilglicina, seguido por un ejemplo del -
procedimiento de recristalizacibn y pu?ifioacién de esta -
invenciodn,

Blogueo del grupo amino

Se suspendid D-alfa-fenilglicina, levogira, en -
benceno en un destilador de acero inoxidable. Se agregd una
solucién al 50 % de hidréxido de sodio, ¥y la uezcla se can
lentd a 502-702C. durante 1 hora. Se agregd ace%oacetato -
de metilo., Los contenidos del destilador se pusieron a re-
flujo hasta que se hubo separado toda el agua, wediante -~
destilacidén azeotrdpica, la mezcla de reaccidén se diluyb -
con un voltmen igual de acetona, transferida después a un
recipiente de salmuera y se enfrid. Se filtraron los cris-

tales de la sal 3-(D—a1fa-cafboxibencilamino)crqtonato de

sodio
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" crotonato de sodio y una cantidad catalitica de N,N-dimetil]

-10 ~

| 373068

H
l
CGHS-?-COONa
NE O
n
CH5—0=GH—C—OCH5

se lavaron con acebtona, se secaron con aire a 652C,, y se
molieron & un polvo fino,

Preparacidn de sal tosilato de 7-ACA

Se suspendid &cido 7-aminocefalosporénico (7-

ACA), en un recipiénte dé salmuera requbierto con vidrio, -
Y se agregd solucién de monohidrato de &cido p~toluensulfd
nico (tosilato) en acetona, a de 52C, a =590, La mezcla se
agitd durante una hora, después se filtrd para separar las
impurezas insolubles. Se precipitd el dihidrato de tosilato
de 7-ACA a parbir del filtrado, medianbe la adicién de agua,
se separ6 por filtracibn, se lavd con acetona, y se secd -
con aire a temperatura ambiente, |

Formacidn de anhidrido mixto

Se suspendieron en 3-(D-alfa-carboxibencilamino)

bencilamina, enacetonitrilo, en un reclpiente de salmuera

de acero inoxidable o recublerto con %idrié, y la suspen--
sidn se enfrid a de -102C, a 02C. Se agregd cloroformiato

de metilo rdpidamente, y la mezcla se agitd unos cuantos -
ninutos para formar el anhidrido metilico mixto dela fenil-|.
glicina N-bloqueada, Mientras tanto, se convirtid el tosi-
lato de 7-ACA a la sal soluble de trietilamina‘en una meze-
cla de 50 % de agua-50% de acetonitrilo de 02CG. a 5eC.

Acilacibén y separacidn del grupo N-protegido

Se agregd répidamente la solucidén de la sal de




10

15

20

28

30

-11-

:S ;? 25 éz'éi gg i j   :f@

7-ACA trietilamina al anhidrido mixto mientras se agita. La

agitacidn se continfia durante unos cuantos minutos, y des-
pués se disolvid cualquier material insoluble con tridgila-
wina, Después de agitar durante media hora, la solucidn se
ajustd a un pH de 1,5 con 4cido clorhidrico concentrado &
de -52 a + 52C,, para efectuar la disociacién del grupo --
amino protegido de la molécula de cefaloglicina. Se agregd
metanol con agitacidn durante 1,5 horas adicionales, y el
pH se elevd a 4,5 para precipitar los cristales de cefalo-
glicina crudos. El metanol mejora el tamafio de cristal de

las cefaloglicinas para los propbsitos de filtracidn o cen

trifugacidn,

Recristalizacidn y Purificacidn

Se redisolvié después la cefaloglicina cruda en -
una mezola de 1:1:1 (volmen) de agua, acetonitrilo, y ne-
tanol, empleando &cido clorhidrico para completar la solu-
cidn y después se reprecipita en la solueibn, agregando -
Yrietilamina para precipitar la cefaloglicina. Después de
filtrar la cefaloglicina y lavar con metanol, se secd al -
vacio a 309C,, a un peso constante. Fué und cefaloglicina

substancialmente anhidra que contiene menos de 0,5%4de agua

" en peso. La separacidén de la fenilglicina incrementada se

efectud mediante el empleo de una mezcla de 2:1:1 (volfimen)

de agua, acetonitrilo, y meténol, respectivamente, pero el

~rendimiento promedio de los cristales de cefaloglicina pu-

rificados por precipitacidén en la wmiswa, tendid a ser un -
poco mas bajo que con la mezcla solvente proporcionada an-
teriormente,

Rehidratacidn

La cefaloglicina substancialmente anhidra se —-
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mezcld con agua desionizada en un secador de vacio equipado

con un agitador interno de uh mezelador de amasado. El agual
en exceso se separd mediante secado al vacio, y el dihidra-
to de cefaloglicina se molié segin se requirid.

En resfimen la Patente de Invencién que se soli-

cita deberd recaer sobre las siguientes:
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| solvente tratada con base.

" pitar cefaloglicina de la mezcla solvente.
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REIVINDICACIONES

l.~ Un procedimiento para purificar y mejorar -
el rendimiento del antibidtico de cefaloglicina, caracte-
rizado por (a) disolver cefaloglicina con la ayuda de &cido
en una mezcla solvente de acetonitrilo:metanol:agua, siendo
las proporciones de los componentes de dicha mezcla de apro
ximadamente 3:1:3 a aproximadamente, 3:3:1 a aproximadamen
te 1:3:3 en voldimen, (b) tratar.lg mezcla de cefaloglicina
de la etapa (a) con suficiente base para ajustar el pH de
la mezclae al punto en €l cual precipita la cefaloglicina,

y (¢) separar la cefaloglicina precipitada de la mezcla —-

2.~ El procedimiento de la reivindicacién 1, ca
racterizado porque incluye las etapas de mezclar la cefalo
glicina precipitada de la etapa (c) con agua, para formar
un wmaterial cristalino de dihidrato de cefaloglicina.

%.- El procedimiento de la reivindicacién 1 6 2,
caracterizado porque en la etapa (b) se agrega una triale-

gquilamina de Cl a 03 en una cantidad suficiente para preci-

4,- El1 procedimiento de la reivindicacidén 1, 2
6 3, caracterizado porque en la etapa'(a),'la mezcla solven|
te‘comprende acetonitrilo, metanol y agua, en partes subs-
tancialmente iguales en volimen, y se utiliza dcido clorhi
drico para efectuar la solucién de la cefaloglicina en la
mezcla solvente.

5.- El procedimiento de la reivindicacién 1, 2
) 3,'caracterizado porque en la etapa (a), la megcla splven
te comprende acetonitrilo, metanol y agua, en las proporcig)

nes de aproximadamente 1 parte de acetonitrilo,il barte de
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metanol y de 1 a aproximadamente 2-partes de agua, y se -
agrega 4cido clorhidrico en wuna cantidad suficiente para
efectuar la solucién de la cefaloglicina en l2 megcls sol-
vente.

6.~ El procedimiento de cuﬁlquiera de las reivip
dicaciones 1 a 5, caracterizado porque en la etapa (a) la
cefaloglicina se disuelve con la ayuda de 4cido en una mez~

cla de los componentes de acetonitrilo y agua, y el compo-

| " nente wetanol se agrega con la base en la etapa (b).

7.~ Se reivindica por filtimo como objeto sobre
el que ha de recaer la Patente de Invencidn que se solici-

ta: "UN PROCEDIMIENTO PARA PURIFICAR Y MEJORAR EL RENDI--

‘MIENTO DEL ANTIBIOTICO DE CEFALOGLICINA",

Todo conforme queda descrito y reivindicado en
la presente Memoria descriptiva, que consta de catorce pi-

ginas mecanografiadas,

Madrid, 24 de noviembre 1969
BERNARDO UNGRIA

D«pP.
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