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Esta invencidén se refiere a un procedimiento

medisnte el cual la cefalosporina C se convierte a un deri-
vado soluble en solventeborgénico acilando el grupo amino
en la cadena lateral de adipoilo con un grupo alfahaldgeno
o alfa,alfa-dihalégenc alcanoilo de 02—04. Este derivado
soluble en solvente puede después recuperarse fécil y efi-
cientemente del caldo de fermentacidn acuoso mediante ex-
traccidn con un solvente orgénico.

El grupo halogenoalcanoilo inferior de solu-
bilizacién empleado es uno derivado de un &cido carboxili-
co de C,-C, que tieme uno o dos atomos de haldgeno en el
étomo de carbono alfa. El atomo de mldgeno preferido es
cloro pero pueden utilizarse ofros'halégénos tales como bro+
mo y fluor. Incluyen ejemplos de grupos de solubilizacién
adecuados, cloroacetilo, dicloroacetilo, bromocacetilo,
fluoracetilo, alfa~cloropropionilo, alfa,alfa~dicloropro-
pionilo, alfa-clorobutirilo y alfa-cloro-alfa-metil~propio-
nilo. Se prefiere el grupo clorocacetilo.

Se utiliian procedimientos de acilacidn usuva-
les conocidos a aguellos expertos en el arte para colocar
el grupo de solubillizacidn en el grupo amino de la cadena
lateral de la cefalosporina C. La acilacidén puede condu~-
cirse utilizando un anhidrido o halogenuro de halogenoal~
canoilo del &cido halogenado. Se han logrado resultados
rarticularmente buenos utilizando un ciorupo:de halogeno~
alcanoilo tal como cloruro de cioroacetilo. Sorprendente~-
mente, el empleo de un anhidrido mixto de Acido cloroacé-
tico tal como anh{drido acdticocloroacético da casi exclu-
sivamente la cefalosporina C N-cloroscatilada.

La presente invencibén provee un método para
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convertir la cefslosporina C a un derivado soluble en sol-
vente orgénico que comprende acilar el grupo amino en la
cadena lateral de adipoilo de la cefalosporina C con un
grupo alfa-haldgeno o alfa,alfa-dihalbgenoalcanoilo de Cy-
04.'

La presente invencibén también provee una ce-
falosporina C soluble en solvente orgénico que tiene la

férmula

0 &
n .
H02?~CH(CH2)3CHN-CH-CH ?HZ g

1 - 210
(z-\JH2()\'(J”

t i

RUH 0=C —ii

3

/
N/

002H

en donde R es alfa-halégeno o alfa,alfa-dihaldgenoalcanof-
lo de 02-04.

El propbsito primario para convertir la cefa-
loaporiha C a un derivado soluble en solvente orgénicq es
sywdar al aislamiento de la cefalosporina C del caldo de
rqrnogtaci6n. Pars lograr este efecto es neceserio que la
reaccidn de aciiacibn ge conduzca en el caldo de fermenta-
cibn. Esto puede lograrse facilmente. E1l caldo se filtra
proferibleménte antes de'la etapa de acllacién y puede tam~
bien concentrarse pera evitar el manejo de grandes volfi-
nenes de hgua. -

" Esta N—halogeﬁoalcaﬁoilcefalosporina C puede
ahora extraerse del caldo de formont;cibn con un solvente
orghnico inmiscible con el agua. Por inmiscible en agua
8¢ quiere dar a ontender un solvente que tiene solubilidad

limitads en agua y no necesarismente uno completamente in-
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soluble. Por ejemplo, el acetato de etilo que es ligeramen-
te soluble en agua es un solvente excelente para esta ex-
traccibén., La extraccidédn se conduce preferiblemente a un pH
dcido,

Los solventes organicos que pueden utilizarse
en la etapa de extraccidén incluyen ésteres inferiores ta-
les como acetato de etilo, acetato de n-propilo, acetato
de isopropilo, y acetato de sec-butild. Es a veces ventajo-
s0 mezclar el &ster con la décima parte de un volumen de
alcanol inferior tal comoraléohol etilico o alcohol n-bu-
tilico. Incluyen otros solventes adecuados nitrilos tales
como bubironitrilo y'adiponitrilo Y cetonas tales como ci-
clohexanona y metilisobutilcetona. Los solventes preferi-
dos son acetato de etilo, butironitrilo y eciclohexanona.

La N-halogenoalcancilcefalosporina C puede
separarse del solvente organico mediante cualquier procedi-
miento bien conocido. Por ejemplo, la solucién puede hacer-
se bAsica para preparar una sal del derivado de cefalospo-
rina C que precipita del solvente organico por sgitacién,
preferiblemente por enfriamiento de la solucién. Este deri-
vado aislado puede después someterse a una reaccidn de di-

sociacién de cadena lateral para obtener el acido 7-amino-

~cefalosporénico. Puede tambien ser posiblé conducir la reac

cién de disociacién en el solvente organico utilizado para
la extraccidén, de manera que no es necesario el aislamien-
to de la N-haslogenoalcanoilcefalosporina C.

Los sigulentes ejemplos ilustrarin la prepa-
racién de los derivados de cefalosporina C solubles y su
extraccibén del caldo de fermentacidn acuoso. Se utilizaron

en este trabajo dos métodos de anklisis de actividad de
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cefalosporina C. El primero es un métodq ultravioletﬁ que

detecta no finicamente la cefalosporina C sino otros mate-
riales relscionsdos, los cuales reaccionarén con el reac-
tivo de acilacibn. E1 segundo método es un método de nicoti
namida él cual ez mis especifico para la cefaloasporina C,
¥y los resultados de este método se utilizan para calcular
los rendimientos.
EIEPLO 1 |

Un litro de caldo de fermembacién éérbéfilos-
porina C que se habia filtrado_& trata&o'éoﬁ resina de in- |
tercambio de iones, se en&oﬁfbé, mediante aﬁéiisig_ﬁitra—
vicleta que contenia B9 g. de material similar a 6qfalos-
porina C y mediante el anflisis de nico%inamida se encon-
tré que contenia 75,25 g. de ceréiogporiha C. A este litro
de caldo de fermentaqién 8e agfeéS un litro de solucién sa-
turads de bicarbonato de sodio que contiene 25 ml. de so-
1uc16# de hidréxido de sodio al 25% y 500 ml. de acetona.
Durante un periodo de quince minuﬁos, se agregardn 500 ml.
de una sdluci6n de 72 ml. de cloruro de cloroacetilo en
acetbna. Durante este periodo de adicién el pH se mantuvo
entre 8,0 y 8,7 ¥ la reaccién se mantuvo en un bafio hela-
do pars mantener la temperatura dent;o de la escala de 202
a 2890, la mqacla de reaccidn se agifé 15 minutos adiciona-
les deapués de que se termind la adicién. EL volumen total

de la mezola de reaccién fue de 3070 ml.

A 1520 nl. de ssta mezsla de reaccidn ofigi—
nal se sgregaron 300 ml. de benceno y el pH;de la mezcla
se ajusté a 3,5 medisnte la adicién de 135 ml. de &cido
clorhidrico 6 normal. Las fases se dejaron separar, y el

benceno se desecho dejando 1220 ml. de solucién acuosa. Es-—
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tos 1220 ml. se dividleron en dos porciones iguales que se

( arern P

referirdn como la solucién Al y A2,

A la solucidn Al se agregd un volimen igual
de acetato‘de etilo y el pH se ajustd a 2,0 mediante la
adicidn de acidé clorhidrico 6 normal. Las fases se sepa-
reron y se llevd a cabo una segunda extraccién de igual
volumen con acetato de etilo. Los extractos de acetato de
etilo combinados se secaron sobre sulfato de sodio dejan-
do a 1200 ml. de soluci6g de acetato de etilo que mediante
endlisis ultravioleta contuvo 11,5 g. de actividad. A la
solucién de acetato de etilo se agregaron 16,6 ml. de qui-
nolina y la mezcla se sembrd. la mezcla se agitd a tempe-
ratura ambiente toda la noche y despuds se enfrid antes de
la filtracién. El producto sélido se lavd con 25 ml. de acH
tona y se secd en una estufa al vaclo para producir 18,9
g. de sal qulnolina de N-cloroacetilcefalosporina C.

4 la solucién A2 se agregaron 200 ml. de ace-
tona y 810 ml. de acetato de etilo. El pH se ajustd a 2,0
con &cido clorhidrico 6 normal y las fases se dejaron se-
parar. La solucién de acetato de etilo se secd sobre sul-
fato de sodio para producir 1080 ml. de extracto de aceta-
to de etilo que contuvo segin se mostrd por andlisis ultra-
violeta 12,9 g. de actividad. A esta solueién se agregaron
18,6 ml. de quinolina y la mezcla se sembro. La mezcla se
agité toda la noche y se enfrid antes de filtrar los sbli-
dos. El producto s8lido se lavd con acetona y se secd en
una estufa al vacio para producir 17,8 g. de sal quinoli-
na de N-cloroacetilcefalosporina C.

Otros 1520 ml. de la mezcla de reaccidén ori-

ginal se trataron con un volfimen igual de acetato de etilo|
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"6 a 8,5 mediante la adicidn de solucidn al 25% de hidré-

 minutos. El pH se ajustd después a 3,5‘con dcido clorhidri-

" tracto da acetato de etilo se agregaron 41 ml. de quinoli-
!

¥ el pH se ajustéd a 2,0 mediante la adicibén de 235 ml. de
&4cido clorhidrico 6 normal, y las fases se separaron. Se
llevé a cabo una segunda extraccidén con un volimen igual -
de acetato de etilo. Los extractos de acetafo de etilo
combinados tuvieron un volumen de 3000 ml., y el anélisis
ultravioleta mostrd que contenian 80,9 g. de actividad.
EJEMPIO 2

A 1 1litro de caldo de fermentacién de cefa-
losporina C tratade con resina que contiene 32,5 g. de
actividad mediante andlisis ultraviolefa y 26,15 g. median-
te andlisis de nicotinamida, se agregaron 300 ml. de aceﬁo-
na y 100 g. de bicarbonato de sodio seco, mientras la mez-

cla se mantuvo en un bafio de hielo a 102C. El pH se ajus-

xido de sodio. Mientras se continud el enfriamiento, se
agregd una solucidn de 45 ml,'de cloruro dicloroacetilo en
225 ml. de acetona, a la mezcla de reaccidn durante un pe-
riodo de 15 minutos. Durante la adicibén, el pH se mantuvo
de 8,0 & 8,8 medisnte la adicién de solucién al 25% de hi-
dréxido de sodio. Al término de la adiciém, lamzcla se
separd del bafio de hielo y se agité a 209C durante 20*

60 6 normal y se agregaron 1700 ml. de acetato de etilo
para extracolién mientras el ﬁH se adusﬁa adicionalmente
con &cido clorhidrico 6 normal a 1,9. Esta mezcla se agi-
t6 durante 15 minﬁtog ¥ pé centrifugb para separacién. La
fase de acetato de etilo tuvo un volfmen de 1940 ml. y el
anélisis ultraviolete mqstib'la,e g. de actividad. Al ex~

na en dos porciones aproximudamente igusles y la me®cla
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se sembrb. Después de reposar en el refrigerador durante
15 semanas, la mezcla se filtrd. Los sélidos se lavaron
con acetona y se secaron a 359C, en una estufa de vacio
para producir 20,6 g. de sal de quinolina de N-dicloro-
acetlilcefalosporina C.

EJEMPIO 3

‘ Se repitid el procedimiento del ejemplo 2

sustituyendo el cloruro de dicloroacetilo con cloruro de
2-cloropropionilo. La temperatura se elevé a 402C duran-
te la adicibn, y el pH fue dificil de controlar, variando
entre 7,5 y 9,3. El producto de la reaccibén fue la sal de
quinolina de la N-(2-cloropropionil)cefalosporina C.

EJEMPIO 4

Siguiendo el procedimiento del ejemplo 2,

utilizendo 4400 ml. de caldo de fermentacidn, que contie-
nen 145 g. de actividad mediante andlisis ultravioleta y
133 ml. de cloruro de cloroacetilo, sé obtuvieron 11800 ml,
de extracto de acetato de etilo que contiene 123,4 g. de
N-cloroacetilcefalosporina C,

EJEMPIOQ 5

~ Cuatro litos de caldo de fermentacién filtra-

dos que tiene un pH de 4,4 que contienen 5,77 mg. de cefa-
losporina C pof ml. mediante analisis de nicotinamida se
enfridé en un bafio de hielo. A este caldo frio se agrega-
ron 20 g. de decahidrato de borato de sodio Yy 1200 ml. de
acetona. El pH de esta mezola se ajustd a 8,5 mediante la
adicisn de solucién al 25% de hidrura de sodio. A la mez-
ola enfriada se agregd lentamente una solucidn de 74 ml.
de cloruro de cloroacetilo en 600 ml. de acetona mientras

que el pH se mantuvo a 8,5. Después de que la adicién fue
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agregaron 70 ml. de quinolina y la mezcla se agitd toda

completa la mezcla se agitd durante 6tros 30 minutos man-
teniendo el pH a 8,5. E1 pH se descendid a 4,5 mediante
la adicién de Acido sulffirico al 25%, se agregaron 6800
ml. de acetato de etilo, y el pH se disminuyéd a 2,0 me-
diante la adicién @ més acido sulffirico. Después de agi-
tar durante 15 minutos se formdé una emulsidén y las fases
no se separaron. A la emulsidén se agregaron 200 ml. de
acetona y 150 ml. de un desemulsificante comercial. lLas
fases se separaron y se hizo una segunda extraccibén con acg
tato de etilo de la fase acuosa, utilizando 1 litro de acet
tato de etilo. Las fases de acetato de etilo combinadas
tuvieron un volumen total de 9,6 litros. Este se concentrd

a 4,5 litros y se dividid en dosAvasos. A cada vaso se

la noche. Se formaron cristales en un vaso mientras que se
separd acelte en el otro. El liquido sobrenadante se de-
canté del aceite y se sembr§. L@ solucién se concentré
después basta que empezaron a formarse s861idos. La mezcla
se combind con la mitad de aquella que tuvo previamente
la formacidén de cristal. lLa mezcla se agiﬁé y se enfrid
dursnte 1 hora, filtrandése después. La sal de quinolina
861ida de la N-clorocacetilcefalosporina C se lavd con una
pequeiia cantidad de acetona y se secd en una estufa de
vacio a 402C, para producir 15,5 gramos.
EJEMPIO 6

10 litros de caldo de fermentacién filtrados
88 ajustaron a un pH de 6,2 y se concentraron en un evapo-
rador insténtaneo a 1,8 litros. El andlisis ultravioleta
mostré que este caldo concﬁntrado contenia 46,5 gramos de

actividad de ce:alosporinélc por litro. El caldo filtrado
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concentrado se enfrid en un bafio helado y se agregaron 18
gramos de decahidrato de borato de sodioc y 540 mililitros
de acetona. El pH se ajusté a 8,5 con solucién al 25 por
ciento de hidréxido de sodio. Se agregd lentamente una
solucidn de 56,5 mililitros de cloruro de cloroacetilo

en 4085 mililitros de acetona, mientras el pH se mantuvo
de 8,5 a 9,0 mediante 1la adicidén de solucién al 25 por
ciento de hidréxido de sodio. La mezcla se agitd 15 minu-
tos después de que la adicidn fue completa.l la mezcla se

agregaron 1530 mililitros de acetato de ebilo, el pH se
ajustd a 2,0 con &cido sulffirico al 25 por ciento. La

mezcla se agitd 15 minutos y las fases se separaron medianf
te centrifugacién. Se hizo una segunda extraccién con 1500
mililitros de acetato de etilo, y los dos extractos de ace;

tato de etilo se combinaron para un volumen total de 3825.

mililitros. Los extractos combinados se concentraron a
750 mililitros y se agregd un litro de acetato de etilo
saturado con agua. Se agregd quinolina (100 mililitros),
la mezcla se enfrid en el refrigerador, se filtrd, y el
861ido se lavd con 200 mililitros de acetona y se secd a
402C, en una estufe de vaclo toda la noche para producir
51,8 gramos de la sal quinolina de la N-cloroacetilcefa-
losporina C.
» EJEMPIO

El pH de una solucidn de 4,6 gramos de la
sal de sodio de cefalosporina C que tiene una pureza de
89 por ciento en 30 mililitros de agua, se ajustd a 9,0
medisnte la adicién de solucién de hidrdéxido de sodio al
20 por clento. Se agregb gota a gota una solucibn de 1,3

mililitros de cloruro de éloroacetilo en 8,7 mililitros
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de acetona, mientras el pH se mantuvo de 8,0 a 9,3 median-

te la adicidn de hidréxido de sodio al 10 por ciento. La

adicién requirid aproximadamente 15 minutos, y la mezcla
se agitd duwraate 5 minutos adicionales. El pH se ajustd
despuds a 6,5 con Acido clorhfdrico 6N, se agregaron 80
mililitros de acetato de etilo, y el pH se descendid a 2,0
con Acido clorhidrico 6N. Después de agitar durante 3 mi-
nutos, las fases se separaron y la fase de acetato de eti-
lo se secd sobre sulfato de sodio. Se agregd una solucién
metandlica saturada de acetato de sodio a un pH de 7,2
que se elevd a 7,7 por agitacidén. E1l sdlido blanco que se
separb, se filtrd, se enfrib y se secd en un desecador to-
da la noche para producir 2,5 grameos de la sal de sodio
de N'-cloroacetilcefalosporina C.

Los derivados solubles en solvente 6rgénico de

la cefalosporina C tienen la férmula:

0 e '
w7 \\\\
~CH(CHly ) 4 LHHACliui HHS 0
HOp0-CH(Cilp ) oENE-ClT il 0
REH U=C —H C~CHMGCCH3
n, t,‘;’ [
\\~C¢
.
CO H
2

en donde R es un grupo alfa-halégeno o alfa,alfa~dlhalé-
5enoalcanoilo de 02—04. El halégeno preferido es cloro y
el grupo halogenoalcanoilo preferido es cloroacetilo.

" Ademés, para obtener los &cidos libres como
se exhibieron en la férmula anterior, astﬁs derivados se
han obtenido tambien en la forma de sales. Estas sales
pueden ser las sales de metal alcalino, de metal alcalino

térreo o de amina de los Acidos carboxilicos. Las aminas
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- morfolins, 2,6-lutidina, N,N-dietilciclohexilamina, hexa-

2 6 3, en donde la acilacién se lleva s cabo en el caldo

385447

tipicas que se han utilizado para la formacidn de sal son

quinolina, ciclohexilamina, 5-etil-2-metilpiridina, 2-pi-
colina, 3-picolina, 4-picolina, N-etilmorfolina, N-metil-

metilentetraaming, N,N-dimetilbencilamina, o N,N"-diben~
ciletilendiamina.

En resumen, la Patente de Invencién que se
solicita, debers recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

1l.- Un método para convertir cefalosporina
c a un derivado soluble en disolveﬁte orgénico caracteri-
zado porgue comprendevacilar el grupo amino en la cadena
lateral de adipoilo de la cefalosporina C con un grupo
alra-halégeno o alfa,alfa-dihalogenocalcanoilo de Co=Cy -
‘2. Un método segln la Reivindicacién 1, en
donde el halégeno es cloro.
' 3. Un método segln las Reivindicaciones 1
) 2; en donde el grupo alcanoilo es cloroacetilo.

4, Un método geglin las Reivindicaciones 1,

de fermentacién acuoso.

5. Se reivindica por filtimo, como objeto so-
bre el que ha de recaer ia Patente de Iﬁvencién que se so-
licita: "UN METODO fARA CONVERTIR CEFALOSPORIEA C AUN
DERIVADO SOLUBLE EN DiSOLVENTE-ORGANIOO“.

-
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Todo conforme queda descrito y reivindicado

en la presente Memorla descriptiva que consta de trece

péginas mecanografiadas.

Madrid, 11 Noviembre 1970
BERNARDO_UNGRIA

D
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