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cleo de cefalosporina C, a saber, el 4eido T=aminocefalospo-
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Este invencidn se refiere a un procedimieﬁto para la
separacién de la cefalosporina C de las impurezas polisacdri-
das y proteinicas procedentes de los liquidos de fermenta-
cibén e incluye la formacidén de nuevos derivados de esta cefa-
losporina C. Estos nuevos derivados, la N-(4~clorobenzoil)-
y N-(2,4-diclorobenzoil)~cefalosporina C, pueden ser utiliza-
dos como materiales de partida en procesos de escisidén para
formar T-amino-cefalosporinas y estas dltimas pueden utilizax
se para formar antibidticos cefalosporinicos tales como cefa-
lotina, cefaloridina y cefalexina.
Ia cefalosporina C, obtenida por fermentacidn, presen

ta la siguiente estructura:

R-CO-NH~CH—CH CH,
0
.

TN

IOOH

donde R es HOOC-CH(NHZ)-(CH2)3-. También es conocida como dcil

—CHZ—O—CCH3

do 7-(5'-aminoadipamido)cefalospordnico. Su actividad antibid

tica es débil; sin embargo, es importante como fuente del ni-

rénico (7-ACA), que tiene la sigulente estructura:
S

) H3+N-CH——-CH/ \CH2
~ 0
il
_o—X C-CH,,0CCH
cl:oo"

Este dltimo estd indicado aqui en forma de su zwitte-

ridn, aunque pueden formarse y utilizarse sales anidnicas y

’
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catidnicas., Los antibidticos como la cefalotina y la cefalori
dina se preparan a partir del 7-ACA por métodos conocidos.
Pueden prepararse diversos derivados del T-ACA haciendo reac
cionar el grupo 7-amino de este Wltimo con un agente acilan-
te apropiado, por ejemplo un deido, un haluro de acilo o cual
quier otra formae activa y/o sustituyendo el grupo acetoxi en
el carbono metilico de la posicidn 3 por uno cualquiera de
los grupos nucleofilicos apropiados ahora bien documentados
en la bibliograffa. As{, puede observarse que la cefalospori
na C es un valioso antibidtico obtenido por fermentacidn y
presenta un interés especial como material de partida en la
produccidén de otros antibidticos mds potentes.

Como ya se ha mencionado, esta invencidn implica en
parte un método de purificacidn de la cefalosporina C cruda
presente u obtenide de caldos de fermentacidn acuosos, caldos
de fermentacién parcialmente purificados o "eluatos de re-
sinas", Esto se consigue en parte por conversidén de la cefa-

losporina C en su correspondiente derivado N-(4-clorobenzoi-

lico) o N=-(2,4-diclorobenzoflicq) ¥y, por lo tanto, se reali=

za antes de separar el grupo 7-aminoadipoilo de la cefalos-

perina C,
El término "cefalosporind C" se utiliza aqui para re-

ferirse a la cefalosporina C y 4 los compuestos similares,

tales como la desacetil-cefalosporina C, desacetoxi-cefaloé~
porina C y 3-metiltiometil~cefallosporina C, cada uno de los
cuales puede ser producido por procedimientos'de fermentacidnl
conocidos, '

Ia cefalosporina C cruda que se trata de acuerdo con
esta invencidn puede encontrarse en varias formas y/o fases

de purificacidn. Puede encontrarse en forma de sdolido crudo
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recuperado que contiene impurezas polisacdridas y proteini-
cas. Ia cefalosporina C también puede encontrarse en su cal-
do de fermentacién acuoso. Este caldo puede haber sido o no
sometido a ajuste de pH, tratado o no con uno o mds auxilia-
res de filtracién y filtrado. No obstante, este caldo de fers
mentacién filtrado se considera aqui como un caldo no trata-
do. El'medio acuoso que contiene la cefalosporina C puede
ser un caldo de fermentacidn concentrado y tratado con me-
tanol, que en lo que sigue se denominard caldo parcialmente
tratado., Ia cefalosporina C que se ha tratado también pue@e
encontrarse en un eluato de resiha que resulta del tratamiens
to de un caldo de fermentacién utilizendo una o mds columnas
de resina para purificar parcialmente la cefalosporina C.

En la patente estadounidense n¢ 3,160.631 se describe
la acilacidn de la sal sbédica de cefalosporina C, seguida
de esterificacidn del producto resultante. Ia sal se disuel-
ve en ague y se trata con bicarbonato sédico y acetona a 0°c.
la mezcla resultaente se trata con cloruro de benzoi1§ en ace
tona. Después la mezcla de reaccién se extrae con cloroformo,
se acidula y la cefalosporina C N-acilada se extrae con me-
til-isobutil-cetona. ILa N-acilcefalosporing C producida se
recupera por evaporacién del disolvente y después se convier-
te en el correspondiente diédster metilico.

En las patentes estadounidense 3.234.222 y 3.234.223
se describe el uso general de un grupo protector de 1é fun-
¢idn amino libre de un iminoéter de la cefalosporina C du-
rante la escisi6n de esta Ultima. Sin embargo, estas paten~
tes, aunque describen como posible grupo protector del amino
en el iminoéter de'la cefalosporina C, el grupo benzoilo sus-

titufdo con un gtomo de haldgeno, no describen el grupo 4-clg
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robenzoilo o 2,4~diclorobenzoilo y no descubren ninguna apli-
cacibn de los derivados N-acilados para la purificacidn de
la cefalosporina C cruda, |

En la patente estadounidense 3.467.654 se describe el
uso de acetona en el filtrado del caldo inicial de cefalos-
porina C para precipitar las impurezas gque contiene, filtra-
cién de las impurezas, adsorcidén de la cefalosporina C del
filtrado purificado empleando una resina cambiadora de anidn
y elucidén de la cefalosporina C de la resina empleando una
solucidn reguladora dcida.

En lag patentes estadounidenses 3.641.018 y 3.739.002
se describen derivados N-acilados de cefalosporina C en los
gue el grupo acilo es un grupo oc-haloalcanoilo 02—C4 o un
grupo @, o=dihaloalcanof{lo 02—04. Estos derivados, aunque se
ha encontrado que son solubles en los disolventes orgiénicos
cuando se forman directamente a partir de un caldo de fermen
tacidén de cefalosporina C, son dificilmente solubles en diso}
ventes adecuados, o insolubles en absoluto, cuando se inten-
ﬁa redisolverlos en un disolvenite orgdnico,

Uno de los problemas inherentes al uso de la sal sddicd

de cefalosporina C como materia& de partida en la preparacidy

del 4eido 7-aminocefalospordnico (7-ACA) y finalmente de los
antibidticos cefalotina y/o cefmloglicina, es atfibuible al
hecho de que, en la recuperacidn de la sal sbdica de la ce-
falosporina producida'por fermentacidn, se encuentran presen
tes como impurezas polisacdridos y proteinas de alto peso mo-
lecular. Estas subproductos polisacdridos y proteinicos son
producidos probablemente durante la fermentacidén y presen-
tan caracteristicas de solubilidad similares a las de la sal

sédica de la cefalosporina C. Estas caracteristicas de solu-
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bilidad hacen muy dificil la separacidén de las impurezas de
la cefalosporina C. Se ha conseguido separar estas impurezas
mediante un procedimiento de filtracidn a través de membrana;
sin embargo, este procedimiento no es actualmente aplicable
a la filtracién de grandes voliUmenes de liquidos de fermenta-
cién obtenidos en una operacidén de manufactura. Ademds, la
purificacidén de la sal sddica de cefalosporina C por recrista
lizacién da resultados sélo parcialmente satisfactorios debi-
do & que las condiciones empleadas producen también la preci-
pitacién de las impurezas.

las impurezas poliméricas de elevado peso molecular,

denominadas aqui en sentido amplio "polisacdridos", plantean
varios proolemss en la sintesis de los antibidticos de cefa-
losporina, como la cefalotina. la descomposicidn de la sal
sédica.de cefalosporina C en 7—ACA empleando cloroformo como
disolvente implica la separacidén de una fase acuosa (que cond
tiene el 7-ACA) de la fase orgdnica (eloroformo). lLa presen-
cia de los “"polisacdridos" hace dificil esta separacidn por-
que los "polisacdridos"™ tienen tendencia a estabilizar una
emulsidén de cloroformo-agua. Para obviar esta dificultad
planteada por la emulsién, se ha puesto a punto mds reciente-
mente un proceso de descomposicidn con tetrahidrofurano; es-
te nuevo proceso debe su éxito al hecho de que no es necesa-
ria ninguna separacidén entre una fase acuosa y una fase orga-,
nica, Sin embargoe, la experiendia ha demostrado que el proce-
so0 al tetrahidrofurano simplemente desplaza el problema a la
siguiente etapa, ya que todavia se encuentran ciertas dificul
tades en la acilacién del T-ACA que se ha obtenido por el pro
cedimiento al tetrahidrofurano.

Por lo tanto, continda existiendo la necesidad de un
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método de evitar la presencia de cantidades perjudiciales de

"polisacdridos" en la cefalosporina C. Este método aumentarig
la conversidn de la cefalosporina como, por ejempld, en la
secuencia del proceso de obtencidn de cefalotina a partir de
cefalosporina C. Una posible solucién a este problema resi-
de en encontrar derivados de cefalosporina C cuyas caracte-
risticgé de solubilidad difieran marcadamente de las de las
impurezas "polisacdridas", por ejemplo derivados que sean
solubles en disolventes orgdnicos adecuados pero insolubles
en agua.

Ia blésqueda de un derivado de cefalosporina C que pre-

sente estas propiedades no ha sido fdeil y'el hallazgo de es:
te derivado adecuado ha resultado totalmente inesperado. Se
han preparado diversos derivedos de cefalosporina C N-pro-
tegidos y se ha.estudiado su posible uso como intermediarios
en el proceso de obtencidn de deido T7-aminocefalospordnico
(7-ACA) a partir de cefalosporina C. Sin embargo, la mayoria
de los productos examinados no formaben fdcilmente el deri-
vado cristalino deseado a partir de un.sistema disolvente
acuoso~orgdnico, Por ejemplo, las formas de deido libre de
la N-(p-nitrobenzoil)cefalosporina C, N-(p-toluensulfonil)ce,
falosporina C, N-(benzosulfonil)cefalosporina C y N~-(p-clo-
robenzosulfonil)cefaloéporina C no forman productos crista-
linos. Ademds, las formas de dcido libre de N-propionil-,
N~benzoil= y N-cloroacetil-cefalosporina C no cristalizan
fdeilmente a partir de un sistema disolvente acuo0s0-0rgini-
co, Sin embérgo, se hén descubierto ciertos derivados de cew
falosporinae C que presentan 1és caracteristicas de solubili-
dad deseadas, susceptibles de sef empleados con ventaja en

procedimientos de ﬁreparacidn de 7-ACA y/o de otros compues-
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de solubilidad marcadamente distintas de las de los "polisa-

tos de T-aminocefalosporina similares.
Un objeto de esta invencidn es proporcionar nuevos

derivados de cefalosporina C que presenten caracteristicas

caridos", de la cefalosporina C y de las sales de cefalospo-
rina C. Especificamente, los nuevos derivados de cefalospori-
na C son solubles en los disolventes orgénicos corrientes e
insolubles en agua.

Otro objeto de esta invencién es proporcionar un
procedimiento mejorado para la separacidn de la cefalospori-
na C de sus soluciones crudasf Este procedimiento mejorado
considera la conversién de la cefalosporina C en derivados
seleccionados. Ia conversién en estos derivados selecciona-
dos permite separar fdcilmente las impurezas "polisacdridas"
insolubles de los derivados solubles de cefalosporina C. Es-
te procedimiento mejorado permite ademds cristalizar los de-
rivados de cefalosporina C libres de Ppolisacéridos" contaﬁi—
n%ntes y transformar estos derivados en la forma 7-ACA y/o en

[
otras T-aminocefalosporinas,
§

? En pocas palabras, esta invencidn proporciona un

p?ocedimiento me jorado para separar de las impurezas polisa-

cﬁridas y proteinicas la cefalogporina C de férmula:

0 S¢
"H,N~CH~(CH,) 3-g~NH- iH—- cH CH, (1)
CooM . 4\ -———N\c /c-c;{an
(‘}OOM

donde cada simbolo I es hidrdégeno o un metal alcalino ¥ R

es hidrdgeno, acetoxi, hidroxi o metiltio,'cuyo procedimiento

consiste en:
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(A) hacer reaccionar la cefalosporina C cruda de
férmula (I) en un medio liguido acuoso que contiene un disol
vente orgdnico inerte miscible y conteniendo las citadas
impurezas, eon wn haluro de 2,4-diclorobenzoilo o un haluro
de 4-clorobenzoilo para formar una N-acilcefalosporina C de

férmula (II):

0 0 S
I : I y \c
Cl C—NH—?H—(CH2)3—C-NH-fH+—-CH ‘H2
_ (1I)
COOH e\ C-CH.~-R
X O';C \\\05;7 2
LOOH

donde X es hidrégeno o cloro y R es el definido anteriormen~
te, cuyo compuesto es soluble en el medio liquido acuoso-or-
gdnico y

(B) separar las impﬁrezas polisacdridas y proteini

cas de dicha N-acilcefalosporina C.

Ia separacién de las impurezas polisacdridas y pro:

teinicas definida en la Etapa (B) anterior puede realizarse

mediante una secuencia cualquiera de operaciones de $ratamien:
to.

Una. de estas secuencias implica el ftratamiento del
medio liquido acuoso que contiene las impurezas y la N-acil-
cefalosporina C por:

(1) separacién de 1la materia insoluble de dicho me+
dio liqguido acuoso-orgdnico;

(2? tratamiento del medio 1fquido de la Etapa (1)
para cristalizar la N~acilcefalosporina C;

(3) separacién de la N-acilcefalosporina C;

(4) disolucién de la N-acilcefalosporina C separa-~

da en un disolvente lfquido orgdnico miscible con agua conte-
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niendo hasta alrededor del 15 % de agua;

(5) separacién de la materia insoluble de la mez-
cla 1lfquida obtenida en la Etapa (4);

(6) tratamiento de lé fraccidn liquida de la Eta-
pa (5) con un medio acuoso para precipitar la N-acilcefalos-
porina C y

(7) separacién de la N-acilcefalosporina C precipis

tada de la mezecla lfquida.

Otra de estaé secuencias implica el tratamiento. del
medio 1lfquido acuoso por: . '

‘(1) separacién de la materia insoluble de dicho me
dio l{quido acﬁmaﬁorgénico;

(2) tratamiento del medio liquido de la Etapa (1)
para cristalizar la N-acilcefalosporina Cj

(3) separacién de la N-acilcefalosporina C;

(4) disolucidn de la N-acilcefalosporina C separa-
da en un disolvente adecuado para producir la escisidn del:
gﬁupo T-acilo ¥ : ‘

(5) separacidn de la materis insoluble de la solu-

cﬁén obtenida en la Etapa (4).

i Otra de estas secuencias consiste en:
; (1) separar la materiT insoluble de dicho medio 1i-
quido acuoso-orgénico;

; (2) reducir el pH del!medio liquido acubso-orgéﬁico

exento de materia insoluble hast% un valor comprendido entre
1,5y 3,5 aproximadamente y

_ (3) afiadir quinolefna al medio 1fquido acuoso-orgi-
nico exento de materia insoluble, obtenide en la Etapa (2), va)
ra precipitar la N#acilcefélosporina purificada en forma de su

5al de quinoleina.
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Prosiguiendo con el procedimiento de esta inven-
cibn, el compuesto de fdrmuia.II o una sal de quinoleina del
mismo se somete a tratamiento para separar la cadena late-
ral 7-acilica y formar el compuesto del ndcleo de 7-aminoce-
falosporina.

Creemos que los compuestos de férmula II o sus
correspondientes sales de quinoleina son nuevos y también
constituyen parte de esta invencidn.

De acuerdo con esta invencidén, se ha descubierto
que los derivados N—(4—clor6benzoilicos) ¥y N-(2,4~dicloroben
zoflicos) de la cefalosporina C y compuestos afines (férmula
II anterior), en forma de sus dcidos libres o de sus sales
de quinoleina, presentan propiedades que difieren marcadamenw
te de las de la cefalosporina C y sus sales correspondientes.
Especificamente, se ha descubierto que la cefalosporina C
cruda conteniendo impurezas, procedente de los liquidos de
fermentacidn, puede ser purificada mediante una secuencia
particular, Esta secuencia implicg la conversién de la cefa-
1oéporina C cruda en su corresponLiente derivado II y la se-
paracién de las impurezas insolubles del derivado asi produci
do. la cefalosporina C cruda se convierte en el derivado II
en;presencia de un medio acuoso que contiene un disolvente

orgdnico inerte miscible con agual Por "inerte" se entiende

un disolvente orgdnico que no reacciona con el haluro de 2,4-
diclorobenzoilo ni con el haluro de 4-clorobenzoilo emplea-
dos en la preparacién del derivado de cefalosporina C. ILos
disolventes oréénicos inertes miscibles con agua tipicos son,
por ejemplo, cetonas como la acetona; éteres como el dioxanq,
tetrahidrofurano, dimetoxietano y dietoxietano y nitrilos co—

mo el acetonitrilo,
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| riblemente a una tgmﬁqratuxa.comprendida entre unos 0°C y la

|lque en general estard comprendido entre 9,0 y 9,5 aproximada-

Preferiblemente, el haluro de 2,4-diclorobenzoilo
o el haluro de 4-~clorobenzoi{lo es el bromuro o el cloruro y,
todavia mejor, el cloruro. El haluro se hace reaccionar, ge-
neralmente empleando un exceso molar alrededor del 3 al 15 %,
con la cefalosporina C en un medio acuoso que contiene un di-
solvente orgdnico inerte miscible con agua.

El disolvente orgdnico miscible con agua general-
mente se encuentra en una proporcidn aproximsdamente igual
en. volumen a la del medio acuosc. Sin embargo, también pue-
de utilizarse wna mezcla constituida por un exceso del medio
acuoso o del disolvente orgdnico que puede llegar a ser has-
ta de 10:1 aproximadémente, en volumen. .

la acilacidn se realiza generalmente en un medio
alcalino acuoso suficiente para formar una sal de metal alca~|
lino de la cefalosporina C, Es%o se consigue por adicidn de
un hidréxido metdlico alcalino, especialmente hidréxido sé-

dico, a la mezcla de reaccibn. la acilacién se efectia prefe-

temperatura ambiente y el agente acilante se agrega a la mez-
cla alcalindereviaménte préparadé, mantenida durante la adi-

cidn a la temperatura de reaccién deseada y a un pH alcalino

mente. El pH se mantiene durante la adicidn del agente acilant
te mediante las adiciones necesarias de reactivo alcalino. Esd
te.ﬁltimo puede ser preferiblemente una amina terciaria, como
triéfilamina, 0 un hidrdéxido metdlico alcalino, como hidrdéxi-
do sédico. Preferibleﬁente, el reactivo alcalino es hidrdéxido
sédico. '

Una vez formado el derivado de la cefalosporina C,

el pH de la mezecla de reaccidn se reduce preferiblemente des-
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de alrededor de 9,0-9,5, valor al que se ha mantenido duran-—
te la acilacidn, hasta alrededor de 5,5 a 6,5. En estas con-
diciones, el derivado de cefalosporina C permanece en solu-
cién mientras que una gran parte de las impurezas, denomina-
das indistintamente "polisacdridos" o impurezas poliméricas,
permanece insoluble y se separa fdcilmente.

Ias impurezas se separan del derivado IIL de la ceo
falosporina C empleando diversas técnicas y secuencias, cada
una de las cuales participa en el procedimiento de purifica-
cién global de esta invencidn. Ia esencia de esta invencidn
reside en el descubrimiento de la diferencia de propiedades
de solubilidad de los derivados II de la cefalosporina C con
respecto a las de las impurezas polisacdridas y proteinicas.

As{, un tratamiento inicizl del medio acuosc que
Eontiene el disolvente orgdnico inerte miscible con agua y
el derivado ITI puede consistir en separar, por ejemplo por
filtracidn, decantacién, centrifugacién o en filtro prensa,
las impurezas del derivado de cefalosporina C.

Entonces se recupera el derivado II de la solucidnl
parcialmente purificada, por ejemplo reduciendo el pH de la
mezcla hasta un valor mds dcido, v.g. alrededor de 1,5-3,5.
Ie separacién del derivado puede facilitarse agregando agua
a la mezcla de pH reducido para disminuir la solubilidad del
derivado en el medio. El derivado II puede ser aislado como
tal, es decir en forma de dcido libre o como una sal de adi-
cién del mismo, por ejemplo la sal de quinoleina del deriva-
do II, .

Ia sal de quinoleina de adicién de dcido se prepa-
ra con facilidad simplemente agregando quinoleina a la mezcla

gque contiene el derivado N-acf{lico de la cefalosporina C en
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| los alcoholes como metanol, etanpl, n-propanol o alcohol iso-

cantidades residuales de las impurezas son insolubles y son

420335, g

forma de dcido libre. Es suficiente una cantidad equimolecu-

lar de quinoleina, calculada sobre la cantidad de cefalospo-
rina C, Sin embargo, es preferible emplear un exceso,
habitualmente alrededor de 1,5 a 12 moles de quinoleina por
mol de N-acilcefalosporina C.

Con objeto de conseguir separar mds impurezas que
puedan encontrarse presentes, el derivado asi recuperado de
la cefalosporina C puede ser tratado por wno cualguiera de
dos métodos generales. Uno de ellos consiste en someter el
derivado recuperado a una recristalizacidn bajo condiciones
controladas, destinadas a eliminar las cantidades residusles
de impurezas poliméricas. Esto se consigue disolviendo el de-
rivado en un disolvente orgdnico miscible con agua. En el ca-
so de que el derivado de la cefalosporina C se encuentre en

forma de su dcido libre, puede ser disuelto como tal en el dij

solvente orgdnico miscible con agua. Si el derivado se encuen
tra en forma de su sal de quinoleina, puede ser disuelto como

tal o puede ser tratado de manera que se encuentre en el diso;

| L

vente en forma de su correspondiﬁnte deido libre.

l

Los disolventes orgdnicos miscibles con agua tipi-

cos son, por ejemplo, las cetonas como acetona; los éteres,
i
como dioXano, tetrahidrofuranoc, dimetoxietano o dietoxietano;

propilico; y los nitrilos, como acetonitrilo. El disolvente

|

H
H
¥

orgdnico miscible con agua puede; contener agua y, si es asi,
preferiblemente contiene una cantidad minoritaria de agua,
hasta alrededor del 15 %,

Bajo estas condiciones de recristalizacidén, las

fdcilmente separadas por cualquiera de las técnicas antes men-
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te separadas por cualquiera de las técnicas antes menciona-

‘das. Ia solucidn del derivado |[de cefalosporina C que queda
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cionadas. El derivado de la cefalosporina C se precipita de

la solucidn asi purificada por adicidn de agua y se separa

en formae de su dcido libre o de su sal de quinoleina, Cuan-
do se emplea esta sécuencia particular, se prefiere que el

derivado de cefalosporina C se encuentre en forma de deido

libre.

Otro método de tratamiento del derivado inicial-
mente recuperado de la cefalosporina C implica sencillamen-
te la disolucién del deri%ado,rya sea en forma de decido 1li-
bre o de sal de quinoleina, en un disolvente que seg adecua-
do para efectuar la escisién del sustituyente S-aminoadipod
lo N-zcilado del derivado de cefalosporina C. Ia cantidad dg
impureza residual que es insoluble en los disolventes que
son tipicamente adecuados para realizar la reaccidn de es-
cisidn es suficiente para permitir el uso, después de haber
la separado, de la solucidn tal como estd para la reaccidn

de escisidén. Estas impurezas residuales pueden ser fdcilmen-

despuéds de separar las impurezas insolubles normalmente se-
rd empleada a continuacidén en jel proceso de escisidn sin
ninguna necesidad de aislar el derivado del disolvente.

Ios disolventes tipicos que se emplean en el pro

ceso de escisidn son, por ejemplo, hidrocarburos halogena=
dos como cloroformo o cloruro‘de metileno y éteres, como
tetrahidrofurano o dioxano,

-Se ha descubierto que resulta altamente ventajo-
s0 el empleo de amidas como la N,N-dimetilformamida o la
N,N-dimetilacetamida en mezclas disolventes de escisién. Esd

tas mezclas disolventes pueden ser empleadas aqui, siendo eg
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pecialmente preferida una mezcla de cloruro de metileno y N,N

dimetilacetamida.

En el caso de que se emplee este ultimo método y
de que el derivado de la cefalosporina C no se aisle del me-
dio disolvente antes de la escisidn, es muy conveniente se-~
car el derivado antes de introducirlo en el medio disolvente
de escisidén. El tratamiento de secado es importante para la
etapa de escisién, ya que se obtienen me jores resultados cuan
do se emplean condiciones prdcticamente anhidras. Sin embar-
go, el tratamiento de secado sugerido no es importante para
el éxito del proceso de esta invencién y por lo tanto no o8
un requisito imprescindible del mismo.

la cefalosporina C empleada como materiazl de par-
tida en el procedimiento de esta invencidn puede encontrarse
en forma ‘de acido libre, en cuyo caso M en la formula I es
hidrdégeno. Alternativa y p;eferiblemente, la cefalosporina C
se encuentra en forma de sal.de metal alcalino, tal como sal
de litio, de sodio o de potasio., Todavia mejor, las condicio—
nes del procedimiento de esta invencidn son tales que la ce-
falosporina.C de partida se encuentra en forma de sal sédica.

Los derivados de cefalosporina C de férmula II,
es decir, los compuestos donde R es acetoxi, pueden preparar-
se con rendimientos excelentes a partir de uma sal metdlica
alcalina, preferiblemente la sal sddica, de cefalosporina C.
Cuando la sal sddica de cefalosporina C contiene relativamen
te pocas impurezas de "polisacdridos", ésta o sus derivados
con la estruétura-de férmula II pueden ser escindidos a T7-ACA
en cloroformo sin que se produzcen emulsiones molestas. Sin
embargo, si la cantidad de "polisacdridos" que contiene la

sal sdédica de cefalosporina C o su derivado impurificado de
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férmula II es relativamente grande, pueden producirse impor-

tantes problemas de emulsidn al tratar de escindir la cade-

na lateral en un medio cloroférmico. Sin embargo, la recrisig
lizacidén del derivado de cefalosporina C II empleando condi-
ciones que aprovechan las diferencias de solubilidad entre
el derivado y las impurezas "polisacdridas" produce un mate-
rial que puede ser escindiﬁo a T-ACA en cloroformo sin que
se presenten dificultades importantes de emulsién, Este ma-—
terial se produce independieﬁtemente de la cantidad de "poli-
sacdridos" presentes en la cefalosporina C de partida de la
cual se obtiene el derivado de cefalosporina C, '

Otros beneficiOS adicionales obtenidos mediante
el uso de los derivados de cefalosporina C de esta inven-
cidén sons
1. Mayores rendimientos en la'escisién a 7-aminocefalospori-

nas de las cefalosporinas C.

2. Excelente calidad de las T7-aminocefalosporinas producidas
de manera que en la subsiguiente reaccidn de acilacidn
los problemas son reducidos al minimo o completamente evid
tados,

3. Cantidades reducidas de impurezas en los productos inter~
medios preparados en la secuencia de produccidn del anti-
bidtico final.

4, Mayores réndimientos de acilacidn de las T-aminocefalospo~
rinas para formar el antibidtico final, Especificamente,
se ha descubierto que el rendimiento de acilacidn de 7-ACA
a cefalotina aumenta desde aproximadamente wn 79 % cuan-—
do se realiza en presencia de impurezas “polisacdridas"
hasta alrededor del 92 % cuando estas impurezas han sido

prdcticamente eliminadas del 7-ACA de partida.
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Ia invencidén es ilustrada ademds mediante los si-

gulentes ejemplos detallados que no deben considerarse como
limitativos de su alcance.,
EJEMPLO 1

Se agitan 60 g de la sal sddica de cefalosporina
C (128 milimoles) con 300 ml de agus desionizada, hasta que
la disolucidn es completa. Se afiaden unos 300 ml de acetona.
Se agita la mezcla y se enfria a 560, separandose asi un
precipitado de la sal sédica de cefalosporina C. El pH de la
mezcla se ajusta entre 9,0 y 9,5 mediante adicidn de solucidn
acuosa de hidrdéxido sédico al 20 %. K la solucidn resulténte,
mantenida a unos 5°C, se afiaden 19,7 ml de cloruro de 2,4-di-
clorobenzoflo (141 milimoles, un exceso del 10 %) agitando
durante un periodo de 30 a 35 minubos. El pH de la mezcla se
mantiene a 9,0-9,5 durante la adicidn del cloruro de 2,4-di-
clorobenzoilo mediante adicidn cuando sea necesario de solu-
cibn acuosa de hidrdxido sddico al 20 %. Una vez completada
la adicidén del cloruro de 2,4-diclorobenzoilo, la mezcla se
agita a 5°C durante 10 minutos o hasta que el pH permanece
constante en un valor de 9,0-9,5 durante 2 minutos. Después
la mezcla se acidula con dcido clorhidrico concentrado hasta
pH 6,5. la mezcla resultante se trata con 300 ml de agua se-~
guido de 5 a 10 g de un auxiliar de filtracidén (Hyflo). Ia
mezcla se filtra a través del auxiliar de filtracidn (una ca-
pa de un espesor aproximade de 1/4 a 1/2 pulgadas, 6,3 a
12,7 mm, sobre un embudo Buchner del n¢ 3). El precipitado se
lava con unos 50 ml de agua. Se combinan el filtrado y las
aguas de lavado, se agita y se callenta a 20°C. Se afiade dci-
do clorhidrico concentrado para ajustar el pH de la mezcla a

w valor de 3,0 aproximadamente. la solucidén se siembra con
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cristales del producto, obtenidos de una pequefia muestra de
laboratorio y el pH se ajusta a 2,7 con dcido clorhidrico con
centrado. Ia mezcla se agita durante 30 minutos entre 20 y
23%, durante cuyo tiempo cristaliza la N-(2,4=dicloroben—
zoil)cefalosporina C (al principio forma un aceite y después
las gotitas de aceite solidifican). Ia mezcla se acidula con
deido clorhidrico concentrado hasta pH 1,8, se agita durante
unos 2 o 3 minutos y se afladen 300 ml de agua. Ia mezcla orgg
nica acuosa se agita durante 2 o 3 minutos, se enfria a 5°C
¥ se agita a O—5°C durante una hora. Se filtra el producto,
se lava con unos 500 ml de agua y se seca a vacio a 45°¢ pa-
ra obtener 68,0 g (89,1 %) de producto.

Una mezcla de 20,0 g de la N-(2,4-diclorobenzoil)
cefalosporina C producida en 180 ml de acetona, calidad reag
tivo, se agita hasta que se obtiene una mezcla uniforme y
después se afiaden 9,0 ml de agua desionizada. La mezcla se
agita hasta que se disuelve el producto (alrededor de 10 a
15 minutos). A la solucidn resultante se afiaden 2 g de un
auxiliay de filtracién (Hyflo) y 2 g de un carbdén decoloran—
te. (Darco). Ia mezcla se agita durante 5 minutos y desﬁués
se filtra a través de una capa de auxiliar de filtracidn (alt
rededor de 1 g en un embudo Buchner del n? 0)., Ia filtracidn
puede repetirse, omitiendo el carbdn decolorante, hasta que
el filtrado es transparente. la pequefia cantidad de precipi-
tado se lava con hasta 20 ml de acetona, El filtrado y las
aguas de lavado se combinan y agitan con 250 ml de agua des-
ionizada. Lé mezela se enfria a 2500 ¥ se agrega agua desio-
nizada hasta que persisten las primeras trazas de turbidesz
(después de haber afiadido alrededor de 75 a 110 ml de agua).

Después la mezecla se siembra con 0,50 g de producto recrig-




10

20

28

30

—

talizado. ILa mezcla se agité-durante 30 minutos a la tempe-
ratura ambiente (23-25°C). Se afiaden alrededor de 350 ml de
agua mientras se agita durante un periodo de 40 minutos. Una
vez completada la adicidn de agua, se enfria la mezcla y se
mantiene a 5°C durante una hora. Se filtra la mezcla resul-
tante, se lava con agua ¥ se seca a vacio a 45°C. El rendi-
miento de N-(2,4-diclorobenzoil)cefalosporina C es de 16~
16,5 g.
SJEMPLO 2

Se agitan 60 g (134 milimoles) de la sal sédica de
cefalosporina C en 300 ml de zguz hesta gue se disuelve. Se
afiaden alrededor de 150 ml de acetona y la solucidn se agi-~
ta v enfrfa a 10°C. El pH de 1a.solucién se ajusta a 9,0 con
solucidn acuosa de hidrdxido sddico al 20 % y se afiaden 17 ml
(134 milimoles) de cloruro de 4-clorobenzoilo. Ia mezcla se
agita a 10-15°¢ durante 30 minutos, durente los cuazles se
afiade una solucidn acuosa de hidrdxido sédico al 20 % en can-
tidad suficiente para mantener el pH de la mezcla a 9,0 apro-—
ximadamente. Despuds se afiaden alrededor de 1050 ml de aéua,
en dos porciones de 800 ml y 256 ml y el pH se ajusté a 1,9
con decido clorhfdrico concentrado. La mezcla se siembra con
cristales de N-(4-clorobenzoil)cefalosporina C y se enfria
en un bafio de hielo, La mezcla se refrigera a unos 5°C duran—
te la noche, El sélido cristalino de la mezcla se filtra, se
lava con agua ¥y se seca a vacio a 40°C. El producto N-{4-clo-
robenzoil)ceialosporina ¢ cristalino pesa 55,7 g.

Ia N~-(4-clorobenzoil)cefalosporina C parcialmente pu-
rificada se purifica de nuevo por recristalizacidn por el pro

cedimiento ilustrado en el Ejemplo 1.
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frante 40 minutos, durante los cuales se disuelve la N-(2,4-

EJEMPLO 3
Se agitan 11,8 g (20 milimoles) de N-(2,4~dicloroben-

zoil)cefalosporina C en 150 ml de cloroformo inhibido con ami
leno, A la mezela anterior se afladen 5,70 ml (48 milimoles)
de quinoleina y 8,80 ml (95 milimoles) de N,N-dimetilaceta-
mida. Ia temperatura de la mezcla asciende hasta unos 28°C.
Se enfrfa la mezela a 15°C y se afladen rdpidamente 9;60 ml
(135 milimoles) de cloruro de acetilo. la temperatura de la

mezecla asciende a 23°C. La mezcla se agita a unos 24~25°C du-

diclorobenzoil)cefalosporina C, Después la mezcla se enfria
a ~35°C y se afiaden 26 ml (162 milimoles) de N,N-dietilani-
lina. De nﬁevo'se enfria la mezela a -25°C y se afiaden 9,8 g
(4% milimoles) de pentacloruro de fésforo. Ia mezcla se agi-
ta durante 30 minutos a -15°C, se enfria a -40°C y se afiaden
34 ml de propilenglicol. Ia mezcla resultante se agita durante
1,5-2 horas a 0°C, se enfria a -15°C y se afiaden 100 ml de hig
lo y agua. la fése acuosa se separa de la fase orgdnica y es-
ta Ultima se extrae con 20 ml de agua. Se combinan las fases
acuosas y se ajustan a pH 3,5 con hidrdéxido aménico concentra-
do. Precipita un sélido que se filtra, se lava sucesivamente
con agua, metanol y acetona y se seca para obtener 4,8~5,0 g
de dcido 7-aminocefalospordnico.
EJENMPLO 4

Siguiendo el procedimiento del Ejemplo 1, la sal 5644~
ca de desacetoxicefalosporina C (un compuesto de férmula I don
de R es hidrééeno) se disuelve en una mezcla de agua/acetona
y se trata con cloruro de 2,4-diclorobenzoilo para formar N-
(2,4-diclorobenzoil )desacetoxicefalosporina C en su forma dei

da., Este derivado se purifica por el procedimiento descrito en
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‘cos como la cefalexina y la cefradina,
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el Ejemplo 1. El producto dcido purificado, al tratarlo con
pentacloruro de fésforo en presencia de piridina, forme el
iminocloruro; este dltimo, al tratarlo con un alcohol o un
alcanodiol; forma el iminoéter; por tratamiento del iminoéter
con agua se separa lé cadena lateral para formar dcido 7-ami-
nodesacetoxicefalospordnico (%;ADQA). Este dltimo compuesto
con nlcleo de cefalosporina estd citado en la patente estado-
unidense n? 3.124.576 y puede ulilizarse para preparar, por

procesos de acilacidén conocidos, antibidticos cefalosporini-

EJEMPLO 5

Se enfria a wna temperatura de +6°C, 1 litro de elua~-
to de resina de cefalosporina C (que contiene, por el método
UV, 48,2 mg/ml y por el método de la nicotinamida 38,46 mg/ml
a un pH de 5,5. A la mezcla se afiaden 200 ml de acetona y la
temperatura y el pH ascienden a +10°C ¥y 5,9, respectivamente.
El pH de la mezcla se ajusta a 9,5 por adicidén de 22 ml de S0+
lucién acuosa de hidrdéxido sddico al 25 %, Ia sal sbédica de
cefalosporina C resultante se acila durante un periodo de 20
minutos por adicidn de 31,4 ml (224 milimoles) de cloruro de
2,4-diclorobenzoflo, El pH de la mezcla se mantiene a 9,5 aprg
ximadamente medianteVLa adicidén de 53 ml de solucidn acuosa
de hidréxido sédico él 25 %, Al final de la adicidn, la tem-
peratura de la mezcla de reaccidn ha subido a 22°C. El pH de
la mezcla se ajusta a 5,0 por adicidn de 20 ml de solucién
acuosa de dcido sulfidrico al 25 %. 4 la mezcla se afiaden 20 g
de auxiliar de filtracidén y se filtra la mezcla resultante. Elf
pH del filtrado se reduce a 3,4 por adicién de 45 ml de solu-
cidn acuosa de deido sulfirico al 25 %. A la mezcla acidulada

resultante se afiaden lentamente, & lo largo de un periodo de




10

18

20

28

30

:jta se seca a 40°C en estufa de vacfo para obtener 73 g (ren-
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10 minutos, 28,4 ml (336 miliméles) de quinoleina y el pH de

la mezcla se mantiene a 3,3-3,5 durante la adicidén mediante
la adicidn simultdnea de 27 ml de solucidn acuosa de deido
sulfirico al 25 %. la mezcla resultante se siembra con cris-
tales de sal de quinolefnz de W-(2,4-diclorobenzoil)cefalos~
porina C, preparados previamente a pequefia escala. Después

la mezcla se agita a la temperatura ambiente durante 30 minu-
tos ¥y a 59¢ durante 165 minutos. Imego se filtra la mezcla y

la torta del filtro se lava con 1 litro de agua fria. La tor

dimiento: 95,6 %) de la sal de quinolefna de N-(2,4-dicloro-
benzoil)cefalosporina C (pureza: 87,1 %).
EJEMPIO 6
A una mezcla de 100 ml de acetonz, 15 ml de N,N-di-
metilacetamida y 2 ml de quinoleina se afiaden 14,7 g de sal

de quinolefna de N-(2,4-diclorobenzoil)cefalosporina C, ob-

tenida en el Ejemplo 5. Ia mezcla se agita durante unos 30 mij

nutos y se afiaden 2 g de un auxiliar de filtracidn. Se filtra

le mezcla resultante y el peso de la torta del filtro seca es
de 2,72 g. El1 filtrado se concentra a pequefio volumen y se
transfiere a un equipo de escisidén normal con adicién de 150
ml de cloruro de metileno. Se afiaden 10 ml de cloruro de acg
tilo y la temperatura de la mezcla aumenta desde 22°%C a 26°C.
Se agita la mezcla durante 20 minutos, se enfria a -15°C v
se afladen 26 ml de N,N~dietilanilina. A la mezcla mantenida
a unos —15°C-se afiaden 9,8 g de pentacloruro de fésforo y se
agita duranfe 75 minutos., Se afiaden 25 ml de propilenglicol
y la temperatura de la mezcla aumenta desde —1500 a +2°C, Se
agita la mezela a unos +5°C durante 2,5 horas., Después se afia

den 100 ml de agua de hielo. Se agita la mezcla durante 10 mi;
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nutos, se separan las fases acuosa y orgdnica y el pH de la
fase acuosa se eleva desde 0,7 a 3,5 por adicidén de 15,5 ml
de hidréxido aménico concentrado. Ia mezcla acuosa se agita
durante unos 30 minutos y despuds se filtra. Ia torta del
filtro se lava con 25 ml de solucidn acuosa fria de metanol
al 50 % seguido de 50 ml de metanol frio. Ia torta del filtro
ge seca a vacio a 40°C durante la noche para obtener 2,73 g
de dcido 7-aminocefalospordnico.
EJEMPLO 7

Se prepara una mezcla de 50 g de cefalosporina C cryl
da (que, por el método UV contiene 85,5 milimoles, 35,4 &,
de materia activa) en 500 ml de agua. Ia mezcla se agita a la
temperatura ambiente durante 10 minutos. Se afiaden 100 ml de
acetona y el pH de la mezcla resultante es 7,8. Se zjusta el
pH de la mezcla a 9,5 por adicién de 6 ml de un2 solucidn
acuosa de hidréxido sédico al 25 %. Ia sal sddica de cefalos-
porina C resultante es acilada por adicidén de 24 ml (171 mi-
limoles) de cloruro de 2,4-diclorobenzoilo. Ia adicién se rea
liza durante un periodo de 20 minutos y la temperatura de la
mezcla asciende a 29°C, Durante la adicién, el pH de la mez~
cla se mantiene alrededor de 9,5 por adicidén de 25 ml dé so-
lucidn acuosa de hidrdxido sdédico al 25 %. La mezcla resultan
te se agita durante unos 10 minutos permaneciendo el pH en
9,5 aproximadamente. Se ajusta el pH de la mezcla a 5,0 por
adicién de 3 ml de solucién acuosa de 4cido sulfiirico al 25 %
A la mezcla resultante se afiaden 10 g de un auvxiliar de fil-
tracidn y se filtra. El filtrado es turbio y el pH de la mez-
cla se reduce a 3,5 por adicidn de solucidn acuosa al 25 %
de 4eido sulfdrico. A la mezela resultante se afiaden lenta-

mente 25 ml (212 milimoles) de quinoleina y el pH de la mis~-
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| te se seca a vacio a 40°C durante 40 horas para obtener 58 g

(rendimiento: 81,0 %) de sal de quinoleinma de N~-(2,4-dicloro-

ma se mantiene durante la adicién a 3,3-3,5 mediante la adi-
cién simultdnea de solucidn acuosa de dcido sulfurico al

25 %, El pH de la mezcla final es 3,3. Ia mezcla se siembra

por adicidén de cristales de sal de quinoleina de N-(2,4-di-

clorobenzoil)cefalosporina C, Ia mezcla se agita a la tempe-
ratura ambiente durante 20 minutos y en un bafio de hielo du-
rante 30 minutos. Se filtra la mezela y la torta del filtro

se lava con 1,5 litros de agua de hielo, Ia torta resultan-

benzoil)cefalosporina C (pureza: 94,1 %).
EJEMPLO 8

A wna mezels de 150 ml de cloruro de metileno, 15 nml
de N,N-dimetilacetamida y 2 ml de quinoleina se afiaden 14,7 &
de sal de quinoleina de N-(24,-diclorobenzoil)cefalosporina Cj
obtenida en el Ejemplo 7. Ia mezcla se agita durante umos 30
minutos, Después se afiaden a esta mezecla 2 g de un auxiliar
de filtracidn y se filtra. Ia torta del filtro seca que resuls
ta pesa 3,51 g. Después el filtrado se transfiere a un equipo
de escisién normal y se afiaden 10 ml de cloruro de acetilo,
aumentando la temperatura dQurante la adicidn desde 18° a 24°%C
Se agita la mezcla durante 20 minutos, se enfria a -10%C y se
afiaden 26 ml de N,N-dietilanilina. La temperatura de la mezclg
durante la adicidén se mantiene a unos -6°C. Se afiaden 9,8 g
de pentacloruro de fésforo y la mezcle se agita durante 50 mi+
nutos a unos ~15°C, Se afiaden a la mezcla 25 ml de propilen-
glicol y la temperatura de la misme aumenta desde -15% a
+11°C. Se enfrfa la mezecla a unos 5°C y se agita durante 2 ho-
ras, Después se afiaden a la mezcla 100 ml de agua de hielo y

se agita durante 10 minutos, se separa en una fase acuosa y
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una fase orgdnica y el pH de la fase acuosa se eleva desde
0,9 a 3,4 por adicibén de 12 ml de hidrdéxido aménico concen-—
trado., Se agita la mezcla durante 30 minutos, se filtra y la
torta del filtro se lava con 25 ml de solucidn acuosa fria
de metanol a2l 50 % seguido de 50 ml de metanol frio. Ia torta
del filtro se seca a vacio a 40°C durante la noche para obte-
ner 3,36 g de deido T-aminocefalospordnico.

En resumen, la Patente de Invencidn que se solicita
deberd recaer sobre las siguientes:

REIVINDLCACIONES

1. Un procedimiento mejorado para separar de las im-
purezas polisacdridas y proteinicas una cefalosporina C de
férmulas

0 S

I
H,N-CH~(CH,) 5 -C—NH—?H——-—-—CH CH2

cooM / c——x\ / -CH

COOM
donde cada simbolo M es hidrdgeno o un metal alcalino y R es

(1)

hidrégeno, acetoxi, hidroxi o metiltio, cuyo procedimiento se
caracteriza por:
(A) hacer reacciomar la cefalosporina C cruda de for-
mula (I) en un medio liquido acuoso que contiene un disolven-
te orgdnico inerte miscible ¥y que contiene las citadas impure
zas con un haluro de 2,4~diclorobenzoilo o un haluro de 4~
clorobenzoilo para formar una N-acilcefalosporina C de fir-

mala (II): -
0

Il |
Cl C-NH-CH—(CHz)3—C—NH-?H——- H

\/

COOH

C~CH,-R (11)

(8{010)1 +C
0/
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 da obtenida en la etapa (4);
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donde X es hidrdgeno o cloro y R es el definido anteriormen—

te, compuesto que es soluble en el medio liguido acuoso-orgd
nico y

(B) separar las impurezas polisacdridas y proteinicag
de dicha N-acilcefalosporina C.

2. Un procedimiento segln la Reivindicacidn 1, cuya
etapa (B) se caracteriza por:

(1) separar las materias insolubles de dicho medio
1{quido acuoso-orgdnico;

(2) tratar el medio liquido de la etapa (1) para crig
talizar la N-acilcefalosporina C;

(3) separar la N-acilcefalosporina C;

(4) disolver la N-acilcefalosporina C separada en un
disolvente liguido orgénico miscible con agua, que contiene
hasta alrededor del 15 % de agua;

(5) separar la materia insoluble de la mezcla liqui-

(6) tratar la fraccidn liquida de la etapa (5) con um
medio acuoso para precipitar la N-acilcefalosporina C que con
tiene y

(7) separar la N-acilcefalosporina C precipitada de
la mezela 1fquida.

3. Un procedimiento segin les Reivindicaciones 1 g 2,
caracterizado por:

(a) hacer reaccionar wa cefalosporina C cruda o una
sal metdlica alcaline de la misma con cloruro de 2,4-dicloro-
benzoflo en wa mezcla de agua y acetona que contiene impure-
zas polisacdridas y proteinicas para formar N-(2,4-dicloro-
benzoil)cefalosporina C; '

(b) filtrar las impurezas insolubles de la mezcla de
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agua y acetona;

(¢) reducir el pH de la mezcla filtrada de agua y
acetona a un valor de 1,5-3,5 aproximadamente para cristali-
zar la N-(2,4-diclorobenzoil)cefalosporina C;

(d) separar la N-(2,4~diclorobenzoil)cefalosporina
C cristalina del medio acwso-acetdnico de la etapa (c);

(e) disolver la N-(2,4-diclorobenzoil)cefalosporina
C separada en acetona que cortiene hasta alrededor del 15 %
de agua;

(f) filtrar la materia insoluble de la mezels liqui-
da obtenida en la etapa (e);

(g) tratar el filtrado de la etapa (f) con agua para
efectuar la recristalizacidén de la N~-(2,4~diclorobenzoil)ce-
falosporina C y ,

(h) separar la N-(2,4-diclorobenzoil)cefalosporina C
cristalina de la mezcla liquida de la etapa (g).

4. Un procedimiento segiin las Reivindicaciones 1 0 2,
caracterizado por:

(a) hacer reaccionar la cefalosporina C cruda o una
sal metdlica alcalina de la misma con cloruro de 4-cloroben-
zo{lo en una mezcla de agua y acetona que contiene impurezas
polisacdridas y protefnicas para formar N-(4-clorobenzoil)ce-
falosporina C;

(b) Piltrar las impurezas insolubles para separarlas
de la mezcla de agua y acetbona;

(¢) reducir el pH de la megzcla filtrada de agua y ace]
tona hasta uﬁ valor de 1,5-3,5 aproximadamente para cristali-
zar la N—(4—clorobenzoil)cefalospo:ina C;

(a) separar la N-(4~clorobenzoil )cefalosporina C cris|

talina del medio acuoso-acetdénico de la etapa (c);
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(e) disclver la N-(4-clorobenzoil)cefalosporina C se-
parada en acetona que contiene hasta alrededor del 15 % de
agua ;

(f) filtrar la materia insoluble pars separarla de
la mezcla liquida obtenida en la etapa (e);

(g) tratar el filtrado de la etapa (f) con agua para
efectuar la recristalizacidn de la N-(4-clorobenzoil)cefalos-
porina C y
g (h) separar la N-(4-clorobenzoil)cefalosporina C cris
:talina de la mezcla 1liquida de la etapa (g).
| 5. Un procedimiento segimn la Reivindicaecidn 1, cuya
etapa (B) se caracteriza.por:

(1) separar la materia insoluble de dicho medio liqui.
do acupso-orgdnico;

(2) tratar el medio liquido de la etapa (1) para crig

ttalizar la N-acilcefalosporina C que contiene;

u (3) separar la N-acilcefalosporina C;

1l
)
|

1 (4) disolver la N-acilcefalosporina C separada en un
| disolvente adecuado para efectuar la escisidn del grupo 7-aci
loy

(5) separar la materia insoluble de la solucidn obte-
nida en la etapa (4).

6. Un procedimiento segln las Reivindicaciones 1 g 5,
caracterizado por:

(a) hacer reaccionar cefalosporina C cruda o una sal
metdlica alcalina de la misma con cloruro de 2,4-dicloroben=-
zoilo en una ﬁezcla de agua y acetona que contiene impurezas
polisacdridas y proteinicas para formar N-(2,4-diclorobenzoil)
cefalosporina Cj

(B) filtrar las impurezas insolubles para separarlas
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de la mezcla de agua y acetona;
(¢) reducir el pH de la mezcla filtrada de agua y acg
tona a un valor comprendido aproximadamente entre 1,5 y 3,5;
(d) separar la N—(2;4—diclorobenzoil)cefalosporina c
cristalina del medio acuoso-acetdénico de la etapa (c);
(e) disolver la N-(2,4~diclorobenzoil)cefalosporina
C separada en una mezcla de cloruro de metileno y N,N-dime$il
acetamida adecuada para llevar a cabo la escisidn del grupo
%7-acilo vy
| (f) filtrar la materia insoluble para separarla de
la mezcla 1{quida obtenida en la etapa (e).
7. Un procedimiento segin las Reivindicaciones 1 0
5, caracterizado por:
| (2) hacer reaccionar cefalosporina C cruda o una sal

émetélica alcalina de la misma con cloruro de 4-clorobenzoilo
S!en una mezcla acuoso-acetdénica que contiene impurezas poli-
sacdridas y proteinicas para formar N-(4-clorobenzoil)cefaloss
i'po:c'ina. Cs
i; (b) filtrar las impurezas insolubles para separarlas

de la mezcla de agua y acetona; -

tona & un valor comprendide aproximadamente entre 1,5 y 3,53

(d) separar la N-(4-clorobenzoil)cefalosporina C cris
talina del medio acuoso-acetdnico de la etapa (c);

(e) disolver la N-(4-clorobenzoil)cefalosporina C se-
parada en una mezcla de cloruro de metileno y N,N-dimetilace-
tamiaa‘adecudda para efectuar la escisidn del grupo T-acilo y

(f) filtrar la materia insoluble para separarla de la
mezela liquida obtenida en la etapa (e).

8. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1, cuya

(¢) reducir el pH de la mezecla filtrada de agua y ace+
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etapa (B) se caracteriza por:

(1) separar la materia insoluble de dicho medio 1{-
quido acuogo-orgdnico;

(2) reducir el pH del medio liquido acuoso-orgdnico
exento de materia insoluble a un valor comprendido aproximi-

damente entre 1,5 y 3,5 ¥
(3) afiadir quinoleina al medio liquido acuoso-orgdni-
co exento de materia insoluble, procedente de la etapa (2),

para precipitar la N-acilcefalosporina C purificada en forma

i de su sal de quinoleina,

g, ‘Un procedimiento segin las Reivindicaciones 1 u
8, caracterizado por:

(a) hacer reaccionar cefalosporina C cruda o una sal
metdlica alcalina de la misma con cloruro de 2,4-dicloroben-
zof{lo en una mezcla de agua y acetona que contiene impurezas

polisacdridas y proteinicas para formar N-(2,4-dicloroben-

i zofl)cefalosporina C;

(b) filtrar las impurezas insolubles para separarlas
de la mezcla de agua y acetona;

(c) reducir el pH del medio acuoso-acetdnico filtra-
do a un valor comprendido aproximadamente entre 1,5 ¥y 3,5 ¥

(d) afiadir alrededor de 1,5 a 12 moles de quinoleina
por mol de N-(2,4~diclorobenzoil)cefalosporina C al medio
acuoso~-acetdnico filtrado procedente de la etapa (c¢) para
precipitar N-(2,4-diclorobenzoil)cefalosporina C purificada
en forma de su sal de-quinoleina.

10. 'Uh procedimiento segun las Reivindicaciones 1 u

8, caracterizado por:

(a) hacer reaccionar cefalosporina C cruda o una sal

metdlica alecalina de la misma con cloruro de 4-clorobenzoilo
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en una mezcla de aguwa y acetona que contiene impuregas poli-

sacdridas y proteinicas para formér N-(4-clorobenzoil)cefalos
porina C;

(b) filtrar las impurezas insolubles para separarlas
de la mezcla de agua y acetona;

(¢) reducir el pH del medio scuoso-acetdnico filtra-
do a un valor comprendido aproximadamente entre 1,5 y 3,5 vy

(d) agregar alrededor de 1,5 a 12 moles de quinoleina

por mol de N-(4-clorobenzoil)cefalosporina C al medio acuoso-

'acetdnico filtrado procedente de la etapa (¢) para precipitar

N-(4-clorobenzoil)cefalosporina C purificada en forma de su
sal de quinoleina.

11.- Se reivindica por filtimo como objeto sobre
el que ha de recaer la Patente de Invencién que se solicita

por: “UN PROCEDIMIENTO MEJORADO PARA SEPARAR DE LAS IMPURE-

ZAS POLISACARIDAS Y PROTEINICAS UNA CEFALOSPORINA C".

Todo conforme queda deserito y reivindicado en la
presente Memoria descriptiva que consta de treinta y dos

péginas mecanografiadas.

Madrid, 7 de Noviembre de 1.973
BERNARDO1UNGRIA.

W
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