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Alfa Farmaceutici S.p.A., Via Ragazzi del 99, No. 5 40133 Bologna, Italia.

Menetelmd kefalosporiini C:n ja sén johdannaisten talteenottamiseksi - F3rfarande

for utvinning av kefalosporin C och dess derivat

Tamin keksinnOn kohteena on kefalosporiini C:n eristédminen vesiliuoksists

Ja erityisesti kdymiskulttureista sellaisen johdannaisen muodossa, joka on helpos-—

ti uutettavissa pddasiallisesti veteen sekoittumattomilla liuottimilla. Keksintd

koskee myoskin 7-aminokefalosporasnihapon velmistamista ndin eristetyistd uutteis-

ta.

Kefalosporiini C, jolla on kaava:
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on ssavuttanut huomattavan merkityksen kemoterapisn slalla. Yhdisteelld ei ole
ainoastaan tiettyd, vaikkskin rajoitettua, antibioottista vaikutusta itsessién,
vaan se on myds térked ldhtdaine T-aminokefalosporaanihapon valmistamiseksi,
(jota happoa seuraavassa nimitetddn 7-ACA:ksi), joka yhdiste on mydskin tunnettu
puolisystemaattisellsa nimella 1/5-amino~3-aSetoksimetyylikef-3-emrh-karboksyyli~
happo, ja jolls on kaava:
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Molermmissa yllé olevissa kasvoissa symboli Ac merkitsee asetyyliryhmii -CO.CHB.
7-ACA on k&yttokelpoilnen viAlituote valmistettaessa useita puolisynteettisii
kefalosporiineja.

Kefalosporiini C:tid valmistetaan teollisessa mittakaavassa saattamalla
Cephalosporium-sukuisia mikro-organismeja kiymédén vesipitoisessa reaktiovali-
aineessa. Kdymisen lopussa kefalosporiini C:td on liemessi yhdessi monien muiden
aineiden kanssa, joista 0sa on jo alunperin viliaineessa olleita ravintoaineita,
ja muut ovat kdymistuotteita. Kefalosporiini C:n eristidminen téménkaltaisista
 kiymisliemistd on tdstid syystd jo pitemmin ajan ollut ssngen vaikea ongelma.
Niihin menetelmiin, joita tdhdn eristidmiseen yleisesti kdytetddn, sisidltyy
hartseilla, ionivaihtohartsit mukasnluettuna, suoritettuja kalliita ja monimutkai-
sia absorptio- ja eluointiprosesseja. #4ill4 menetelmilld on monts haittaa, joihin
kuuluvat: valkeakdyttdisyys; hartsikolonnien vaatimat suuret investoinnit; aikaa-
vievidt operaatiot, jotka saattavat merkitid kefalosporiini C:n osittaista hajoamis-
tay suurten liuotinmédrien tarve, jotka aineet eivit kaikissa tapauksissa ole
talteenotettavissa; alhaiset saannit absorptiossa. Useita menetelmid kefalospo-
riini C:n eristédmiseksi kemiallisesti kiymisliemisti on myds selostettu: ne ta-
pahtuvat késittelemdlld suodatettuja liemii reagensseilla, jotka pystyviat reagoi-
maan kefalosporiini C:n aminoryhmén kanssa, jolloin ndin saadut kefalosporiiri
C- johdannaiset uutetsan sopivilla liuotusaineilla. Kuitenkaan eivit tdhin asti
kidytetyt menetelmét ole olleet tiysin tyydyttdavii siini suhteessa, ettid liuotus-
aineesta eristettyjen johdannaisten puhtaus ja ssanti ovat alhaisia. T&min
otaksutaan johtuvan siitéd tosiseikasta ettZ monet kdymisliemessd olevista aineista

sisdltévit aminoryhmid, jotka voivat reagoida reagenssin kanssa, jolloin



saadaan Jjohdannaisia, jotka uuttuvat liuotusaineeseen yhdessi kefalosporiini
C- johdannaisten kanssa.

dyt on 1lo0ydetty erds joukko kefalosporiini C:n johdannsisia, jotka ovat
eristettivissi kiAymisliemistd ja jotka ovat helposti talteenctettavissa uutta-
malls pidasiallisesti veteen sekoittumattomells liuottimella, samalla kuin lie-
missd olevien toisten sminoryhmien samankaltaisten johdannaisten uuttaminen
huomattavasti véhenee. TA41li johdannaisten Jjoukolla on edelleen etuna se, etta
niitéd voidaan k&yttidd suoraan T-ACA:n ssamiseksi ilman, ettd niitd tarvitsee vi-
1i114 muuttaa kefalosporiini C:ksi. N&dmd johdannaiset ovat sulfonamideja.

Titen edessdolevan keksinndn kohteens on menetelmd kefalosporiini C:n tal-
teenottamiseksi sulfonamidin muodossa vesipitoisesta vdliaineesta, esim. kdymis-
liemestd, joks sisdltdid kefslosporiini C:t&, johon menetelmidn sisBltyy: valiai-
neen kdsitteleminen ksaavan R~SOQCl mukaisellas sulfonyylikloridilla (jossa R on
substituoitu tal ei-substituoitu, edullisesti ei-substituoitu alkyyliryhmi, jolla
on 4-10 hiiliatomia tai substituoitu tai ei-substituoitu aryyli-, esim. fenyyli-
tai naftyyli-, ryhmd) kefalosporiini C:n muuttamiseksi vastaavaksi sulfonamidik-
8i; sekd sulfonamidin uuttaminen piiasiassa veteen sekoittumattomalla liuottimella.

R-ryhmén substituentit, etenkin kun R on substituoitu aryyliryhmi, ovat
ensisijaisesti: 1-6 C-atomiset alkyyliryhmit, 1-6 C-atomiset alkoksiryhmi,
halogeeni-(esim. kloori, bromi, jodi)atomeja seki nitroryhmi.

Eristetyn johdannaisen kaavan otsksutaan olevan:
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jossa R on yllid olevas midritelmin mukainen.

pisasiallisesti veteen sekoittumattomalla liuotusaineella”tarkoitetaan
liuotusainetta, jota el voida sekoittaa veteen, tal joka, jos se osittain on
sekoitettavissa, on kylliksi sekoittumaton, jotta se mandollistaisi liuottimen ja

vesifaagin separoimisen.



Kefalosporiini C:t& sis&ltdva vdliaine voi olls kaymilld velmistettu
liemi, edullisesti sellainen, Josta huovasto on poistettu suodattemalla. Halutta-
essa voidaan liemestd, paitsi ettd huovasto on poistettu siitd jo aiemmin
suodattamalla, poistaa tiettyjd muita epépﬁhtauksia kidsittelemdllsd sitd hapolla
sekd/tal liuottimilla, esim. asetonilla, tunnettuja menetelmii noudattasen. On myds
kin mahdollista kdyttdd pundistettuja kidymisliemii, jotka on konsentroitu tavan-
omaisia teknisié menetelmid noudattaen, esim. konsentroimslla tyhjidssi tai
hartsiabsorptiolla, jota seuras eluointi.

Edessédolevan keksinndn mukaisella menetelmilld on monta etua verrattuna
muihin tunnettuihin samenkaltaisiin menetelmiin kefalosporiini C:n talteenottami-
seksi kdymisliemistd eri johdannaisia hyvidksikdyttéen. Erds suurimmists eduista
on se, etti edessid selostetun keksinndn mukainen menetelmi antaa hyviid tuloksia
vaikka kefalosporiini C:n konsentrasatio kdymisliemess& on alhainen. Tdmid ainut-
laatuinen piirre mahdollistaa edellidselostetun keksinndn mukaisen menetelmin
laajan teollisen kayton.

Esimerkkejd sulfonyyliklorideista, joita voidasn kiayttdi edelld seloste-
tussa keksinndssid, ovat: tolueeni-p-sulfonyylikloridi, dimetyylibentseenisulfo-
nyylikloridi, p-isopropyylibentseenisul fonyylikloridi, butyylibentseenisulfonyyli-
kloridi, /ﬁ-naftaleenisulfonyylikloridi Jja p-nitrobentseenisulfonyylikloridi.
N&i1l& sulfonyyliklorideills aikaansaadasn seuraavat kefalosporiini C:n sulfoni-
amidit: kefalosporiini C:n tolueeni-p-sulfoniamidi, kefalosporiini C:n dimetyyli-
bentseenisulfoniamidi, kefalosporiini C:n p-isopropyylibentseenisulfoniamidi,
kefalosporiini C:n butyylibentseenisulfoniamidi, kefalosporiini C:n /Grnaftalee*
nisulfonamidi sekd kefalosporiini C:n p-nitrobentseenisulfoniamidi. N3istid ovat
kefalosporiini C:n p-isopropyylibentseenisulfonamidi seki kefalosporiini C:n
/§—naftaleenisulfoniamidi uusias yhdisteitd, jotka muodostavat osan edessfdolevasta
keksinndsti.

Jotta kdvisi kefalosporiini C:n tdydellinen poistaminen vesipitoisesta
vialiaineesta kivisi mahdolliseksi on pienimmin kidytetyn sulfonyylikloridin miirin
oltava 1 mooli vesipitoisessa vdliaineessa olevaa kefalosporiini C-mooliza kohden;
kuitenkin suosittelemme kiytettidviksi enemmén kuin 1 mooli sulfonyylikloridia
kefalosporiini C moolia kohden ja erityisen suositeltavas on 3-10 moolin kayttd
jokaista kefalosporiini C-moolia kohden. Menetelmd voidaan suorittss missid so-
pivassa lampdtilassa tahsnsa, joskin se suoritetasn normaalisti 0-40°C:n
lémpStilassa. Lampdtila valitaan niin, ettd saadaan tyydyttiva reaktionopeus

samalla kuin v&1ltyt&din kefalosporiini C:n ja sen johdamnaisten hajoamiselts.



Keksinndén mukainen menetelmi suoritetasn edullisesti 10-20°C:n 1dmpdtilassa.
Sulfonyylikloridin ja kefalosporiini C:n vidlisessi reaktiossa saadaan
vetykloridia sivutuotteena, ja se poistetaan ensisijaisesti reaktion aikana.
Tamdn vetykloridin poistaminen aikaansaadaan parhaiten suorittamalla reaktio
sellaisen aineen ldsnédolossa, joka pystyy sitomaan hapon. Erityisen suotavaa on,
ettd reaktiovdliaineen pH-arvo reaktion aikans pidetdin yli 7, edullisesti alu-
eella 7,5-9,5 yhden tal useamman emiksisen yhdisteen, kuten alkalimetallihydroksi-
dien, -karbonaattien tai vetykarbonaattien, tal orgaanisten emdksien avulla.
Vield paremmin reaktiovdliaineen pH pidetdén osoitetussa arvossa puskuriaineella,
kuten booraksi. Kefalosporiini C:n reagoitua sulfonyylikloridin kanssa, uutetaan
vesipitoinen reaktiovdliaine sellaisella liuottimella, joka on veteen sekoittuma—
ton tal piZasiallisesti veteen sekoittumaton ja johon kefalosporiini C:n sulfoniami-
di liukenee. Kefalosporiini C:n sulfoniamidin uuttaminen suoritetsan edullisesti
pH:n ollessa alle 7, mieluiten 1-Lk.

Esimerkkej& uuttamiseen kiytettdvisti liuottimista ovat: alhaisten alifaat-
tisten happojen alhaiset alkyyliesterit, kuten etyyliasetaatti, propyyliasetaatti
ja butyyliasetastti, alkoholit, joilla on vahitéin 4 hiiliatomia, kuten n-buta-
noli, di-(alhaiset alkyyli)ketonit, kuten metyyli-isobutyyliketoni, sykloheksano-
ni ja halogenoidut hiilivedyt, kuten metyleenikloridi ja kloroformi. "Alhsisella
alkyylilld" tarkoitetaan 1-5 hiiliatomista alkyyliryhmdd, ja "alhsinen alifsaatti-
nen" on tulkittava samallas tavalla. Alhainen alifasattinen happo sisdlt#i ensisi-
Jaisesti 2 tai 3 hiiliatomia.

Kefslosporiini C:n sulfoniamidijohdannainen voidaan eristii orgasnisesta
uutteesta haihduttamalla orgasninen liuotin, mieluiten alennetussa paineessa.
Sulfoniamidijohdannainen voidaan tamén Jjdlkeen muuttaa vaikealiukoiseksi suolaksi,
esim. alkalimetallisuoclaksi tai jonkun orgaanisen emiksen suoclaksi. Muuttaminen
alkalimetallisuolaksi, esim. natriumsuolaksi, voidaasn suorittaa liuottamalla
jé8dnnds haihduttamisen jdlkeen liuotussaineeseen kuten n-butanoliin, johon as-
teittain lis&tdédn n-butanoliin liuotettua natrium-2-etyyliheksanoaattia kunnes
pH saavuttaa loppuarvon 5-6. Seos jiddhdytetddn O—SOC:seen muutamasn tunnin sajan,
jonka Jjdlkeen kefalosporiini C:n sulfoniamidin kiinted natriumsuola suodatetaan
talteen, pestddn js kuivatssn alhaisessa lampdtilassa slennetussa paineessa.
Vaihtoehtoisesti voidaan orgaanisen emiksen suola valmistaa lisddmills jotain
seuraavista yhdisteistd kuten: kinoliini, sykloheksamiini, 5-etyyli-2-metyyli-
pyridiini, 2-pikoliini, 3-pikoliini, 4-pikoliini, N-etyylimorfoliini, 2,6-1luti-
diini, N,i-dietyylisykloheksyyliamiini, heksametyleenitetramiini, if,N-dietyyli-

bentsyyliamiini tai i,i-dibentsyylietyleenidiamiini.



Kefalosporiini C:n sulfoniamidijohdannaisia, joko vapaan hapon tai suolan
muodossa, voidaan kdyttd4 suorasan T-ACA:n velmistamiseksi. Menetelmd voidaan
suorittaa tunnetuilla teknisilld menetelmilld, ja siihen sisdltyy yleensi seuraa-
vat vaiheet:

(a) karboksyylihapporyhmén suojasaminen muodostamslla esteri,

(b) esterin halogenointi vastaavan iminohalogenidin aikaansaamiseksi,

(c) iminohalogenidin Ja alhaisen alifasttisen alkoholin vdlinen reaktio
vastaavan iminoeetterin alkasnsaamiseksi ja

(d) happamassa ympiristOssd tapahtuve iminoeetterin hydrolyysi T7-ACA:n
aikaansaamiseksi.

Edellédselostetun keksinndn avulla ovat T-ACA:n saannit suuremmat kefalospo-
riini C:hen ndhden kuin, jos kefalosporiini C:n ldhtdsulfoniasmidijohdsnnaiset
puhdistettaisiin ioninvaihtohartseilla ennen muuttamista 7-ACA:ksi.

Huolimatta siitd, ettid keksintdd on kuvattu kefalosporiini C:n itsensi
eristémiseen viitaten, keksintd on yht& hyvin sovellettavissa muiden kefalosporii-
ni C-johdannaisten eristimiseen, joilla johdannaisilla on erilaisia substituent-
teja 3 ja L-asemissa, esim. niiden Johdsnnaisten, joissa asemassa 3 oleva
CH,0Ac-ryhmd on korvattu toisella ryhmdlld (yleensid substituoidulla tai e-substi-
tuoidulla asyyliocksimetyyli- tai alkoksimetyyliryhmilla) ja/tai, jossa asemassa L
oleva karboksyylihapporynmi on korvsttu toisella ryhmillid, yleensd esteriryhmél-
14, tai jossa 3 ja 4 asemat on yhdistetty laktonihapon atomilla. Tarpeelliseksi
tdllaisten lisdjohdannaisten eristdminen saattas osoittautua mikdli kemiallisia
muutoksia tehd&dén kefalosporiini C:hen ennen sen tdydellistéd eristidmistd kdymis-

liemesté.

Keksintdi kuvataan edelleen seuraaviin esimerkkeihin viitaten.

Esimerkki 1

2 000 ml asetonia ja 2 000 ml 14,45 g kefalosporiini C-natriumdihydraattia
8isdltédvis vesiliuosta yhdistettiin Je pH nostettiin 8,5:teen lisddmillid 30 %:sta
veteen liuotettus natriumhydroksidia. 30 minuutin aikana lisdttiin himmentien
17,4 g tolueeni-p-sulfonyylikloridia liuotettura 100 ml:asan asetonia samalla
kuln pH koko ajan pidettiin 8,5:dessid 30 %:1la natriumhydroksidin vesiliuoksella.
Hémmentémistd jatkettiin vield 1 h. pH s&idettiin sen Jélkeen T:4in ja asetoni
haihdutettiin tyhjisssi 30°C:ssa.

1 000 ml metyyli-isobutyyliketonis (MIBKX) lis&dttiip ja pH-arvo alennettiin
2,0:aan 1is3amilli konsentroitua suolahappoa himmentéden. Hatriumkloridias lisdt-
tiin ja orgaaninen kerros separoitiin. Vesikerrosta uutettiin kolmasti, joka

kerralls 600 ml MIBK:ta. Uutteet yhdistettiin ja kuivatettiin vedettomilld nat-



umsulfaatilla ja liuotusaine haihdutettiin sen jdlkeen tyhjidssé 3OOC:n lampdti-
lassa. Jiljelle jaavadan 150° ml n-butenolia liuotettu 31jyyn joka lisattiin 24 ml
2,6 molaarista natrium-2-etyyliheksanoaattia pH:n ollessa lopussa 5,5. Seoksen
seistyd yli yOn alhsisessa lampOtilassa, muodostunut sakka suodatettiin talteen,
pestiin eetterilld ja kuivattiin tyhjidssa.

Saatiin 15,8 g kefalosporiini C:n tolueeni-p-sulfonamidin natriumsuolaa,
jonka tiitteri oli 87,1 %. Témi vastaa 73,5 % saantia.

Esimerkki 2

Kefalosporiini C:t4 sisdltdvid kdymisliemi tehtiin happameksi, suodatettiin,
sekoitettiin tilavuudeltasan samasn midiriin aesetonia ja suodatettiin uudelleen.
2 000 ml:aikaansaadusta liuoksesta, jonka kefalosporiini C-pitoisuus (ilmaistuna
natriumsuoladihydraattina) oli 1 730 /ug/ml, ssatettiin pH-arvoon 8,8 : 0,2 1i-
s&amilld 20 %:ste natriumhydroksidin vesiliuosta. Liuos, jossa 8,3 g tolueeni-
p-sulfonyylikloridia on liuotettu 50 ml asetonia lisdttiin sen jidlkeen h&mmentden
5 minuutin sikana. Himmentimistd Jjatkettiin edelleen 90 minuuttia, jona aiksna
pH-arvo pidettiin samassa lukemassa 20 %:1la natriumhydroksidin vesiliuoksella.
Tédmé&n Jjdlkeen pH-arvo sdadettiin T7,0:aan, ja asetoni haihdutettiin tyhjiossa
30°C:n ldmpétilassa. 300 ml MIBK:ta lisiattiin js pH alennettiin 2,0:an lis&d-
millsd 53 suolshappoa. Orgaaninen faasi separoitiin ja vesifaasi uutettiin viidel-
14 100 ml:n annoksella MIBK:ta. Orgaaniset uutteet yhdistettiin, kuivattiin ve-
dettdmélld nstriumsulfaatilla ja konsentroitiin tyhjidssi 35°C:n lémpGtilassa.
Jaljelle jaavd 61jy liuotettiin sen jilkeen 70 ml:asn n-butanolia ja pH-arvo
gdddettiin 6,5:teen 15 ml:1la 1,84 molaarista natrium-2-etyyliheksanoaatin
n-butanoli - liuosta. Seoksen oltua yli ydn alhaisessa ldmpdtilassa, muodostunut
sakka suodatettiin talteen, pestiin eetterilli, kuivattiin tyhjidssd, jolloin
saatiin 7,94 g kefalosporiini C:n tolueeni-p-sulfoniamidin natrium-suolas, jonka
spektrofotometrinen tiitteri oli L2 %. Sasnti oli 73 %.

Samalla menetelmdlld kuin ylli, mutta ainoana erona se, ettéd resktioseoksen
pH-arvoa pidettiin 9:&ssé NagBhO7. lOHQO:lla NaOH:n sijasta, saatiin kefalospo-
riini C:n tolueeni-p-sulfoniamidin natrium-suolan saanniksi 89 %, jonks spektro-

fotometrinen tiitteri oli 45 %.

Esimerkki 3
Kefalosporiini C:t4 sisdltidvid kdymisliemi tehtiin happamaksi, suodatettiin,
sekoitettiin yhteen tilavuudeltasn saman midrin asetonia kanssa Ja suodatettiin

uudelleen. 1 000 ml muodostuneests liuoksesta, jonks kefslosporiiri C-pitoisuus



o™

(ilmaistunsa natriumsuolan dihydraattina) oli 1 780 /ug/ml, sdfdettiin pH-arvoon 7
lisidmdlla 20 %:sta natriumhydroksidin vesiliuosta. Muodostuneeseen liuockseen

lisittiin 4,8 g natriumvetykarbonsattia, jonka jilkeen 2,9 g asetoniin liuotettua

o)
i tolueeni-p-sulfinyylikloridia lisdttiin 5 minuutin aiksena. Tunnin kuluttua lisét-

tiin vield 1,45 g tolueeni-p-sulfonyylikloridia, ja 2 tunnin kuluttua lisdttiin
vield 1,45 g. pH pidettiin vskiona 8,5:ssd. 3 tunnin kuluttua pH laskettiin
7,0:aan 1lisd&mallé suolahappoa ja asetoni hailhdutettiin tyhjidssa 30°:n 1ampdti-
lassa. 200 ml MIBK:ta lis#ttiin ja pH sdddettiin 2,0:aan samalla hémmentien.
Orgaaninen faasi separoitiin ja vesifassia uutettiin kolmella 100 ml annoksella
MIBK:ta. Orgaaniset uutteet yhdistettiin ja pestiir 100 ml:1la haaleaa vetti;
pesuvesi uutettiin 50 ml MIBK:ta. Kaikki orgasniset uutteet yhdistettiin ja
kuivattiin vedettom&lli natriumsulfaatilla ja liuotusaine haihdutettiin témin
jélkeen tyhjidssé 35°C:n lampdtilassa.

Jiljelle jadvdadn O1jyyn, joka oli liuotettu 40 ml:aan n-butenolis, lisit-
tiin 6,6 ml 6,6 molsarista n-butanoliin liuotettua natrium-2-etyyliheksanoaattia,
ja pH-arvo sdddettiin 5,6:teen. Seoksen seistyd yli yon alhaisessa lémpdtilassa,
muodostunut sakka suodatettiin talteen, pestiin eetterilld ja kulvattiin tyhjids-
sd, jolloin saatiin 3,73 g kefalosporiini C:p» tolueeni-p-sulfonamidin natrium—

suolsa, jonka tiitteri oli 40,3 %. Saanti oli 65,2 %.

Esimerkki 4

1 000 ml suodatettua kdymislientd konsentroitiin 35%C:n lampdtilassa
tyhjidssd 280 ml:n tilavuuteen. Kefalosporiini C-pitoisuus (ilmaistuna natrium-
suolan dihydrasttina) oli 10 910 /ug/ml. 280 ml asetonia lisdttiin, sakka suoda-
tettiin pois, pestiin 40 ml:1la 1:1 asetonin ja veden seosta, ja heitettiin pois.
Pesunesteet yhdistettiin suodatettuun liuokseen. pH-arvo nostettiin 8,8 z 0,2:teen
lisdamallé 30 %:sta natriumhydroksidia ja 7,2 g tolueeni-p-sulfonyylikloridia
liuotettuna 50 ml asetonia lisittiin 3 tunnin aikana, jolloin pH-arvo pidettiin
8,5 ja 9:n vAlilla 1isi&mAlla hammentiden 30 %:sta netriumhydroksidia. Himmentamista
jatkettiin yh& tunnin ajan, jona aikana pH pidettiin samassa arvossa lis&afmialla
30 %:sta natriumhydroksidia. pH-arvo alennettiin timin jilkeen 7,0:san 1lis#imilli
konsentroitua suolshappoa Jja asetoni haihdutettiin tyhjidssi 30%C:n lémpdtilassa.
100 ml:aa MIBK:ta lisdttiin ja pH-arvo alennettiin 2,0:aan lisdimilli sekoittaen
konsentroitua suolahappoa.

Orgaaninen faasi separoitiin ja vesifaasia uutettiin 4 kertasa 50 ml:n
MIBK-annoksella. Orgaaniset uutteet yhdistettiin ja kuivattiin. Témip jilkeen

liuotussine haihdutettiin tyhjidssé ja Jjdljelle jdavd O61jy liuotettiin 80 ml:aan



n-butanolia, jonka jdlkeen n-butanoliin liuotettua natrium-2-etyyliheksanosattisa
lisattiin kunnes pH oli 6,5. Muodostunut sakks otettiin talteen ja kuivattiin
ja ndin saatiin 6,24 g (73 %) kefalosporiini C:n tolueeni-p-sulfonismidin natrium-

suolaa, jonka spektrofotometrinen tiitteri oli k45,2 3.

Esimerkki S

1 000 ml suodatettua kdymislient&d, jonka kefalosporiini C-pitoisuus
(ilmaistuna natrium-suolan dihydraattine) oli 3 300 /ug/ml, ja 1 000 ml asetonia
sekoitettiin yhteen, ja sakka suodatettiin pois. Seoksen pH sdéddettiin 8,8 : 0,2
ja pidettiin t#ssi arvosss 1is&&mdlld 30 %:sta natriumhydroksidin vesiliuosta
silld aikaa kun 7,2 g tolueeni-p-sulfonyylikloridis liuotettuna 50 ml:aan aseto-
pia lisdttiin kolmen tunnin aikana, jonka jdlkeen seosta hdmmenttiin vield tunnin
ajan. pH-arvo laskettiin tdmin jdlkeen T7,0:aan 1lisd&dmdlléd konsentroitua suola-
happoa ja asetoni haihdutettiin tyhjidss&. Liuosta uutettiin témén jélkeen pH
2:ssa yhdelld 200 ml annoksella ja neljdlld 100 ml annoksella MIBK:ta. Orgaaniset
uutteet pestiin neljédlld 50 ml annoksella haaleaa vettd, jonka jadlkeen pesuvedet
uutettiin 50 ml:1la MIBK:ta.

Yhdistetyt orgaaniset uutteet konsentroitiin tyhjidssé 100 ml:aan ja
3,5 ml:aa kinoliinia lisdttiin. Kun seos oli seissyt yli yOn alhaisessa lampdti-
lassa suodatettiin muodostunut sakka talteen, pestiin eetterilld ja kuivattiin,
jolloin saatiin 3,8 g kefalosporiini C:n tolueeni-p-sulfoniamidin kinoliini-suolaa,

jonka spektrofotometrinen tiitteri oli 68,5 %. Sasnti oli 53,5 %.

Esimerkki 6

Kefalosporiini C:td sisdltivid kaymisliemi tehtiin happameksi, suodatettiin,
sekoitettiin tilsvuudeltaan samaan maddrddn ssetonia ja suodatettiin uudestaan.
3 000 ml suodatetusta nesteestd, jonka kefalosporiini C-pitoisuus (ilmaistuna
natriumsuolan dihydraattina) oli 1 750 /ug/ml, siddettiin pH-arvoon 9,0 lisd&milli
30 %:sta natriumhydroksidia hiammentien, jonka jilkeen 12,6 g tolueeni-p-sulfonyyli-
kloridia liuotettuna 50 ml:aan asetonia lisdttiin 5 min. aikana jolloin pH-arvo
pidettiin 9:ssi. Liuosta sekoitettiin 90 min. ajan pH-arvossa 9.

pH-arvo alennettiin tdmin jélkeen T,0:san ja asetoni haihdutettiin tyh-
Jiossa BOOC:ssa. Kun liuosta oli uutettu pH-arvoon 2 yhdelld TOO ml annoksells
ja neljdlld 200 ml annoksella MIBK:ta, orgaaniset uutteet yhdistettiin ja pestiin
300 ml:1la vettd. Pesuvetti uutettiin 150 ml:1lla MIBK:ta, joka timin jilkeen
lisattiip muihin orgaanisiin uutteisiin. Yhdistetyt orgsaniset uutteet kuivat-

tiip vedettdmidlld natriumsulfaatilla, ja jaettiin tdmdn JAdlkeen kolmeen yhtd suu-

reen osaan, jotka kisiteltiin seurasvasti:
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Osa (A). Liuotusaine haihdutettiin tisti osasta ja jédnnds liuotettiin
50 ml:aan n-butanolia. 8 ml 1,84 molassrista natrium-2-etyyliheksanoaatir n-buta-
noliliuosta lisdttiin témin jdlkeen, jolloin loppu-pH oli 5,6, ja ndin saatiin
3,95 g kefalosporiini C:n tolueeni-p-sulfoniamidin natriumsuolas, jonka tiitteri
oli k3,2 4. Saanti oli 75 %.

Osa (B). Téhén osaan lisdttiin 6,6 ml ylli mainittua natrium-2-etyyliheksa-
noaattiliuosta loppu-pH:n ollessa 5,6. Hain saatu suspensio konsentroitiin témin
jélkeen tyhjidssa 35°C:ssa 100 ml:n tilavuuteen ja jadhdyttdmisen jdlkeen sakka
suodatettiin ja kuivattiin, jolloin ssatiin 3,85 g kefalosporiini C:n tolueeni-
p-sulfoniamidin natriumsuolaa, jonka tiitteri oli Uk,2 %. Saanti oli 75 %.

Osa (C). Téamén osan liuotussine haihdutettiin ja jéannds liuotettiin
40 ml:aan n-butanolia, jonka jilkeen 2,45 ml i-metyylimorfoliinia lisdttiin. Jal-
Jelle jdévi tervamainen aine separoitiin, murskattiin eetterissi ja kuivattiin
tyhjidssé, jolloin tervamainen aine separoitiin, murskattiin eetterissi ja kuivat-
tiin tyhjiéssd, jolloin saatiin 2,6 g tolueeni-p-sulfoniamidikefalosporiini C:n

N-metyylimorfoliinisuolasa, jonka tiitteri oli 55 %. Saanti oli 57,5 %.

Esimerkki 7

600 ml:aan pundistettua ja konsentroitua lienti, joka sisidlsi 15 490 /ug/ml
kefalosporiini C:td4 (ilmaistuna natriumsuolan dihydraattina) 1lisdttiin 500 ml
asetonia. Muodostuneen seoksen pH siiddettiin arvoon 8 lisi&mdlla 30 %:sta nat-
riumin vesiliuosta 10°C:n lémpdtilassa, jonka jilkeen 15 g tolueeni-p-sulfonyyli-
kloridia liuotettuna 100 ml:aan asetonis lisdttiin 3 tunnin aikana, jolloin
pH pidettiin arvossa 8 1is&&mdlld 30 %:sta natriumhydroksidia. 90 minuutin sekoit-
tamisen jdlkeen asetoni heihdutettiin ja liuosta uutettiin yhdelld 200 ml annok-
sellas ja kahdella 100 ml annoksella MIBK:ta. Yhdistetyt uutteet pestiin kahdesti
kyllédstetylld natriumkloridiliucksella, ja tdmén jélkeen liuotussasine haihdutet-
tiin. J&&nnds liuotettiin n-butanoliin ja kdsiteltiin 3 molasrisella natrium-2-
etyyliheksanoaatin n-butanoliliuoksella, jolloin loppu-pH oli 5,5.

N&in aiksansaatu sakka suodatettiin, pestiin eetterilld ja kuivattiin,
jolloin saatiin 9,5 g (saanti oli 78,5 %) kefalosporiini C:n tolueeni-p-sulfoniami-
din natriumsuolasa, jonka tiitteri oli 85,1 7.

Sulamispiste 149-153°C.

UV-absorptiotaipumispiste 262 nm:n kohdalla.

Infrapuna-sbsorptiomaeksimit 3440, 2960, 1765, 1655, 1610, 1528, 1398,

1230, 1158, 1090, 1025, 512 seki 658 om Y:n kohdilla.
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Ohutlevykromatografialla, jolloin liikkuvana faasina kiytettiin isopropano-
1li/metanoli/puskuri seosta suhteessa 125:25:6,5 pH-arvossa 5,8, saatiin 1aikki
kohdassa Rf 0,7, joka 0li eroitettavissa valkoisena léikkdnid lammOssd, kdytti-

mdlld yhdistettd I,/dall..
2

Esimerkki 3

1 000 ml 4 800 /ug/ml kefalosporiini C:t& sisdltdvdi vesiliuosta sekoitet-
tiin 1 000 ml:asn asetonia, pH-arvo sididdettiin 8,5-9 1isidmdlli 30 %:sta natrium-
hydroksidin vesiliuosta ja silld aikaa kun pH arvo pidettiin samassa lisdttiin
6,7 g p-isopropyylibentseenisulfonyylikloridia liuotettuna 50 ml:aan asetonia.
Seosta sekoitettiin yhd 90 minuuttis samassa pH:ssa, jonka jélkeen pH-arvo alen-
nettiin 7:48n Ja asetoni haihdutettiin tyhjidssi 30°C:n ldmpbtilassa. pH alennet-
tiin vield arvoon 2 js liuosta uutettiin yhdelld 400 ml annoksella ja kolmella
100 ml annoksella MIBK:ta. Yhdistetyt orgaaniset uutteet kuivattiin ja liuotus-
aineet haihdutettiin. Jé&nnds liuotettiin t&min jiAlkeen 80 ml:=zan n-butanolia
ja saatettiin pH-arvoon 6,5 lisd&md&lld 1,84 molaarista natrium-2-etyyliheksano-
aatin n-butanoliliuosta. Muodostunut sakka suodatettiin, pestiin eetterilld ja
kuivattiin, jolloin saatiin 6,4 g (75 %) kefalosporiini C:n p-isopropyylibentsee-
nisulfoniamidin natrium-suolaa, jonka tiitteri oli 75.9 %.

Infrapuna-sbsorptiomaksimit 3430, 3380, 3050, 2960, 1755, 1655, 1600,
1540, 1k00, 1230, 1160, 1090, 1030, 830,750, 690, 650 em Tin kohdilla.

Esimerkki 9

Kefalosporiini C:td sisiltivi kdymisliemi tehtiin happamaksi, suodatettiin,
sekoitettiin tilavuudeltaan samaan midrddn asetonis ja suodatettiin vield kerran.
1 350 ml suodatettua liuosta, joka sisdlsi 1 730 /ug/ml kefalosporiini C:n natrium-
suolaa (ilmaistuns natriumsuolan dihydrsaattina) sididettiin témin jdlkeen pH-arvoon
8,8 ¥ 0,2 lisaémilla 20 %:sta natriumhydroksidis. Tamdn jalkeen lisittiin 6,5 g
p-isopropyylibentseenisulfonyylikloridia liuotettuna 50 ml:aan asetonia
hammentden 5 min aikana. Sekoittamista jatkettiin 1 h semassa pH-arvossa, jonka
jélkeen asetoni haihdutettiin tyhjidssia ja Jjddnndstd uutettiin pH-srvossa 2
yhdelld 150 ml snnoksella sekd sen jidlkeen viidelld 75 ml annoksella MIBK:ta.
Orgaaniset uutteet yhdistettiin, kuivattiin vedettdmidllé natriumsulfaatilla ja
haihdutettiin tyhjidssi. Jdljelle Jj&&vad 01Jy liuotettiin ti&mén jilkeen 50 ml:aan
n-butanolia ja 1,54 molaarists natrium-2-etyyliheksanosatin n-butanoliliuosta
lisattiin pH-arvoon 6,5. Kun seos oli saasnut seistd yli yon alhsisessa lampoti-

lassa suodatettiin muodostunut sakka, pestiin eetterilli ja kuivattiin tyhjidssa,
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joten saatiin 6,4 g (81 %:in saanti) kefalosporiini C:n p-isopropyylibentseeni-

sulfonismidin natriumsuolaa, jonka tiitteri oli k40,5 7.

Esimerkki 10

Kun k8ymisliemi oli saatettu happamaksi ja suodatettu sekoitettiin 335 ml
suodatettua lientd 670 ml:asn ssetoria js suodatettiin uudelleen. Liuokseen, joksa
sisdlsi 1g kefalosporiini C:n natriumsuolaa (dihydraattina) liséttiin sekoittaen
5 min aikana 3,85 g 2-naftaleenisulfonyylikloridia liuotettuna 50 ml:san asetonia,
jolloin pH pidettiin arvossa 9 lisddmilli 30 %:sta natriuwmhydroksidin vesiliuosta.
Sekoittamista Jjatkettiin vield 2 h ssmassa pH:ssa, jonka jdlkeen pH laskettiin
T,5:teen ja asetoni haihdutettiin tyhji®ssi. Ji&nnOksen pH-arvo alennettiin vield
2:teen ja j&&nnds uutettiin témin jilkeen yhdelld 200 ml annoksella js kolmella
100 ml snnoksella MIBK:ta. Orgaaniset uutteet yhdistettiin ja pestiin 100 ml:1lls
vettd ja vesipesunesteitd uutettiin 50 ml:1lla MIBK:ta. Kaikki yhdistetyt orgaa-
niset uutteet kuivattiin ja liuotusaine haihdutettiin tyhjitssi. Oljyinen j&annds
liuvotettiin 40 ml:asn n-butanolia ja 6 ml 2 molessrista nstrium-2-etyyliheksano-
astin n-butanoliliuosta lisdttiin, jolloin loppu-pH oll 5,5. Seos sal seistd
alhaisessa lampdtilassa yli ydn, jolloin sakka muodostui, joka suodatettiin,
pestiin eetterilld ja kuivattiin, ja néin ssatiin L,1 g kefalosporiini C:n 2-nafta-
leenibentseenisulfoniamidia.

Infrapuna-absorptiomaksimit 3450, 3060, 2925, 1770, 1730, 1660, 1530,
1385, 1230, 1160, 1075, 1035, 820, 750, 660 cmfl:n kohdilla.

Esimerkki 11
3,07 g kefalosporiini C:n tolueeni-p-sulfoniamidin natriumsuolaa, jonka
tiitteri oii 83,8 %, suspensoitiin 30 ml:aan metyleenikloridia. 1,4 ml trietyyli-
amiinia ja 1,9 ml ¥,N-dimetyylianiliinia lisdttiin témin jdlkeen, jonka jilkeen
lisittiin himmentiden 2,4 ml dimetyyliklorisilaanis 5 min. aikana. Sekoittamista
Jatkettiin 1h ajan 28°C:np lampdtilassa. Liuos jadhdytettiin té&mdn jilkeen

60°c:n lampdtilasn, jonka Jjalkeen 3,13 g PCl5 liuotettuna 30 ml:aan metyleeniklo-
/

‘ridia hitassti lisittiin, jota seurasi 2,5 ml H,N-dimetyylianiliinia. Kshden tun-

nin sekoittamisen jilkeen -40°C:n 1lampttilassa alennettiin lampdtila uudelleen
-60°C:hen ja 0,34 g N,i-dimetyylianiliinis liuotettuna 9 ml:ssn metanolia lisdt-
tiin. Kahden tunnin sekoittamisen jilkeen -40°C:n limpétilassa lisdttiir 10 ml
vettd 90°C:n lémpdtilassa ja sekoittamista jatkettiin 5 minuuttia 4%C:ssa.
Vesifaasi otettiin tamdn jidlkeen talteen ja orgaaninen fassi uutettiin 10 ml:1la

lauhaa vettd. Yhdistetyt vesifsasit pestiin 10 ml:lla metyleenikloridia ja pH
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sdidettiin arvoon 3,6 - 3,7 1isd4md1l4 sekoittaen konsentroitua ammoniskin vesi-
liuosta. Kun seos 0li saanut seistd yli yon alhaisessa liémpdtilassa muodostunut
sakka suodatettiin, pestiin metyleenikloridilla, vedelld, asetonills ja eetterilli,
ja ndin saatiin 0,80 g (65 %) 7-aminokefalosporaanihappoa, jonka spektrofotometri-

nen tiitteri oli 94,k %.

Esimerkki 12
Noudattamalla esimerkin 11 mukaista menetelm2d muilta osin paitsi ettd siing
kdytetyn kefalosporiini C:n tolueeni-p-sulfoniamidin natriumsuolan tiitteri nyt

oli 33,8 %, saatiin T-ACA:aa jonka tiitteri oli 90,7 % saannin ollessa 55,1 3.

Esimerkki 13
Noudattamalla esimerkin 1l mukaista menetelmii saatiin 94,1 % tiitterid
olevaa T-ACA:aa saannin ollessa 68 %, kdyttdmilld T6 %:n tiitterid olevaa

kefalosporiini C:n p-isopropyylibentseenisulfoniamidin natriumsuolaa.

Esimerkki 14
Noudattamalla esimerkin 11 mukaista menetelmii saatiin 91,4 %:n tiitterii
olevaa T-ACA:aa saannin ollessa 41,4 %, kdyttdmdlla 43,8 %:n tiitterii olevaa

kefalosporiini C:n p-isopropyylibentseenisulfoniamidin natriumsuolaa.
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Patenttivaatimukset.

1. Menetelmi kefalosporiini C:n eristémiseksi vesipitoisista vdliaineista,
tunnettu siiti, ettd viliaine kdsitelléddn kaavan R*SOQCl mukeisella sul-
fonyylikloridilla, jossa R on substituoitu tai ei-substituoitu 4-10 hiilistominen
alkyyliryhmé, tali substituoitu tal ei-substituoitu aryyliryhmi, kefalosporiini C:n
muuttamiseksi vastaavaksi sulfoniemidiksi js ettd sulfoniamidi uutetasn pddssial-
lisesti veteen sekoittasmattomalla liuotusaineella.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukasinen menetelmi, t unn e t t u siiti,
ettd vesipitoinen vdliaine on kefalosporiini C:ti sisdltivd kdymisliemi.

3. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelmd, t unne t t u
siitd, ettd R on substituoitu aryyliryhmi, jolloin R-ryhmin substituentit muodos-
tuvat yhdestd tail useasta radikaalista, jotka on valittu l-6:en hiiliatomisten
alkyyliryhmien, 1l-6:en hiiliatomisten alkoksiryhmien, halogeenistomien ja nitro-
ryhmien muodostamasta joukosta.

4, Jonkin tai joiderkin edellisten patenttiveatimusten mukainen menetelmi,
tunnettu 8iitid, etti sulfonyylikloridi on tolueeni-p-sulfonyylikloridi.

5. Jonkin tai joidenkin patenttivaastimusten muksinen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd sulfonyylikloridi on p-isopropyylibentseenisulfonyyli-
kloridi.

6. Jonkin tai Joidenkin patenttivastimusten 1-3 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, etti sulfonyylikloridi mn/9-naftaleenisulfonyylikloridi.

7. Jonkin tai joidenkin edellisten patenttivaatimusten mukainen menetelmi,
tunnettu siiti, ettd molaarinen suhde sulfonyylikloridi/kefalosporiini C
vesipitoisessa vdliaineessa on suurempi kuin 1, edullisesti 3-10:n v&Alilla.

8. Jonkin tal joldenkin edellisten patenttivaatimusten mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, etti sulfonyylikloridin ja kefalosporiini C:n vilisen
reaktion lampdtila pidetéén O~MO°C:n, edullisesti 10-20°C:n valilla.

9. Jonkin tai joidenkin edellisten patenttivaatimusten mukainen menetelmi,
tunnettu siiti, ettd veteen sekoittumattomana liuotusaineena kidytetdén
liuotusainetta, joka muodostuu etyyliasetaatista, n-butanolista tai metyyli-
isobutyyliketonista.

10. Jonkin tai joldenkin edellisten patenttivaatimusten mukainen menetelmi,
tunnettu siiti, etti resktiovialiaineen pH-arvoa pidetddn yli 7 edullises-
ti alueella 7,5-9,5 kidyttémdllid puskuriainetta.

11. Jonkin tai joidenkin edellisten patenttivastimusten mukainen menetelmi,
tunnettu siiti, etti kefalosporiini C:n sulfoniamidin uuttaminen suorite-

tsan pH-arvossa joks on alle 7, edullisesti pH-arvossa 1-k.
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PATENTKRAV

1. Forfarande f£6r utvinning av cefalosporin C ur ett vatteh¥
.haltigt medium, k & nnetec k'n.a t av att mediet behandlas
med en sulfonylklorid med formeln R—SOZCl,bi'vilken R dr en sub-
stituerad eller osubstituerad alkylgrupp med 4-10 kolatomer, eller
en substituerad eller osubstituerad arylgrupp, for att omvandla
cefalosporin C till motsvarande sulfonamid och sulfonamiden extra-
heras med ett huvudsakligen vattenoblandbart lésningsmedei.'

2. Férfarande enligt krav 1, kX da nne tecknat av att
det vattenhaltiga mediet &r en jédsningsbuljong innehdllande cefalo-
sporin C.

_ 3. F6rfarande enligt ndgot av fOregdende krav, k & n n e-

t ecknat av att R dr en substituerad arylgrupp, varvid sub-
stituenterna pd& gruppen R dr en eller flera radikaler valda bland
alkylgrupper med 1-6 kolatomer, alkoxigrupper med 1-6 kolatomer,
halogenatomer och nitrogrupper.

4. Fd6rfarande enligt ett eller flera av fdregiende krav,
kdnnetecknat av att sulfonylkloriden dr toluen-p-
-sulfonylklorid. ‘

5. Forfarande enligt ett eller flera av kraven 1-3, k & n n e~
tecknat av att sulfonylkloriden dr p-isopropylbensensulfonyl-
klorid.

6. Forfarande enligt ett eller flera av kraven 1-3, k & n n e~
tecknat av att sulfonylkloriden &r B-naftalensulfonylklorid.

7. Férfarande.enligt ett eller flera av fdregdende krav,
kiannetecknat av att det molara férhdllandet sulfonyl-
klorid/cefalosporin C i det vattenhaltiga mediet dr hdcre &n 1, .
foretrddesvis inom omradet 3--10.

8. Forfarande enligt ett eller flera av fdregdende krav,
kdnnetecknat av att temperaturen vid reakticnen mellan
sulfonylklorid och cefalosporin C h&lls inom omrddet 0° - 40°c,
féretradesvis 10° - 20°cC.

9. Forfarande enligt ett eller flera av fdregaende krav,
kdnnetecknat av att som vattenoblandbart l&sningsmedel
anvédndes ett l1ldsningsmedel bestdende av etylacetat, n-butanol ellex
metylisobutylketon.

10. PSrfarande enligt ett eller flera av fdregdende krav, .
kd&nnetecknat av att pH i reakticnsmediet halls vid
ett vdrde Over 7 och fdretridesvis inom omrddet 7,5 - 9,5 medelst

ett buffertmedel.
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11. Forfarande enligt ett eller flera av fbregdende krav,
kadannetecknat av att extraktionen av sulfonamidén av
cefalosporin C genomfdres vid ett pH-vdrde under 7, fdretrddesvis

vid ett pH-vdrde av 1-4.




on eteen K ja P

»v
-

Merkitse hakemusjulkaisun (esim, saksal. Offenlegungsschrift) numeron eteen H ja

vastaavasti kuulutus- ja patenttijulkaisun nume

A./& Hﬂ.mn?SOQQ&

Viitejulkaisuja - Anforda publikationer

Julkisia auomalaisia patenttihakemuksia: - Offentliga finska patent-

ansdkningar:

Hakemus-, kuulutus- ja patenttijulkaisuja - AnsSkningspudblikationer,

utléggnings~ och patenskrifter:

Suomi ~ Finland

Iso-Britannia = Storbritannien

Norja ~ Norge

Ranska = Frankrike

Ruotsi « Sverige

Saksa - BRD - Tyskland H 2 03I ¥sYy . {.0S6. 5394 J154 673 221659

4.3320H4S (034 99/ 24)

Tanska « Danmark

USA

Muita Julkaisuja: - Andra publikationer:

Allekirjoitus




	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - CLAIMS
	Page 16 - CLAIMS
	Page 17 - CLAIMS
	Page 18 - SEARCH_REPORT

