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Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsméde til fremstilling
af 7-aminocephalosporansyre ved in situ fremstilling og udvinding af
et derivat af cephalosporin C og efterfglgende spaltning deraf.

Metoder til udvinding af cephalosporin C af et dyrkningsmedium er om-
handlet i beskrivelserne til U.S.A. patenter nr. 3.093.638 og 3.094.527,
hvor cephalosporin C adsorberes pé& en adsorbant i stedet for ekstrak-
tion ved hjzlp af et oplgsningsmiddel. Mens lavere alkyloxycarbonyl
eller aryloxycarbonyl- eller (lavere)alkylcarbamoyl- eller aryl-
carbomoyl-cephalosporin C derivater ikke er beskrevet som dannet

"in situ" i cephalosporin C dyrkningsmediet, eller som anvendelige

ved ekstraktion af cephalosporin C fra naringsmediet eller som anven-
delige som udgangsmaterialet til fremstilling af 7-ACA er nogle af
disse forbindelser beskrevet i patentlitteraturen (engelske patenter
nr. 1.014.883 og 1.064.495 samt U.S.A. patenterne 3.227.707 og
3.227.712 som antibiotika). Adskillige fremgangsméder til kemisk
spaltning af cephalosporin C eller visse af dets derivater er be-
skrevet i patentlitteraturen (U.S.A. patenter nr. 1.188.311, 3.234.223
og 3.124.576 samt engelsk patent nr. 1.041.985). Ingen af disse frem-
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gangsméder anvender N-(lavere)alkyloxycarbonyl- eller N~ (lavere)
alkyl- eller arylcarbamoylcephalosporin C og en silylester deraf som
udgangsmateriale.

7-aminocephalosporansyre (7-ACA), der har formlen:

PN
H2N 9
i —1N - CH,-0~C-CH, .
COZH

er et yderst verdifuldt mellemprodukt ved fremstillingen af et stort
antal semi-syntetiske cephalosporansyre-antibakterielle midler. Pa
grund af vanskelighederne ved en total syntese af 7-ACA i stor méle-
stok, fremstilles denne forbindelse i praksis ved kemisk nedbrydning
af naturligt forekommende cephalosporansyre, d.v.s. cephalosporin C,
" der fremstilles ved garing. Det meste 7-ACA fremstilles af cephalo-
sporin C (U.S.A. patent nr. 3.093.638) der har formlen:

H OH S
1 " 1
2N—?—(¢H2)3 -C-N .
CO,H "
CH.,-0-C—-CH
/ N 2 3
0 A
CO,H

Fremstillingen af 7-ACA ved de metoder, som idag er tilgengelige,

er fyldt med vanskeligheder lige fra garingen til den kemiske spalt-
ning af cephalosporin C. Lave udbytter af 7-ACA har gjort det vanskeligt
for cephalosporansyrer at indtage den disse tilkommende plads indenfor
den antibiotiske terapi. Af denne grund betegner fremgangsméden ifglge
den foreliggende opfindelse en vaesentlig forbedring i forhold til

teknikkens standpunkt.

Cephalosporin C er karakteriseret ved en aminosyrefunktion i side-
kaden. Aminosyren eksisterer i form af en zwitterion i vandig oplgs-

ning, og som sadan er den meget vandoplgselig. P& grund af dens sterkt
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ioniske karakter er den yderst vanskelig at udvinde ved ekstraktion
med oplgsningsmiddel fra dyrkningsmediet. Udvindingsmetoden, som idag
anvendes, omfatter adsorption af det r& cephalosporin C fra dyrknings-
mediet p& en passende adsorbant, fx. trakul, en ionbytterharpiks

eller tilsvarende efterfulgt af eluering, koncentrering og udfaldning
ved det isoelektriske punkt eller ved saltdannelse (U.S.A. patent nr.
3.094.527). Den lave effektivitetsgrad i forbindelse med komplexiteten
for hvert trin ved denne fremgangsmdde ggr det alt i alt meget vanske-

ligt at fremstille 7-ACA.

Det meste 7-ACA fremstilles ved partiel nedbrydning af cephalosporin
C eller dets derivater ved kemiske midler (U.S.A. patenter nr.
3.124.576, 3.188.311 og 3.234.223).

Igen galder det, at disse metoder giver praktiske udbytter, som er
ugnskeligt lave. Endvidere m& disse metoder uundgédeligt som udgangs-
materiale anvende en renset form af cephalosporin C, som er vanskelig

at opna.

Ved fremgangsmdden ifglge den foreliggende opfindelse til fremstilling
af 7-ACA gir man via et derivat af cephalosporin C, som ikke behgver
at foreligge i en renset form, og der opnds uventet hgje udbytter

af 7-ACA.

Fremgangsmdden ifglge den foreliggende opfindelse er ejendommelig ved
det i krav 1l's kendetegnende del anfgrte og den omfatter i almindelig-
hed fglgende trin, hvor de fortrinsvise angivelser omhandler fore-
trukne udfgrelsesformer af opfindelsen, der giver sarligt hgje ud-

bytter af 7-ACA:

(A) Tilsetning af et acyleringsmiddel, i form af et isocyanat med

formlen:
R-N=C=0
eller et halogenformiat med formlen:

o
"
X=-C=-0-R
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hvor R betegner alkyl med 1-10 carbonatomer, fortrinsvis ethyl, n-
propyl, isopropyl, n-butyl eller isobutyl eller en gruppe med formlen:

- (CH,)

hvor n er et helt tal fra 1-6, nar B i nedenstiende formel III er -OR,
og fra 0-6, ndr B betegner -NHR, 09 R2 og R3 er ens eller forskellige
og hver betegner H, Cl, Br, F, NOZ' alkyl indeholdende 1-10 carbon-
atomer eller alkoxy indeholdende 1-10 carbonatomer, fortrinsvis hydro-
gen, og X betegner chlor, brom eller iod, til et syreinkuberet dyrk-
ningssubstrat, fortrinsvis pa forhand filtreret, indeholdende cephalo-
sporin C, i et forhold p& mindst 2 mol acyleringsmiddel pr. mol cepha-
losporin C, men fortrinsvis i et forhold fra 2-10 mol acyleringsmiddel
pr. mol cephalosporin C, og sarlig foretrukket 5-8 mol acyleringsmiddel
pr. mol cephalosporin C, ved en pH-vardi over 7, fortrinsvis ca. 8,
ved en temperatur under 4OOC, fortrinsvis fra -5 til ZOOC til dannelse

af et derivat af cephalosporin C med den almene formel:

H O H S
L] LI |
MOZC-?—(CH2)3-C—N,____
NH 0
1 n
?=O éﬁ———-N //// CH2—O—C—CH3 IIT
B 0
C02M

hvori M betegner hydrogen eller en metal- eller aminkation, og B
betegner en gruppe med formlen -NHR eller -OR, idet R har den ovenfor

anfgrte betydning,

(B) udvinding af derivatet af cephalosporin C med formel III, fortrins-
vis ved ekstraktion ved anvendelse af et med vand ikke blandbart
organisk oplgsningsmiddel, s&som methylisobutylketon, butanol, ethyl-
acetat eller lignende, fortrinsvis methylisobutylketon, nér B betegner
-OR og n-butanol, ndr B betegner -NHR ved en pH verdi fra 1-3, for-

trinsvis ca. 2,

(C) blanding af forbindelsen med formlen III med en silylforbindelse
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5
med formlen:
R4 5
~ 7
Si
NH/, NH
4 4
: \li Ji/R4 v
R4/ NN \R m
H
eller
TS
R6——--S‘i——-x v
R7

hvor R5, R6 og R7 betegner hydrogen, halogen, (lavere)alkyl, halogen-

(lavere)alkyl eller phenyl, idet mindst &n af grupperne RS, R® og R’
er forskellige fra halogen og hydrogen, R4 betegner (lavere)alkyl, m
er 1 eller 2 og X betegner halogen eller gruppen:

8

-N /R
\R9
hvor R8 betegner hydrogen eller (lavere)alkyl, og R9 betegner hydrogen,
(lavere)alkyl eller gruppen:

fortrinsvis dimethyldichlorsilan eller trimethylchlorsilan, under vand-
frie betingelser i narvarelse af en syredeaktiverende tertiar amin,

der kan vare triethylamin, dimethylanilin, quinolin, lutidin eller
pyridin, i et inert oplgsningsmiddel, der kan vare methylenchlorid,
dichlorethan, chloroform, tetrachlorethan, nitromethan eller diethyl-
ether til frembringelse af den tilsvarende silylester af forbindelsen III,

(D) blanding af silylesteren med et halogeneringsmiddel, der fortrinsvis
er phosphorpentachlorid, phosphorpentabromid, phosphortrichlorid,
phosphortribromid, oxalylchlorid, p-toluensulfonylhalogenid, phosphor-
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oxychlorid, phosgen eller lignende i et molart forhold p& mindst

&t mol halogeneringsmiddel pr. mol silylester, fortrinsvis ca. 2

mol, under vandfrie betingelser i et inert oplgsningsmiddel, sésom
mawmmem,ﬁmmem,mMmmm,mUmMMmanﬁm—
methan, diethylether eller lignende i narvaerelse af en syre-deakti-
verende tertizr amin, i form af triethylamin, diethylanilin, quinolin,
lutidin, pyridin eller lignende ved temperaturer under 0°c, fortrinsvis
i intervallet fra-40°C til -60°C, til frembringelse i oplgsning af

det tilsvarende imino-halogenid,

(E) blanding af navnte opldsning af imino-halogenid med en alkohol,

fortrinsvis i form af aliphatiske alkoholer, indeholdende 1-12 carbon-
atomer eller phenylalkylalkoholer, indeholdende 1-7 carbonatomer, ved
en temperatur under 0°c, fortrinsvis -40° til -70°C til frembringelse

i oplgsning af den tilsvarende iminoether, samt

(F) blanding af navnte oplgsning af imino-ether under sure betin-
gelser med vand eller en alkohol, isar en aliphatisk alkohol eller en

blanding af begge til frembringelse af 7-aminocephalosporansyre.

Fremgangsmaden ifglge opfindelsen giver uventet hgje udbytter, sédvel
under laboratoriebetingelser som i kommerciel mélestok. Udbytterne,
der kan vaere af stgrrelsesordenen 50-70% tilskrives anvendelsen af
silylestere pa& carboxylgrupperne for forbindelserne med formlen IITI.
Silylestrene kan fremstilles og hydrolyseres til syren igen uden tab
af produkt, is@r dersom omsatningen foregdr ved temperaturer under -20°¢c,
fortrinsvis -40° til -70°C under dannelse af iminoetheren. Desuden
gg¢r anvendelsen af silylestere 1 stedet for de estere, som anvendtes

i de ovenfor anfgrte patentskrifter, fremgangsmdden simplere, eftersom
silylesteren hydrolyserer ¢jeblikkeligt under spaltning af imino-
gruppens dobbeltbinding, og man undgér det separate trin med at spalte

4-carboxylsyreestrene ved de kendte metoder.

Dannelsen af silylesteren sker ved at omsatte en silylforbindelse
med formlen IV eller V under vandfrie betingelser i et inert organisk
oplgsningsmiddel med forbindelsen med formlen III eller et salt deraf

i narverelse af en syredeaktiverende tertiar amin.

Inerte oplgsningsmidler, der kan anvendes, omfatter bl.a. methylen-
chlorid, dichlormethan, chloroform, tetrachlormethan, nitromethan,




benzen og diethylether.

Salte af forbindelse III, der kan anvendes, omfatter blandt andre
alkalimetal- og jordalkalimetalsalte, sé&som kalium} natrium, calcium,
aluminium o.s.v. Ligeledes kan der anvendes ammonium~ og aminsalte,
fortrinsvis af tertizre aminer, s&som triethylamin, dibenzylamin,
trimethylamin, N-methylmorpholin, pyridin, N-benzyl-B-phenethylamin,
l-ephenamin, N,N'-dibenzylethylen-diamin, dehydroabiethylamin, samt N-
(lavere) alkyl-piperidiner, s&som N-ethylpiperidin. Tertizre aminsalte

foretrakkes.

Syredeaktiverende tertizre aminer, der kan anvendes, omfatter blandt
andet, triethylamin, dimethylanilin, quinolin, lutidin og pyridin.
Mazngden af syredeaktiverende amin, som anvendes, er fortrinsvis en
mengde, der er akvivalent med ca. 75% af den totale syre udviklet
under processen af halogeneringsmidlet og halogensilanforbindelsen,

der reagerer med forbindelse III.

Silylforbindelser med formlerne IV og V, som kan anvendes, er: tri-
methylchlorsilan, hexamethyldisilan, triethylchlorsilan, methyltri-
chlorsilan, dimethyldichlorsilan, triethylbromsilan, tri-n-propyl-
chlorsilan, brommethyldimethylchlorsilan, tri-n-butylchlorsilan,
methyldiethylchlorsilan, dimethylethylchlorsilan, phenyldimethyl-
bromsilan, benzylmethylethylchlorsilan, phenylethylmethylchlorsilan,
triphenylchlorsilan,triphenylfluorsilan, tri-o-tolylchlorsilan, tri-
p-dimethylaminophenylchlorsilan, N-ethyltriethylsilylamin, hexaethyl-
disilazan, triphenylsilylamin, tri-n-propylsilylamin, tetraethyldi-
methyldisilazan, tetramethyldiethyldisilazan, tetramethyldiphenyl-
disilazan, hexaphenyldisilazan og hexa-p-tolyldisilazan. Den samme
virkning opnéds ved hexa-alkylcyclotrisilazaner eller octa-alkylcyclo-
tetrasilazaner. Andre egnede silyleringsmidler er silylamider og
silylureider, sdsom trialkylsilylacetamid og bis-trialkylsilylacetamid.

Iminoforbindelsen er fortrinsvis et iminochlorid eller -bromid,

der kan fremstilles ved at omsatte silylesteren af forbindelser III
med et halogeneringsmiddel, sd&som phosphorpentachlorid, phosphor-
pentabromid, phosphortrichlorid, phosphortribromid, oxalylchlorid, p-
toluensulfonsyrehalogenid, phosphoroxychlorid eller phosgen under vand-
frie betingelser i nervarelse af syrebindende midler ved temperaturer,

fortrinsvis under OOC! s&som -40° ti1 -60°C.
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Et meget vigtigt trin for opndelsen af h¢je udbytter ved fremgangs-
maden ifglge opfindelsen er dannelsen af iminoetheren ved omsatning
af iminohalogenidet under vandfrie betingelser med en primar eller
sekundar alkohol ved temperaturer mellem -20°C og -70°C, fortrinsvis
ca. -40°C til -70%c. Temperaturer pa over -40° fgrer til en vaesentlig

formindskelse af udbyttet.

Alkoholer, som kan anvendes til fremstilling af iminoetherne ud fra
iminohalogeniderne omfatter primare og sekundere alkoholer med den
almene formel RlOOH, hvor Rlo betegner (A) alkyl, indeholdende 1-10
carbonatomer, fortrinsvis 1-3 carbonatomer, sdsom ethanol, ethanol,
propanol, isopropanol, n-butanol, amylalkohol og decanol, (B) phenyl-
alkyl med 1-7 alkylcarbonatomer, s&som benzylalkohol og 2-phenyl-
ethanol-1l, (C) cycloalkyl, sédsom cyclohexylalkohol, (D) hydroxyalkyl
med 2-12 carbonatomer, fortrinsvis mindst 3 carbonatomer, sasom 1,6-
hexandiol, (E) alkoxyalkyl, indeholdende 3-12 carbonatomer, sésom
2-methoxyethanol, 2-isopropoxyethanol, 2-butoxyethanol, (F) aryl-
oxyalkyl med 3-7 carbonatomer i den aliphatiske kade, sdsom 2-p-
chlorphenoxyethanol, (G) aralkoxyalkyl med 3-7 carbonatomer i den
aliphatiske kade, sésom 2—(p—methoxybenzoyloxy)—ethanol, (H) hydroxy-
alkoxyalkyl med 4-7 carbonatomer, sisom diglycol. Ogsé& blandinger af

disse alkoholer er egnede til fremstilling af iminoetherne.

Efter dannelse af iminoetheren ud fra iminohalogenidet skal imino-
bindingen spaltes til frembringelse af 7-ACA. Dette opnds ved mild
hydrolyse eller alkoholyse. Dersom mengden af syredeaktiverende
teitiare amin, som er til stede under processen, er en maengde, som

er mindre end den syre, der frembringes ved silyleringen og halogene—
ringen vil spaltningen sandsynligvis ske samtidig med afslutningen

af dannelsen af iminoetheren. Dersom mangden af syredeaktiverende amin
imidlertid er mere end den frembragte syre, vil spaltningstrinet

krave omhyggelig tilsetning af en mengde H+ for at bevirke spaltningen.

7-ACA udvindes fra reaktionsblandingen ved at indstille blandingernes
pH-vardi til eller i narheden af det isoelektriske punkt for 7-ACA,
hvorefter 7-ACA udkrystalliseres og opsamles ved filtrering.

For at opna st¢fst mulige udbytter af 7-ACA, foretrzkkes det at an-
vende hgje koncentrationer af reaktanterne. Til fremstilling af silyl-

estrene suspenderes.fx. 20% til 30%, fortrinsvis 25 vagtprocent af
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forbindelse III i et inert organisk oplgsningsmiddel og en base for at
opnd de bedste resultater. Silanen anvendes fortrinsvis i overskud,

d.v.s. 10% til 60% over de teoretiske mangder.

Et molekyle cephalosporin C derivat III har to reaktionsdygtige
carboxylsyregrupper, som er i stand til at danne silylestere. For
silyleringsreaktionens vedkommende er 1 mol III derfor lig to vagt-

zkvivalenter.

Nar forbindelse III behandles med dichlordimethylsilan, bliver derfor
1 molekyle forbindelse III (to vagtzkvivalenter) behandlet med mindst
1 molekyle (2 vagtazkvivalenter) dichlordimethylsilan. Tilsvarende

ndr forbindelse III behandles med chlortrimethylsilan bliver 1 mole-
kyle III (2 vagtekvivalenter) behandlet med mindst to molekyler

(2 vagtakvivalenter) chlortrimethylsilan.

Dette muligggr, at der kan anvendes oplgsningsmidler, som ikke er
fuldstendig tgrre, fordi spor af vand fjernes derfra ved omsatning
med overskud af silyleringsmidlet. Naturligvis afhanger den mangde
silanforbindelse, som kraves, af om den ene eller begge carboxylsyre-
grupper i forbindelse III er tilgangelige for silylesterdannelse.

Reaktionsskemaet er belyst nedenfor:
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Eksempel 1
Fremstilling af natrium N-carbisobutoxycephalosporin C

H 0 H S
14 1"
HO,C- 9 - (CHy) 5 = C - N —
NH ‘ g
' N CH, - 0~ C - CH
- . 2 3
' 0 04444 ///
0
! CO0.,Na
CH, 2
L é

CH
CHS/// \\\CHS

Totusindenihundrede liter dyrkningssubstrat, indeholdende cephalo-
sporin C blandedes med 108 kg filtreringshjalpemiddel og 300 ml sili-

coneantiskumstof og filtreredes dernast ved en pH-vardi 6,9 ved 10°c.

Til det filtrerede medium sattes tilstrazkkeligt oxalsyre til at opnd
en pH-vardi p8 3,1. Efter denne tilsatning indstilledes pH~vardien
til 2 med tilsatning af 30% svovlsyre. Der tilsattes 54 kg frisk
filtreringshjalpemiddel, og blandingen filtreredes. Det sdledes op-
niede filtrat ekstraheredes med % volumen methylisobutylketon (MIBK)
ved en pH-vardi 2 og fraskiltes dernast. MIBK-fasen kastedes bort.

En fjerdedel volumen acetone tilsattes det ekstraherede medium og
pH-vardien indstilledes til 7,85 med en oplgsning af natriumhydroxid.

2 kg isobutylchlorformiat pr. 1000 liter filtreret medium tilsattes
langsomt under omrgring (et molart forhold pd 5,9 mol isobutylchlor-
formiat pr. mol cephalosporin C). pH-verdien holdtes konstant ved

7,8 - 8,0 ved tilsatning af 15% natriumhydroxid, og temperaturen
holdtes i intervallet 0 - 10°C under tilsatningen. Omrgring fortsattes,
indtil pH-vardien blev konstant uden tilsatning af yderligere natrium-

hydroxid, i et tidsrum pa ca. 2 timer.

pH-vardien indstilledes til 2 ved tilsatning af 13% svovlsyre, og
det acylerede medium ekstraheredes med % volumen MIBK. MIBK-fasen
vaskedes med vand og koncentreredes dernast til ca. 1/3 af det oprin-
delige volumen ved 36°C i vakuum. Vandindholdet af koncentratet var
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13
0,2% (Karl Fishers metode) .

Koncentratet afkgledes, og en oplgsning af natriummethylhexanoat i

MIBK tilsattes til en pH-vardi 4,8. Natriumsaltet af en carbisobutoxy-
cephalosporin C udfaldedes og opsamledes ved filtrering. Bundfaldet
vaskedes med MIBK, opslzmmedes 1 petroleumether, filtreredes og tgrredes
i en vakuumovn ved 40°c tilIGOOC, hvorved der fremkom 7,2 kg produkt.
Undersggelse af det tilbageblevne medium viste tilstedevarelse af
mindre end 1% cephalosporin C aktivitet. Produktet, som opsamledes,
skgnnedes at vere 42% til 50% ren natrium n-carbisobutoxycephalosporin
C. Produktet var af tilstrakkelig renhed til den efterfglgende frem-

stilling af 7-aminocephalosporansyre.

Eksempel 2
Natrium N-carbisobutoxycephalosporin C (13,5 g) fra eksempel 1, 45 ml

methylenchlorid, 3,0 ml dimethylanilin og 3,67 ml triethylamin blandedes
sammen. 6,2 ml dichlordimethylsilan tilsattes under omrgring ved en
temperatur pé 28°C. Oplgsningen omrgrtes i 40 minutter. Dernast af-
kg¢ledes oplgsningen til ~-60°C og 12,0 g phosphorpentachlorid oplgst i
100 ml methylenchlorid tilsattes. Der tilsattes yderligere 11,0 ml
dimethylanilin, mens reaktionsblandingens temperatur holdtes under -40°c.
Temperaturen sankedes brat til -739C efter to timer, og en blanding af
60 ml methanol og 2,5 ml dimethylanilin afkglet til 789C tilsattes
langsomt. Temperaturen steg +il -459C. Blandingen omrgrtes og afkpledes
igen til —SOOC. Efter to timers forlgb tilsattes 55 ml vand, opvarmet
til +90°c. Temperaturen steg til +39C. Blandingen afkgledes pd isbad og
omrgrtes i fire minutter. 22 ml. ammoniakvand tilsattes i lgbet af

otte minutter til en pH-verdi 3,7. Blandingen omrgrtes adskillige

timer og filtreredes dernast. Bundfaldet opsamledes, vaskedes med 50 ml
methylenchlorid, dernast 40 ml vand, dernast 50 ml methanol og endelig
50 ml acetone. Det faste stof tgrredes, hvorved der fremkom 2,25 ¢

92,5% 7-ACA.

Eksempel 3
Fremstilling af natrium N-carbisobutoxycephalosporin C

Den i eksempel 1 beskrevne fremgangsm&de gentoges, idet der i stedet
for et molforhold p& 5,9:1 mellem isobutylchlorformiat og cephalo-
sporin C anvendtes et molart forhold p& 4,5:1, og der fremkom 10,4 kg

produkt. Undersggelse af det tilbageblevne dyrkningsmedium efter eks-
traktion viste tilstedeverelse af mindre end 14% cephalosporin C aktivitet.
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Eksempel 4

13,5 g natrium N-carbisobutoxycephalosporin C fremstillet som beskrevet
i eksempel 3, 50 ml methylenchlorid, 3 ml dimethylanilin og 3,67 ml
triethylamin blandedes sammen. 6,2 ml dichlordimethylesilan tilsattes
under omrgring ved en temperatur pa 25-29°¢. Oplgsningen omrgrtes i

30 minutter, afkgledes dernast til -60°C og 12,0 g PCl5 i 100 ml
methylenchlorid tilsattes. Temperaturen holdtes ved -40°C i to timer.
Oplgsningen afkgledes til-—730C, og en oplgsning af 60 ml methanol og
2,5 ml dimethylanilin afkglet til -78°C tilsattes. Temperaturen steg
til -46°C. Temperaturen holdtes i intervallet -45° til -50°C i to
timer. 55 ml vand opvarmet til 95°C tilsattes under omrgring. Tempera-
turen steg til +59C. Efter fire minutters omrgring (pH-verdi 0,2)
tilsattes 22 ml ammoniakvand i lgbet af 7 minutter til en pH-verdi 3,8.
Omrgring fortsatttes i adskillige dage under afkgling. Det udfaldede
7-ACA opsamledes ved filtrering, vaskedes med 50 ml methylenchlorid,

40 ml vand, 50 ml methanol og dernast 50 ml acetone. Det tgrrede, faste
stof vejede 2,3 g og var 95,4% 7-ACA.

Eksempel 5

Fremstilling af natrium N-carbethoxycephalosporin C

Den i eksempel 1 beskrevne fremgangsmdde gentoges med den undtagelse,
at der i stedet for et molart forhold p& 5,9:1 mellem isobutylchlor-
formiat og cephalosporin C anvendtes et molart forhold p& 7,0:1 af
ethylchlorformiat pr. mol cephalosporin C, hvorved der fremkom natrium

N-carbethoxycephalosporin C.

Eksempel 6
12,0 g natrium N-carbethoxycephalosporin C, fremstillet som i eksempel

5, 45 ml methylenchlorid, 3,47 ml triethylamin og 7,0 ml N,N-dimethyl-
anilin sattes til en 500 ml kolbe. Opslamningen omrgrtes, og 4,75 ml
dichlordimethylsilan tilsattes drébevist ved 25-28°C. Reaktionen holdtes
ved ca. 25°C i 45 minutter. Reaktionen kgledes brat til -60°C, og 10,8

g PC15(0,052 mol) i 100 ml methylenchlorid tilsattes med en sadan
hastighed, at temperaturen holdtes under —40°C. Herefter tilsattes 11,7
ml N,N-dimethylanilin, idet temperaturen holdtes ved -40°C. Reaktionen
holdtes ved —400C i to timer. Reaktionen afkgledes til —73OC og 60 ml
methanol indeholdende 2,36 ml N,N-dimethylanilin ved —78°C tilsattes

i en hurtig strgm til reaktionen. Temperaturen steg til -43OC, reaktionen
kgledes til —SOOC og holdtes ved —SOOC i to timer. 45 ml vand ved
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+65°C sattes til reaktionen, og reaktionen opvarmedes til +5°C og
omrgrtes i fire minutter. pH-verdien var ca.0. 10 ml koncentreret
ammoniakvand tilsattes drabevist i lgbet af ca. 6 minutter (pH-verdi

= 1,6). Temperaturen holdtes ved 0 til +5°C med et isbad. 5 g ammonium-
carbonat i 10 ml vand sattes til hydrolyseblandingen (pH-verdi = 3,0).
pH-vaerdien indstilledes dernest til 3,8 med 3,0 ml ammoniakvand.
Krystallisationsblandingen omrgrtes i1 to timer p& isbad og holdtes i

is i 16 timer. Krystallerne frafiltreredes, vaskedes med methylenchlorid,

20 ml vand, 50 ml methanol og acetone. Krystallerne tgrredes. 3,72 g
udbytte = 58,2%.

Eksempel 7
Fremstilling af N-(N'—butylcarbomoyl)cephalosporin C

I:i 0 H
" 1
HO,C - (': - (CHZ)3 - C-N
NH 0
L} n
N Cll, -0 -C - ClI
Cm=
Co= 0 0// 2 3
NH
1 COZNa
(CH,)
273

v

CH

3

Totusindenihundrede liter dyrkningssubstrat indeholdende cephalo-
sporin C blandedes med 108 kg filtreringshjalpemiddel og 300 ml sili-
coneantiskumstof og filtreredes dernast ved en pH-verdi 6,9 ved 10°%c.

Til den filtrerede medium sattes tilstrakkeligt oxalsyre til at opné
en pH-verdi 3,1. Efter denne tilsetning indstilledes pH-vardien til

2 ved tilsatning af 30% svovlsyre. Der tilsattes 54 kg frisk filtre-
ringshjalpemiddel og blandingen filtreredes. Det siledes opndede
filtrat ekstraheredes % volumen methylisobutylketon (MIBK) ved en pH-
verdi 2 og fraskiltes dernast. MIBK-fasen kastedes bort.

Et kvart volumen acetone sattes til det ekstraherede medium, og pH-
verdien indstilledes til 7,85 med en oplgsning af natriumhydroxid.
n-butylisocyanat (2 kg/1000 1 medium) tilsattes langsomt under om-
réring (et molart forhold pd ca. 6,1 mol n-butylisocyanat pr. mol
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cephalosporin C).

pH-vardien holdtes konstant ved 7,8 til 8,0 ved tilsatning af 15%
natriumhydroxid, og temperaturen holdtes i intervallet 0 til 10°¢
under tilsatning. Omrgring fortsattes, indtil pH-verdien forblev
konstant uden yderligere tilsatning af natriumhydroxid, i et tidsrum

pd ca. to timer.

pH-vardien indstilledes til 2 ved tilsatning af 30% svovlsyre, og
det acylerede medium ekstraheredes med 3/4 volumen n-butanol. Butanol-
fasen vaskedes med vand og koncentreredes dernast til ca. det halve af

udgangsvolumenet i 36°C i vakuum. Koncentratets vandindhold var

negliciabelt.

Koncentratet afkgledes, og en oplgsning af natriumethylhexanoat i n-
butanol tilsattes til en pH~vardi 4,8. Natriumsaltet af N,N'-butyl-
carbamoylcephalosporin C udfeldedes og opsamledes ved filtrering.
Bundfaldet vaskedes med butanol, opslammedes i petroleumether, vaskedes
med acetone, filtreredes og tgrredes i en vakuumovn ved 40 - GOOC til
frembringelse af produktet. Undersggelse af det tilbageblevne medium
viste tilstedevarelse af mindre end 15% cephalosporin C aktivitet.
Produktet var tilstrazkkeligt rent til efterfglgende fremstilling af 7-
ACA. Det optré&dte som di-syren.

Analyse beregnet for C21H30N4OQS-H20: C 47,36; H 6 06; N 10,54;
HZO 3,38.

Fundet
HZO 3,48.

c 47,85; H6,52; N 10,54,

Eksempel 8
13,4 g natrium N- (N'-butylcarbamoyl)cephalosporin C, fremstillet som

i eksempel 7, 45 ml methylenchlorid, 1,0 ml dimethylanilin og 3,67
triethylamin blandedes sammen, 5,0 ml dichlordimethylsilan tilsattes
under omrgring ved en temperatur pd 25 til 280C. Oplgsningen omrgrtes
i 30 minutter. Oplgsningen afk@gledes dernast til -60°C og 11,5 g
phosphorpentachlorid oplgst i 100 ml methylenchlorid tilsattes, mens
temperaturen for reaktionen holdtes under -40°C. Der tilsattes yderli-
gere 12,4 ml N,N-dimethylanilin i 10 ml methylenchlorid. Temperaturen
holdtes under -40°C i to timer, kgledes dernast brat til -73°C, 0g en
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blanding af 60 ml methanol og 2,5 ml dlmethylanilin kglet til -78%
tilsattes langsomt. Temperaturen steg til -47°c. Blandingen omrgrtes

og afkgledes igen til -50°C. Efter to timers forl¢b tilsattes 55 ml
vand, opvarmet til +95°C. Temperaturen steg til +45°C. Blandingen af-
kgpledes pd isbad og omrgrtes i fire minutter. pH-verdien var mindre end
0,1. 21,5 ml ammoniakvand tilsattes i lgbet af 8 minutter til en pH-
verdi 3,8. Blandingen omrgrtes adskillige timer og filtreredes dernast.
Bundfaldet opsamledes, vaskedes med 25 ml methylenchlorid, dernast 25 ml
vand, dernast 50 ml methanol og endelig med 50 ml acetone. Det faste
stof tgrredes, hvorved der fremkom 4,05 g 93,7% 7-ACA.

Eksempel 9
Fremstilling af natrium N—(N'-phenylcarbamoyl)-cephalosporin C

Fremgangsmé&den ifglge eksempel 7 gentoges, idet der i stedet for et
molaert forhold p& 6,1:1 mellem n-butylisocyanat og cephalosporin C
anvendtes et molart forhold p&d 7:1 mellem phenylisocyanat og cephalo-
sporin C. Der fremkom et produkt, som var tilfredsstillende for spalt-
ning til 7-ACA. Undersggelse af den tilbageblevne medium efter ekstrak-
tion viste tilstedevarelse af mindre end 15% cephalosporin C aktivitet.

Det blev undersg¢gt som di-syren.

Analyse beregnet for C23 26N4095 C 51, 68 H 4,90; N 10, 48. s 6,00.
Fundet : C 51,63; H 5,27; N 10,62; S 6,14.
Eksempel 10

13,9 g natrium N- (N'-phenylcarbamoyl)cephalosporln C, fremstillet som

i eksempel 9, 45 ml methylenchlorid, 1 ml dimethylanilin og 3,67 ml
triethylamin blandedes sammen. 5,5 ml dichlordimethylsilan tilsattes
vnder omrgring ved en temperatur pad 25 til 28°C. Opslamningen omrgrtes
i 75 minutter, afkgledes dernast til -60 Sc og 12,0 g PC15 i 100 ml
methylenchlorid tilsattes. Der tilsattes yderligere 11,8 ml dimethyl—
anilin i 10 ml methylenchlorid. Temperaturen holdtes ved -40 °c i to
timer. Oplgsningen afkgledes til -75 C, og der tilsattes en oplgsning
af 60 ml methanol og 2,5 ml dimethylanilin afkglet til -78°C. Tem-
peraturen steg til -52°C. Temperaturen holdtes i intervallet -45 °c til
-50°C i to timer. 50 ml vand opvarmet til 95 C tilsattes under omrgring.
Temperaturen steg til +5 Oc. Efter fire minutters omrgring (pH-vardi
0,0) tilsattes 22 ml ammoniakvand i lgbet af 8 minutter til en pH-
vaerdi 3,7. Opslazmningen omrgrtes i adskillige dage under afkgling.

Den udfzldede 7-ACA opsamledes ved filtrering, vaskedes med 50 ml
methylenchlorid, 40 ml vand, 50 ml methanol og dernast med 50 ml acetone.
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PATENTKRAV

1. Fremgangsmdde til fremstilling af 7-aminocephalosporansyre
ved in situ fremstilling og udvinding af et derivat af cephalosporin
C og efterfglgende spaltning heraf,.k endetegnet ved, at
man saztter et acyleringsmiddel i form af et isocyanat med formlen

R-N=C=20

eller et halogenformiat med formlen

0

X-C-0-R

hvor R betegner alkyl med 1-10 carbonatomer eller en gruppe med formlen

R2

- (CHZ)H

hvor n er et helt tal fra 1-6, ndr B i nedenstdende formel III er
-OR, og fra 0-6, nidr B er -NHR, og R2
og hver betegner H, Cl, Br, F, NOZ’ alkyl indeholdende 1-10 carbon-

og R3 er ens eller forskellige

atomer eller alkoxy indeholdende 1-10 carbonatomer, og X betegner
chlor, brom eller iod til et syreinkuberet dyrkningsmedium, indehol-
dende cephalosporin C i et forhold pid mindst to mol acyleringsmiddel
pr. mol cephalosporin C ved en pH-vaerdi over 7 ved en temperatur under
40°C til dannelse af et derivat af cephalosporin C med den almene
formel:
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H o H s
1] 1"
MO,C - C - (CHy)z -~ C = N— .
N P e N~ CH,-0-C-CHy
C=0
t
0M
B 2 111

hvori M betegner hydrogen eller en metal- eller aminkation, og B be-
tegner en gruppe med formlen -NHR eller -0R, idet R har

den ovenfor anfgrte betydning, at derivatet af cephalosporin C med
formlen (III) udvindes fra dyrkningsmediet og blandes med en silyl-
forbindelse med formlen

4 4
R R
\s
1
/
N NH
4 l l 4
R\Si Si/R
RN ~p*
N m
H
eller
25
1
RO - 55 - x
1
R7

hvor RS, R6 og R7 betegner hydrogen, halogen, (lavere)alkyl, halogen-
(lavere)alkyl eller phenyl, idet mindst én af grupperne RS, R6 og R’
er forskellige fra halogen og hydrogen, R4 betegner (lavere)alkyl,

mer 1 eller 2, og X betegner halogen eller

///”Rs
'N~\\\\R9

hvor R8 betegner hydrogen eller (lavere)alkyl, og R9 betegner hydrogen,
(lavere)alkyl eller gruppen

under vandfri betingelser i narvarelse af en syredeaktiverende tertier
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amin i et inert oplgsningsmiddel til frembringelse af den tilsvarende
silylester af forbindelse III, at silylesteren blandes med et halo-
generingsmiddel i et molert forhold pd mindst et mol halogenerings-
middel pr. mol silylester iet inert oplgsningsmiddel i narvarelse af
en syredeaktiverende tertizr amin ved en temperatur under 0°C til frem-
bringelse i oplgsning af det tilsvarende iminohalogenid, at oplgsnin-
gen af iminohalogenid blandes med en alkohol ved en temperatur under
0°C til frembringelse i oplgsning af den tilsvarende iminoether, samt
at oplgsningen af iminoether under sure betingelser blandes med vand
eller en alkohol eller en blanding af begge til frembringelse af 7-
aminocephalesporansyre.

2. Fremgangsmide ifglge krav 1, kende tegnet ved, at
acyleringsmidlet szttes til et pd forhadnd filtreret og syreinkuberet
dyrkningsmedium i et forhold pé& fra 2-10 mol pr. mol cephalosporin C
ved en pH-verdi fra 7-9 ved en temperatur fra 0-25°C, og at derivatet
udvindes ved ekstraktion med et med vand ikke blandbart organisk oplgs-
ningsmiddel ved en pH-vardi fra 1-3.

3. Fremgangsmide ifglge krav 2, kendetegnet ved,
at R? betegner H, molforholdet mellem acyleringsmiddel og cephalospo-
rin C er fra 5:1 til 8:1, temperaturen er fra 0% ti1 15°% og oplgs-
ningsmidlet er methylisobutylketon, ethylacetat, butanol, chloroform,
methylenchlorid eller dichlorethan.

4. Fremgangsmdde ifglge krav 2-3, k ende te gnet ved, at
R betegner ethyl, n-propyl, isopropyl, n-butyl eller isobutyl, R2 og
R3 betegner H, og at der anvendes ca. 6 mol acyleringsmiddel pr. mol
cephalosporin C ved en pH-verdi pd ca. 8 ved en temperatur fra 0 til
5°¢, og at udvindingen af forbindelsen med formlen III sker ved en
pH-verdi pd ca. 2 ved anvendelse af n-butanol, ndr acyleringsmidlet
er et isocyanat og af methylisobutylketon, ndr acyleringsmidlet er
et halogenformiat.

5. Fremgangsmidde ifglge et hvilket som helst af kravene 1-4,
kendetegnet ved, at acyleringsmidlet er et chlorformiat.

6. Fremgangsmdde ifglge et hvilket som helst af kravene 1-4,
kendetegnet ved, at acyleringsmidlet er isobutylchlorformiat.

7. Fremgangsmidde ifglge ethvert af de foregdende krav, k e n d e-
tegnet ved, at forholdet mellem azkvivalenter silyleringsmiddel
til forbindelse III er 1:1, at den syredeaktiverende tertizre amin i
hvert trin er triethylamin, trimethylamin, dimethylanilin, quinolin,
lutidin eller pyridin, at det inerte oplgsningsmiddel i hvert trin er

methylenchlorid, dichlorethan, chloroform, tetrachlorethan, nitromethan eller
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diethylether, at halogeneringsmidlet er phosphorpentachlorid, phosphor-
pentabromid, phosphortrichlorid, phosphortribromid, oxalylchlorid,
p—toluensulfonhalogenid, phosphoroxychlorid eller phosgen og foreligger
i et molert forhold pd 2-4 mol halogeneringsmiddel pr. mol silylester,
at halogeneringstemperaturen er fra -10° ti1 -60°C, at alkoholen i
iminoether fremstillingstrinnet er en aliphatisk alkohol med fra 1 til
12 carbonatomer eller en phenylalkylalkohol med 1-7 alkylcarbonatomer,
og at temperaturen i dette trin er fra-200C til -70°C, samt at alko-
holen i syreproduktionstrinnet er en aliphatisk alkohol, og at tempe-
raturen for dette trin er ca. 0°c.

8. Fremgangsmdde ifgige ethvert af kravene 1-5, kende -
tegnet ved, at R betegner ethyl, n-propyl, isopropyl, n-butyl
eller isobutyl, og R betegner H, at forholdet mellem zkvivalenter
silyleringsmiddel til forbindelse III er fra 12:1 til 2:1, at haloge-
neringsmidlet‘er phosphorpentachlorid eller phosphoroxychlorid, og
at molforholdet halogeneringsmiddel til silylester er fra 2:1 til 3:1,
at halogeneringsmidlets temperatur er fra -40°C til *6OOC, at alkoho-
len er methanol, ethanol, n-propanol eller isopropanol, at etherifi-
ceringen foretages ved fra -40° ti1 -70°C, og at alkoholen, nar den
anvendes i syreproduktionstrinnet, €T methanol, n-propanol eller iso-
propanol eller blandinger deraf, idet temperaturen i det sidste trin
er fra-10° til +10°C.

9. Fremgangsmide ifglge ethvert af kravene 1-3, 5 o0g 7, ke nd e-
tegnet ved, at R betegner ethyl, n-propyl, isopropyl, n-butyl
eller isobutyl, phenyl eller phenethyl, at silylforbindelsen er dimethylk
dichlorsilan eller trimethylchlorsilan, at det inerte oplgsningsmiddel
i hvert trin er methylenchlorid eller dichlorethan, og at halogene-
ringsmidlet er phosphorpentachlorid, anvendt i et molert forhold til
silylester p& 2:1.

10. Fremgangsmide ifglge ethvert af kravene 1-5 og 7-9, k end e -
tegnet ved, at B betegner OR og R betegner isobutyl.

Fremdragne publikationer:
Dansk patentansegning nr. 3720/68.
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