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Spos6b wytwarzania kwasu 7-aminocefalosporanowego

1

Przedmiotem wynalazku jest spos6b wytwarza-
nia kwasu 7-aminocefalosporanowego z antybio-
tykow cefalosporyny C.

Cefalosporyny sa substancjami antybiotycznymi
wytwarzanymi z gatunku Cephalosporium sp.
ATCC 11,550. Cecha charakterystyczng struktury
tych substancji jest podstawiony uklad dwupier-
Scieniowy skladajacy sie z pierscienia 5,6-dwuhy-
dro-1,3-tiazyny skondensowanego w pozycji 2,3
z pier§cieniem beta-laktamowym. Znang substan-
cjg antybiotyczng z tej grupy zwiazkéw jest cefa-
losporyna C .

Cefalosporyna C jest kwasem 7-(5’-aminoadypi-
loamino)-cefalosporanowym o wzorze 1. Sposéb
wytwarzania tego zwigzku na drodze fermentacji
pozywki z odpowiednim szczepem Cephalosporium
i wyosobnienia cefalosporyny C z produktu fer-
mentacji jest opisany w brytyjskim opisie paten-
towym nr 810 196.

Cefalosporyna C jest antybiotykiem o nizszej
aktywnos$ci niz penicylina. Jest ona jednak aktyw-
na zar6wno wobec Gram-dodatnich jak i Gram-
ujemnych ustrojéw, jest niewrazliwa na penicyli-
nazy i jest bardziej stabilna w $§rodowisku kwas-
nym od penicyliny. Z tych wzgledéw zwigzek ten
jest bardzo uzyteczny do celéw terapeutycznych
pomimo niskiej aktywnoS$ci antybiotycznej.

Nie stwierdzono jaka cecha strukturalna cefalo-
sporyny C ma zasadnicze znaczenie dla jej aktyw-
nosci antybiotycznej, prawdopodobnie gra tu role
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7-aminopochodna dwupierScieniowej czgsteczki.
W celu podniesienia aktywno$ci antybiotycznej

zainteresowano sie wytworzeniem innych 7-amino-
pochodnych dwupier§cieniowego ukladu cefalospo-
ryny C, ktére poddawano wstepnym badaniom
eliminacyjnym na ich wlasciwo§ci antybiotyczne.
Pochodne takie wytwarza sie latwo drogg acylo-
wania grupy T7-aminowej kwasu T7-aminocefalo-
sporanowego i jego odmian. Dotychczas nie znano
sposobu otrzymywania wiekszej ilo§ci kwasu 7-
-aminocefalosporanowego stanowigcego surowiec
wyjsciowy dla jego pochodnych. Zagadnienie to
rozwigzuje spos6b wedlug wynalazku.

Spos6b wedlug wynalazku polega na dzialaniu
na zwigzek o dwupier§cieniowym ukladzie cefalo-
sporyny C z grupg 7-aminowg zwigzang z kwasem
d-aminoadypinowym jako tancuchem bocznym,
substancjg reagujaca z grupg S’aminowsg laincucha
bocznego, przy czym lancuch hoczny zostaje prze-
ksztalcony w zwigzek poéredni o niedoborze elek-

~tron6éw przy atomie wegla w pozycji 5, co powo-

duje jego samorzutng cyklizacje, po czym tak

utworzong grupe cykliczng poddaje sie hydroli-

tycznemu odszczepieniu, otrzymujgc odpowiedni
pier§cien kwasu 7-aminocefalosporanowego.
Istnieje kilka odmian sposobu wedlug wynalaz-
ku. Wedlug jednej odmiany sposobu wedlug wy-
nalazku cefalosporyne C zawiesza sie w obojetnym
heteropolarnym  rozpuszczalniku organieznym,
(czyli w takim rozpuszezalniku cefalosporyny C,
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ktéory w warunkach procesu nie reaguje w sposéb
szkodliwy z cefalosporyng C ani z innymi substan-
cjami biorgcymi udzial w procesie, péiproduktami
oraz produktami) i zawiesine te traktuje sie chlor-
kiem nitrozylu lub innym $rodkiem nitrozujgcym
w ilo§ci wystarczajgcej do calkowitego przereago-
wania grupy 5’-aminowej w lancuchu bocznym.

Po zakonczeniu reakcji nieprzereagowany czyn-
nik nitrozujgcy rozklada sie lub usuwa. Wartosé
PH mieszaniny reakcyjnej ustala sie na okoto 2,5—
—>5 przy pomocy rozcienczonego wodnego lugu
w celu hydrolitycznego odszczepienia lancucha
bocznego i utworzenia wewnetrznej soli kwasu
7T-aminocefalosporanowego, ktéra  krystalizuje.
Krystaliczny produkt wyodrebnia sie z mieszaniny,
przemywa i suszy. ' .

Wedlug innej odmiany sposobu wedilug wyna-
lazku cefalosporyne C rozpuszcza sie w odpowied-
nim rozpuszczalniku i roztwér ten poddaje sie
reakcji z N-bromosukcynimidem lub inng sub-
stancjg dajacg dodatni chlorowiec w ilosSci wystar-
czajgcej do calkowitego 'przereagowania grupy
5’-aminowej. Produkt tej reakcji cyklizuje w pozy-
cji 5 poprzez tlen grupy amidowej bocznego lan-
cucha tworzgc iminolakton. Cykliczny lakton lat-
wo odszczepia sie hydroiitycznie od azotu grupy
iminowej, z ktéorym lakton ten jest zwigzany, two-
rzac zgdany kwas 7-aminocefalosporanowy.

Wedlug innej odmiany sposobu wediug wyna-
lazku, rozpuszcza sie cefalosporyne C w odpowied-

" nim rozpuszczalniku i roztwér ten poddaje sie
reakcji z chlorkiem benzenodwuazoniowym lub
z inng solg arylodwuazoniowa w ilo§ci wystarcza-
jacej do przereagowania grupy 5’-aminowej. W wy-
niku tej reakcji grupa 5-aminowa przeksztalca sie
w liniowg tréjazynopochodng, ktéra latwo od-
szczepia sie w temperaturze 0°—100°C, pozostawia-
jac niedobér elektronéw w pozycji 5. Powstaly
zmodyfikowany tancuch -boczny cyklizuje sie na
iminolakton. i po hydrolitycznym odszczepieniu te-
go laktonu od azotu grupy 7-aminowej, z ktérym
jest zwiazany, otrzymuje sie zadany kwas 7-amino-
cefalosporanowy jako produkt koricowy.

Odmiana sposobu wedlug wynalazku z zastoso-
waniem chlorku nitrozylu jako $rodka nitrozujg-
cego polega na tym, ze cefalosporyne C rozpuszcza
sie w wodnym 98%,-owym kwasie mréwkowym
o stezeniu okolo 30%-owego wagowo. Roztwoér ten
miesza sié i ochtadza w kgpieli lodowej do t,qmpe-
ratury okoto 10°C, po czym dodaje sie chlorek ni-
trozylu w stosunku molowym do cefalosporyny C
okolo 2:1, przy czym chlorek ten dodaje sie por-
cjami w postaci 10%-owego roztworu w wodnym
roztworze 98%,-owego kwasu mréwkowego, w cig-
gu okolo 1 minuty, w temperaturze ponizej 50°C.

" Mieszanie prowadzi sie jeszcze okolo 5 minut po
zakonczeniu dodawania chlorku nitrozylu.

Nastepnle mieszanine reakcyjng odparowuje sie
pod zmniejszonym ci$nieniem w temperaturze po-
kojowej w celu.usuniecia prawie catej zawarto$ci
kwasu - mréwkowego. Pozostalg substancje miesza
sie z okolo 5 objetoSciami wody i ustala sie pH
uzyskanego roztworu na okalo 3,5—4 przy pomocy
rozcienczonego wodnego roztworu wodorotlenku
sodowego, dzieki czemu straca sie kwas T-amino-
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cefalosporanowy w postaci jego jonu amfoterycz-
nego, w ktérej to postaci jest on najstabiej roz-
puszczalny w wodzie. Uzyskany produkt odsgcza
sie, wymywa wodnym roztworem acetonu i suszy.

Spos6b wedlug wynalazku mozna stosowaé do
traktowania substancji o-dwucyklicznym piers$cie-
niu cefalosporyny C wilacznie z samg cefalospory-
ng C, cefalosporyng C,, cefalosporyng Cg i dez-
acetylocefalosporyng C.

Stosowang jako substancje wyjSciowg cefalospo-
ryne C uzywa sie w postaci surowej oczyszczonej i
(albo) w postaci wolnego kwasu lub jego soli, zalez-
nie od rozpuszczalno$ci w §rodowisku reakcyjnym.
Odpowiednimi solami sg s61 sodowa, potasowa, li-
towa i sole innych metali. Mozna réwniez zastoso-
wa¢ sole cefalosporyny C i podstawione sole amo-
nowe, takie jak s6l jednometyloamonowa, dwu-
metyloamonowa, dwuetyloamonowa, dwuizopropy-
loamonowa, tré6jmetyloamonowa, czterometyloamo-
nowa, czteroetyloamonowa, metylodwuizopropylo-
amonowa itp. SpoSré nich najkorzystniejszymi sg
trzecio- i czwartorzedowe sole amonowe ze wzgle-
du na ich mniejszg wrazliwo§¢ na substancje bio-
rgce udzial w reakcji.

Korzystnym $rodowiskiem reakcyjnym jest he-

. teropolarna ciecz organiczna, obojetha w stosowa-

nych warunkach reakcji, w ktérej przynajmniej
czeSciowo rozpuszcza sie cefalosporyne C. Przez
ciecz obojetng rozumie sie taks, ktora nie reaguje
z substancjami wyjSciowymi, substancjami reak-
cyjnymi i produktami reakcji w warunkach, w
ktorych przebiega proces. Cefalosporyna C powin-
na rozpuszcza¢ sie w Srodowisku reakcyjnym w
ilosci co najmniej 0,59, wagowych, lecz zasadniczo
reakcje mozna przeprowadzié juz w $rodowiskach,
w ktérych rozpuszczalno§é cefalosporyny C wy-
nosi zaledwie 0,19, wagowych.

W zaleznoSci od zastosowanego reagentu, mie-
szanina reakcyjna moze zawieraé mniej lub wie-
cej wody, przy czym przy zastosowaniu $Srodkéw
nitrozujgcych  §rodowisko reakcyjne, nie powinno
zawieraé¢ wiecej niz 259, wagowych wody, ko-
rzystnie nie wiecej niz 10°% wagowych. Przy za-
stosowaniu soli benzenodwuazoniowych $§rodowis-
kiem reakcyjnym moze byé w calo$ci woda. Ko-

‘rzystnym Srodowiskiem reakcyjnym przy zastoso-

waniu §rodka nitrozujgcego jest kwas mréwkowy.

Innymi $rodowiskami odpowiednimi dla réznych
reagentéw sa kwas octowy, kwas propionowy,
kwas tréjfluorooctowy, sulfotlenek dwumetylowy
itp. Mozna r6éwniez stosowaé mieszane $§rodowis-
ka reakcyjne takie jak mieszaniny kwasu mroéw-
kowego z kwasem octowym, kwasu octowego z
bezwodnikiem octowym, dwumetyloformamidu z
wodg, acetonitrylu z woda, sulfotlenku dwumety-
lowego z woda itp.

Odpowiednimi substancjami, ktére mogg byé
zastosowane do reakcji odbudowy laficucha boczne-
go znajdujgcego si¢ w polozeniu 7 sg: 1) czynniki
nitrozujgce jak chlorek nitrozylu, bromek nitrozy-
lu, kwas azotawy, dwutlenek azotu, czterotlenek
azotu, tréjtlenek azotu (NONO,), azotyny alkilowe,
N-nitrozo-3-nitrokarbazol, kwas nitrozylosiarkowy,
fluoroboran nitrozylu itp.,, przy czym korzystnym
czynnikiem jest chlotrek nitrozylu; 2) substancje
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dajgce dodatni halogen w warunkach reakeji jak
N-bromosukcynimid, N-chlorosukcynimid, N-bro-
moftalimid, N-chloroftalimid, N-bromoacetamid
itp. oraz 3) sole arylodwuazoniowe takie jak chlo-
rek .benzenodwuazoniowy, chlorek naftalenodwu-
azoniowy itp.

. Iloé¢ stosowanego reagentu winna byé co naj-
mniej rownomolowa dla wejScia w reakcje z gru-
pa 5’-aminowa cefalosporyny C. Korzystne jest za-
stosowanie stosunku molowego 2:1, jezeli Srodo-
wisko reakcyjne jest bezwodne lub prawie bez-
wodne. Natomiast, jezeli Srodowisko to zawiera
wode, to w tych warunkach, zar6wno grupa 5’-ami-
nowa lancucha bocznego jak i grupa 7-aminowa
znajdujgca sie przy pier§cieniu jest podatna na
dziatanie reagentu, co powoduje mozliwosé rozkla-
du zadanego produktu. W tym przypadku pozgda-
ne jest ograniczenie reagentu do takiej ilo§ci, przy
ktérej nastepuje calkowite przeksztalcenie grupy
5-aminowej, grupa 7-aminowa natomiast jest nie-
naruszona. W Srodowisku wodnym pozgdane jest
na ogoél ograniczenie molowego stosunku reagentu
do cefalosporyny C do ponizej 2:1, na przyklad
1,1:1—1,5:1.

Odbudowy lancucha bocznego dokonuje sie do-
godnie w temperaturze zblizonej do pokojowej,
np. 20°—30°C. Dopéki mieszanina reakcyjna pezo-
staje ptynna, mozna stosowaé nizszg temperature,
na przyktad —10°C lub nizsze. Wyzsza temperatura
(powyzej 50°C) powoduje zmniejszenie wydajnosci
wskutek reakcji rozkladowych. Krétki czas reakeji
sprzyja uzyskiwaniu wysokiej wydajnoSci, a zatem
korzystne jest jak najszybsze dodawanie reagentu,
korzystnie w czasie 1—5 minut lub krétszym i jak
najkroétsze pozostawianie produktu reakeji w kon-
takcie z nieprzereagowanym reagentem.

Jezeli mieszanina reakcyjna zawiera wode, to
produkt cyklizacji laricucha bocznego samorzutnie
ulega hydrolitycznemu odszczepieniu przy azocie
aminowym, z ktérym jest zwigzany, dajac Zgdany
kwas T7-aminocefalosporanowy. Kiedy mieszanina
reakcyjna zawiera niewielkg ilo§é lub weale nie
zawiera wody, odszczepienia dokonuje sie przez
dodanie wody.

Jezeli po zakonczeniu reakcji pozostaje ‘w mie-
szaninie nieprzereagowany czynnik nitrozujacy,
wbéwcezas mozna go usungé przez destylacje, o ile
czynnik ten jest dostatecznie lotny albo przez roz-
kiad za pomocg dostatecznej iloSci amoniaku,
pierwszorzedowej aminy lub mocznika wprowadzo-
nych do mieszaniny reakcyjnej. Substancje te,
o ile nie wystepuja w znacznych iloSciach, nie
przeszkadzaja w wyosobnieniu kwasu 7-amino-
cefalosporanowego. ‘

Kwas T7-aminocefalosporanowy wyosabnia sie
sie latwo z masy poreakcyjnej wieloma sposobami.

Wedlug jednego z nich, Srodowisko reakcji od-
parowuje sie pod zmniejszonym ci§nieniem w nor-
malnej temperaturze a pozostaly surowy produkt
reakeji w postaci oleju, paki, zywicy lub substancji
stalej rozpuszcza sie¢ w wodzie, co hydrolizuje pro-
dukt odbudowy. Do roztworu tego dodaje si¢ wod-
ny roztwér wodorotlenku sodowego lub inny roz-
twoér alkaliczny do ustalenia wartoSci pH okolo
2,5—5, korzystnie okoto 3,7. Kwas 7-aminocefalo-
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sporanowy straca si¢ wtedy w postaci jonu amfo-
terycznego, ktéry odsacza sie, wymywa kolejno
zimng wodg i wodnym roztworem acetonu i suszy.
-'Wedlug innego sposobu, produkt reakcji, po
hydrolitycznym odszczepieniu przy pomocy dosta-
tecznej ilo§ci wody, rozcienicza sie antyrozpuszczal-
nikiem kwasu 7-aminocefalosporanowego w ilo§ci
wystarczajgcej do stracenia tego kwasu. Surowy
produkt odsgcza sie, odwirowuje itp. i oczyszcza
przez rozpuszczenie w wodzie i ponowne stracenie
przy pH = 2,5—5.

Przykladowo, produkt otrzymany w wyniku re-

akcji z zastosowaniem 90%-owego kwasu mréwko-
wego jako $rodowiska reakcyjnego rozciericza sie
1—5 objetoSciami eteru dwuetylowego, przy czym
strgca sie surowy kwas 7-aminocefalosporanowy.
Kwas ten wyosobnia sie, rozpuszeza w wodzie,
ustala sie pH = 3,7 i rekrystalizuje. Eter wyosobnia
sie z kwasu mréwkowego, po czym zaréwno eter
jak i kwas mréowkowy zawraca sie do obiegu.
- Wedlug innej odmiany tego sposobu, wodny
roztwoér surowego kwasu 7-aminocefalosporanowe-
go traktuje sie weglem aktywowanym, ktéry ad-
sorbuje kwas ~7-aminocefalosporanowy. Wegiel
przemywa sie wodg, po czym kwas 7-aminocefalo-
sporanowy eluuje sie wodnym 10—40%.-owym ace-
tonem.

Wedlug jeszcze innej odmiany postepowania,
wodny roztwoér surowego kwasu 7-aminocefalospo-
ranowego przepuszcza sie przy pH = 6—7 przez sil-
ng zywice anionitows, po ezym zZywice przemywa
sie wodg i kwas T7-aminocefalosporanowy eluuje
sie z niej wodnym roztworem kwasu octowego przy
stezeniu' wzrastajgcym do okolo 1 n.

Kwas 7T-aminocefalosporanowy mozna wydzie-
lié z surowego produktu reakcji, réwniez przez do-
danie do produktu reakcji wody i przez oddestylo-
wanie ze $rodowiska reakcyjnego azeotropowej
mieszaniny produktu z wodg pod zmniejszonym
ci$nieniem i przy normalnej temperaturze. Otrzy-
muje sie przy tym wodny roztwoér, z ktérego jed-
nym z powyzszych sposobéw wyosobnia sie kwas
7-aminocefalosporanowy.

Wedlug innego sposobu, wodny roztwér suro-
wego kwasu 7-aminocefalosporanowego acyluje sie
w normalnych warunkach tworzgc odpowiedni
kwas T-acyloaminocefalosporanowy. Mozna fu sto-
sowaé rézne czynniki acylujgce jak chlorek acety-
lu, chlorek fenyloacetylu, chlorek fenylomerkap-
toacetylu, odpowiednie bromki itp. W celu przepro-
wadzenia acylacji dodaje sie ré6wne objetosci ace-
tonu do wodnego kwasu 7-aminocefalosporanowe-
go, Po czym wprowadza sie czynnik acylujacy,
w roztworze acetonowym korzystnie w stosunku
réwnomolowym.

Acylowanie zachodzi latwo i szybko w tempera-
turze pokojowej, przy czym pH utrzymuje sie
w granicach = 5—9. Z uzyskamej acylowej po-
chodnej otrzymuje sie dogodnie kwas 7-aminoce-
falosporanowy przez ekstrahowanie przy pH = 2
rozpuszczalnikiemn organicznym, takim jak octan
etylowy. Acylowa pochodna moze byé dodatkowo
oczyszczana przez ekstrakcje ponownie rozpusz-
czalnikiem organicznym 2z dodatkiem rozcieficzo-
nego lugu przy pH = 5,5—1,5, odparowanie roztwo-
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ru pod zmniejszonym ci$nieniem i krystalizacje
produktu. Tozsamo$§é produktu potwierdza analiza
w podczerwieni lub w nadfiolecie, elektroforeza
bibulowa i chromatografia bibulowa z towarzyszg-
c3g analizg bioautograficzng.

Produkt koricowy ma strukture o wzorze 2, w
ktorym R’ oddzielnie oznacza grupe —OH, grupe
acyloksylowg o 1—8 atoméw wegla, lub czwarto-
rzedowg grupe aminowg R” oznacza —OH Kkiedy R’
oznacza —OH, R” oznacza grupe —OH, kiedy R’
oznacza grupe acyloksylowg o 1—8 atoméw wegla,
R” ognacza —O— kiedy R’ oznacza czwartorzedowa
amine, a R’ R” jednocze$nie oznaczajg —O—.
R’ moze oznaczaé¢ grupe acetoksy propionoksy, bu-
tyroksy, kapryloksy, N-pirydyl, N-pirymidyl, gru-
pe tréjmetyloaminowsq, tréjetyloaminowsg, tréjbu-
tyloaminowsg itp.

Kwas T7-aminocefalosporanowy ma budowe o
wzorze 2, w ktérym R’ oznacza grupe acetylows,
a R” oznacza —OH. W pierScieniu cefalosporyny
C, R’ oznacza czwartorzedowg amine a R” ozna-
cza —0—. W pierScieniu cefalosporyny Cg, R’ i R”
jednocze$nie oznaczaja —O— tworzac w pozycji
4,5 skondensowany z pierScieniem lakton.

Cefalosporyne C przeksztalca sie latwo w cefa-
losporyne Cg bprzez ogrzewanie pod chlodnicg
zwrotng w wodnym roztworze kwaséw, jak opisa-
no w belgijskim opisie patentowym nr 593777.
W ten spos6b usuwa sie grupe acetylowg z punktu
jej przylaczenia do grupy metylenowej w pozycji
5 pierScienia tiazyny, przy czym nastepuje samo-
rzutna laktonizacja dajaca skondensowany w po-
zycji 4; 5 lakton. .

Cefalosporyne C przeksztalca sie réwniez latwo
w cefalosporyne C, przez ogrzewanie w wodnym

roztworze z nadmiarem pirydyny, na przyklad jak .

opisano w wyzej wymienionym belgijskim opisie
patentowym. Reakcje te stosuje sie do czwarto-
rzgdowych amin otrzymujgc odpowiednie pochodne
cefalosporyny C,, w ktérych czwartorzedowa ami-
na jest przylgczona do grupy metylenowej w pozy-
cji 5 pierScienia tiazyny i tworzy wewnetrzng sél
z grupg karboksylowa w pozycji 4. Tak wiec, po-
chodne cefalosporyny C, mozna wytworzyé przez
poddanie reakeji cefalosporyny C z nikotyng, kwa-
sem nikotynowym, kwasem izonikotynowym, ami-
dem kwasu nikotynowego, 2-aminopirydyng, 2-
-amino-6-metylopirydyna, 2,4,6-tréjmetylopirydy-
na, 2-hydroksymetylopirydyna, sulfopirydynak,/1 3-
hydroksypirydyng, kwasem pirydyno-2,3-dwukar-
boksylowym, chinoling, sulfadwuazyng, sulfatiazo-
lem, kwasem pikolinowym itp.

Dezacetylocefalosporyne C wytwarza sie dogod-
nie przez kilkugodzinne traktowanie cefalospory-
ny C cytrusowa acetyloesterazg w wodnym bufo-
rze fosforanowym przy warto$ci pH = 6,5—7, we-
diug metody Jansema, Janga i MacDonella, (Ar-
chiv. Biochem. 1947 — 48, 1516).

Ponizsze przyklady blizej obja$niajg sposéb wy-
nalazku. :

Przyktad 1. 40 g cefalosporyny C rozpusz-
-czono w 150 ml 98%-owego kwasu mréwkowego
i roztwér ten przesgczono przez -Celit, przy czym
filtr i kolbe wymyto 20 ml kwasu mréwkowego.
Nastepnie polaczono przesgcz i ciecz po ptukaniu
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ochlodzono, mieszajac w kapieli lodowej, po czym
w ciggu 2 minut dodano zimny roztwér 11,1 g
chlorku nitrozylu w 100 ml 98%-owego kwasu
mréwkowego. Mieszanine te mieszano ochladzajac
w ciggu dalszych 3 minut, po czym zageszczono
przez odparowanie w obrotowej wyparce w tem-
peraturze pokojowej i pod zmniejszonym ci$nie-
niem.

Mase te rozpuszczono w 150 ml wody, ochlodzo-
no roztwér w kapieli lodowej i wkroplono, mie-
szajgc stezony amoniak do uzyskania pH = 3,5,
przy czym wytrgcit sie osad. Uzyskang mieszanine
pozostawiono w kapieli locdowej przez 0,5 godziny
i odsgczono. Osad wymyto dwukrotnie na filtrze
niewielkimi porcjami zimnej wody, a nastepnie
dwukrotnie zimnym acetonem i wysuszono. Otrzy-
mano 6,14 g suchego produktu o maksimum w nad-
fiolecie przy 264 m u (¢ = 7900). Produkt ten ziden-
tyfikowano jako kwas 7-aminocefalosporanowy na
podstawie chromatografii bibutowej i préby bio-
autograficznej.

Przyktad II. 5 g cefalosporyny C rozpusz-
czono w 300 ml lodowatego kwasu octowego i w
ciggu 1 minuty dodano 1,4 g chlorku nitrozylu w
okoto 50 ml kwasu octowego lodowatego w normal-
nej temperaturze, po czym w ciggu 10 minut mie-
szano mieszanine i odparowano do sucha pod
zmniejszonym ci$nieniem i w temperaturze poko-
jowe]. Nastepnie dodano okolo 100 ml wody de-
stylowanej uzyskujac czysty pomaranczowo-czer-
wony roztwér, do ktérego dodano rozcieficzony
wodny roztwér wodorotlenku sodowego do
PH = 3,5. Roztwér ten stezono w temperaturze po-
kojowej i pod zmniejszonym ci$nieniem do okoto
20—30 ml kiedy nastgpilo stracenie osadu. Osad
ten odsgczono, przemyto woda i acetonem i wy-
suszono. Produkt ten, ktéry wazyl 194 mg i wy-
kazywal maksimum w nadfiolecie przy 263 mg
(e = 7820), zidentyfikowano jako kwas 7-amino-
cefalosporanowy na podstawie chromatografii bi-
butowej i préoby bioautograficznej.

Przyktad III. 10 mg cefalosporyny.C roz-
puszczono w 0,5 ml kwasu octowego lodowatego
i do tego roztworu dodano 0,36 ml roztworu N,O,
w kwasie octowym lodowatym o stezeniu 0,059 mi-
limola N,O, na mililitr lodowatego kwasu octowe-
go. Mieszanine te utrzymywano w c'iagu 20 minut
w kapieli lodowej w temperaturze 15°—16° po
czym odparowano jg do stanu prawie suchego
w temperaturze pokojowej i pod zmniejszonym cis-
nieniem. Uzyskano 13 mg osadu, ktéry rozpuszczo-
no w minimalnej ilo$ci wody i roztwér ten o
PH = 2,5 zadano wodnym roztworem wodorotlen-
ku sodowego, w celu doprowadzenia wartoéci pH
do 7,3, po czym rozcieficzono do 10 ml wodg des-
tylowana i poddano analizie. Chromatografia bi-
butowa i préba bioautograficzna roztworu, po acy-
lowaniu chlorkiem i fenoksyacetylu wykazala
dwie plamy biologiczne aktywne, podczas gdy przed
acylowaniem byla tylko jedna plama. Potwierdza
tp obecno$¢ kwasu 7-aminocefalosporanowego.

Przyktad IV. Roztwér 10 mg cefalospory-
ny C w 10 ml kwasu octowego lodowatego zmie-
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szano z roztworem 5 mg N-nitrozo-3-nitrokarbazo-
lu w 6 ml acetonitrylu i mieszanine te utrzymy-
wano w ciggu 1 godziny w temperaturze 60°C, po
czym wysuszono jg do stanu prawie suchego pod
zmniejszonym ci$nieniem i w lagodnej temperatu-
rze. Uzyskany osad rozpuszczono w wodzie i ekstra-
howano octanem etylowym przy pH = 2, a nastep-
nie osad ekstrahowano z octanu etylowego w wod-
nym roztworze wodorotlenku potasowego przy
pH = 5,5. Konicowy roztwoér rozciericzonn do 10 ml
i poddano analizie. Chromatografia bibutowa i
préba bioautograficzna wykazaly obecno$é kwasu
7-aminocefalosporanowego o stezeniu odpowiada-
jacym 1,1 jednostek penicyliny G na 1 mililitr
wodnego roztworu.

Przyktad V. 800 mg cefalosporyny C roz-
puszczono w 35 ml wody przy pH = 5,3 i roztwor
doprowadzono do wartoSci pH ponizej 2,2 przez
dodanie 1 n kwasu solnego i do roztworu tego do-
dano 300 mg N-bromosukcynimidu, po czym mie-
szano cato$¢ w ciggu 10 minut w temperaturze po-
kojowej, w ktérym to czasie mieszanina nabierala
z0ltego zabarwienia. Nastepnie przez dodanie wod-
nego 1 n roztworu wodorotlenku potasowego usta-
lono warto$¢ pH na 6,7 i odsgczono mieszanine w
celu usuniecia substancji nierozpuszczalnych. Prze-
sgcz odparowano do stanu suchego pod zmniejszo-
nym ci$nieniem w normalnej temperaturze. Otrzy-
mano 770 mg produktu, ktéry, jak wykazaly chro-
matografia bibulowa i préba bioautograficzna, za-
wierat kwas T7-aminocefalosporanowy.

Zastrzezenia patentowe

1. Spos6b wytwarzania kwasu 7-aminocefalospo-
ranowego, znamienny tym, ze na zwigzek o
dwupiersScieniowym ukladzie cefalosporyny C
z grupa T7-aminowg zwigzang z kwasem alfa-
amino-adypinowym jako lancuchem bocznym
dziala sie w Srodowisku rozpuszczalnika po-
larnego substancjg reagujaca z grupg 5-ami-
nowg lancucha bocznego, przy czym laticuch
boczny zostaje przeksztalcony w uklad po-
Sredni o niedoborze elektronéw przy atomie
wegla w pozycji 5, co powoduje jego cykli-
zacje samorzutng, po czym tak utworzong
grupe cykliczng odszczepia sie hydrolitycznie
od atomu azotu grupy 7-aminowej, z ktérym
jest ta grupa zwigzana, otrzymujgc odpowiedni
pier§cien kwasu 7-aminocefalosporanowego.

2. Sposéb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ZzZe
na cefalosporyne C dziala sie¢ solg arylodwu-
azoniows.

3. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Ze na
cefalosporyne C dziala sie substancjg oddajg-
cg chlorowiec w warunkach reakcji, w iloSci
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wystarczajagcej do wejScia w reakcje z grupg
aminowag w pozycji 5.

. Spos6b wedlug zastrz. 3, znamienny tym, Ze

jako substancje oddajaca chlorowiec stosuje
sie N-bromosukcynimid. .

Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
na cefalosporyne C dziala sie czynnikiem ni-
trozujgcym w iloSci wystarczajgcei do wej-
§cia w reakcje z grupg aminowg w pozycji 5.

Spos6éb wedtug zastrz. 5, znamienny tym, ze
jako czynnik nitrozujacy stosuje sie czterotle-
nek azotu. '

Spos6b wedtug zastrz. 5, znamienny tym, Ze
jako czynnik nitrozujgcy stosuje sie¢ N-nitrozo-
-3-nitrokarbazol.

Spos6b wedlug zastrz. 1 i 5, znamienny tym,
ze cefalosporyne C traktuje sie w obojetnym
organicznym rozpuszczalniku heteropolarnym
czynnikiem nitrozujgcym w temperaturze po-
nizej 50°C, przy zachowaniu stosunku molo-
wego czynnika mitrozujgcego do cefalosporyny
C powyzej 1:1, po czym usuwa sie rozpusz-
czalnik z produktu reakcji, pozostala miesza-
nine rozpuszcza sie w. wodzie, ustala sie pH
roztworu na 2,5—5 i krystalizuje sie z tego
roztworu kwas 7-aminocefalosporanowy.

Spos6b wedlug zastrz. 8, znamienny {ym, Zze
czynnik nitrozujacy wprowadza sie do cefalo-
sporyny C w stosunku molowym 2:1 a pH
wodnego roztworu doprowadza do wartosSci
3,5—4.

Sposéb wedtug zastrz. 1, 5—9, znamienny tym,
ze jako obojetny heteropolarny rozpuszczalnik
organiczny stosuje sie kwas octowy.

Sposéb wedlug zastrz. 1, 5—9, znamienny tym,
ze jako rozpuszczalnik stosuje sie kwas mréw-
kowy.

Spos6b wedtug zastrz. 1, 5 i 11, znamienny
tym, ze cefalosporyne C rozpuszcza sie w kwa-
sie mréwkowym, do powstalego roztworu wpro-
wadza sie jako czynnik nitrozujgcy chlorek ni-
trozylu w stosunku molowym do cefalospory-
ny C 2:1, w temperaturze ponizej 50°C, ko-
rzystnie 20—30°C, po czym oddestylowuje sie
kwas mrowkowy z produktu reakeji pod
zmniejszonym ciSnieniem w normalnej tem-
peraturze, a pozostalg mieszanine rozpuszcza
sie w wodzie, doprowadza pH roztworu do war-
tosSci 3,5—4 i krystalizuje kwas 7-aminocefalo-
sporanowy.

Sposéb wedlug zastrz. 12, znamienny tym, ze
stosuje sie kwas mréwkowy zasadniczo bez-
wodny.
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