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Sposéb otrzymywania pochodnej cefalosporyny C

1

Wynalazek dotyczy sposobu wytwarzania po-
chodnych cefalosporyny C.

W brytyjskim opisie patentowym nr 810.196 po-
dany jest spos6b wydzielania nowego antybiotyku
cefalosporyny C z produktéw procesu fermenta-
cyjnego, prowadzonego przy uzyciu gatunku Ce-
phalosporium. Dotychczas budowa cefalesporyny C
byla nieznana, co zachecalo do prac nad przygo-
towaniem i identyfikacja pochodnych cefalospory-
ny C, ktére moglyby wykazywaé znajdujgca za-
stosowanie aktywno&é biologiczna.

Przeprowadzono szereg prac nad poddawaniem
cefalosporyny C dzialaniu kwasu. Newton i Abra-

ham podajg w Biochemical Journal, Vol 62, strony

651—657, ze cefalosporyna C jest stosunkowo trwa-
la w obecno$ci kwaséw i nie traci wykrywalnej
aktywnosci po pozostawieniu jej w 0,1 n kwasie
solnym, w temperaturze pokojowej na okres 4 go-
dzin. Podobnie w Nature, Vol 175, strona 548, New-
ton i Abraham stwierdzajq, ze cefalosporyna C jest
trwala w wodnych roztworach o wartofci pH = 2,5
w temperaturze pokojowej. 'W publikacji tej opisa-

no takze hydrolize cefalosporyny C przy uzyciu

kwasu, w wyniku ktérej tworzy sie z cefalospory-
ny C jeden mol dwutlenku wegla i jeden mol kwa-
su D-a-aminoadypinowego. To traktowanie kwa-
sem, ktére prowadzono przy uzyciu gorgcego, ste-

zonego kwesu solnege w ciggu 18 godzin, spowodo- °

walo rozbicie czgsteczki cefalosporyny C i znisz-
czenie calej jej aktywnoéci.
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Na Sympozjum, zorganizowanym przez fundacje
Ciba, na temat aminokwaséw i peptydéw odzna-
czajgcych sie antymetabolicinq aktywnoéciq, opi- -
sano przygotowanie kilku aktywnych zwigzkéw
z cefalosporyny C. Wykryto, ze w wyniku trakto-
wania cefalosporyny C 0,1 n kwasem solnym
w temperaturze 20°C powstajg co najmniej dwa
kwaséne i trzy obojetne zwigzki, ktére dajg pozy-
tywng reakcje z ninhydryna.

Obojetne zwigzki. z latwoscig oddziela sie od in-
nych na chromatogramach bibutowych rozwija-
nych, w mieszaninie butanol — kwas octowy —
woda (4:1:4). Jeden z tych zwigzkéw Ry 0,15), wy-
kazujgcy antybakteryjng aktywno$¢ nazwano cefa-
losporyng C. Spos6b przygotowywania oraz wlakci-
wokci cefalosporyny C podano bardziej szczegdlo-
wo w brytyjskim ‘opisie patentowym nr 912.360.
W tabeli. na stronie 3 wymienionego opisu podano
ilofci cefalosporyny C uzyskane w réinych warun-

"kach kwasowych.

Na Sympozjum nie méwiono nic o kwaénych
produktach hydrolizy. Stwierdzono jedynie, ze wy-
kazujg one dodatniq reakcje z ninhydryns, gdy
uzyte s w steZzeniach uzyskanych podczas trakto-
wania_ -cefalosporyny C 0,1 n kwasem somym
w temperaturze 20°C. W publikacji nie podano cza-
su dzialania kwasem przed wydzieleniem produk-
téw hydrolizy. ecnie stwierdzono, ze czas dzia-
6 — 9 dni.
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Obecnie ustalono budowe cefalosporyny C

i stwierdzono, Zze w pewnych warunkach pod dzia-

laniem kwasu, czgsteczka cefalosporyny C moze

zostaé rozbita na dwie czeSci. Dwie czeSci cza-
steczki cefalosporyny C to — zlozony uklad pier-

§cieniowy i taricuch boczny, ktérym jest kwas

a-aminoadypinowy polaczony z 7 pozycja ukiadu

(7 pozycje opisano ponizej). W opisie, zwigzki po-

siadajace budowe tego typu (to jest zlozony uklad

o0 podstawowej pier§cieniowej strukturze cefalo-

sporyny C i boezny taricuch kwasu a-aminoadypi-
N g_owego polaczony z 7 pozycja ukladu), zalicza sie
..d0 grupy zwigzkéw o tej typowej budowie —
uklad pier§cieniowy z laficuchem bocznym. Biolo-
giczne wlaSciwos$ci cefalosporyny C zalezg w gléw-
nej mierze od bardzo zlozonej struktury ukiladu
pierScieniowego. Przypuszczalnie przez dodanie do
ukladu pier§cieniowego metodami chemicznymi
znanymi per se, innych bocznych lancuchéw, moz-
na sporzadzié pochodne ukladu, wykazujace po-
dobng lecz zmodyfikowana, a nawet zwiekszong
aktywno$§é niz sama cefalosporyna 'C. Odkrycie
budowy cefalosporyny C typu uklad pierScienio-
wy z lancuchem bocznym oraz metod oddzielania
i izolowania tego ukladu ma bardzo duze znaczenie
w dziedzinie antybiotykéw,

Niezaleznie od cefalosporyny C istnieja pewne
jej pochodne juz wytworzone i zidentyfikowane,
w ktérych takze znajduje sie strukture typu uklad
pier§cieniowy z laficuchem bocznym. Jednym z ta-
kich zwigzkéw jest cefalosporyna C;, na ktérg po-
wolywano sie powyzej. Inne takie zwigzki opisane
sa w brytyjskim opisie patentowym nr $12.541. Sa
nimi antybiotyki bedgce przeksztalconymi produk-
tami cefalosporyny C i zaliczane do zwigzkéw ty-
pu cefalosporyny C,. Uzyskuje sie je przez dzia-
lanie na wodne roztwory cefalosporyny C slabymi,
trzeciorzedowymi zasadami, na przyktad pirydyna,
kolidyna, chmohna Jezeli uzywa sie pirydyny, to
uzyskany antyblotyk zalicza sie do zwigzkéw typu
cefalosporyny C, (pirydyna).

Zatem wediug wynalazku otrzymuje sie pochod-
ne cefalosporyny:C przez poddawanie hydrolizie
cefalosporyne C, cefalosporyny C., cefalosporyny
C, lub pochodnej ktéregokolwiek z tych zwigzkéw,
ktérej boczny lanicuch chroniony jest przez ugru-
powanie 1fi¢ odlgczajgce sie podczas hydrolizy. Hy-
drolize prowadzi sie{ do momentu, w ktérym na-
stapi odigczenie bocznego‘ laficucha | otrzymana
pochodna wyosabma sie'z mxeszamny reakcyjﬁ\e]

Szczegélme odpow1edrua ochronna grupe stano-
wi grupa’ 24 dwumtrofenylowa, inng réwniez sto-
sOwang grupg Jest grupa 2-nitro-4-karbometoksy-
lowa. Te pochoine o chronionym boeznym  lancu-
chu mozna otrzymywaé i w inny spos6b. Na przy-
klad 24-dwunitrofenylowg pochodng cefalospory-
ny C mozna otrzymywaé przez reaktje cefalospo-
ryny C z 3¥-fluoro-2,4-dwunitrobengenem, a po-
chodng 2-nitro-4-karbometoksylowa cefalospory-
ny C otrzymuje sie w czasie reakcji cefalosporyny
C z 1-fluoro-2-nitro-4-karbometoksybenzenem.

Wedlug jednej z odmian wynalazku otrzymuje
sie uklad cefalosporyny C o wzorze 1 przez pod-
dawanie hydrolizie 2,4-dwunitrofenylowej po-
chodnej cefalosporyny C az do usuniecia chronio-
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nego #tanicucha bocznego,- a uklad - pier§cieniowy
cefalosporyny C wyosabnia si¢ z mieszaniny reak-
cyjnej. We wzorze tym pozycja 7 uktadu pierscie-
niowego cefalosporyny C jest odpowiednio ozna-
czona.

Z ukladu p1er~éc1en1owego cefalosporyny c moz-
na nastepnie uzyskaé sole pochodne dziatajgc so-
lami sodowg, potasowg lub amoniowa, albo tez

~silnym kwasem. NajczeSciej stosowanymi silnymi

kwasami s kwasy mineralne, a szczegllnie kwas
solny ze wzgledu na tworzenie chlorkéw ukiadu
pier§cieniowego cefalosporyny C.

"'Wedtlug innej odmiany wynalazku sposéb otrzy-
mywania ukladu pier§cieniowego cefalosporyny C,
o0 wzorze 2 prowadzi sie poddajac cefalosporyne C,
hydrolizie az do usuniecia z niej bocznego lancu-
cha, za§ z mieszaniny reakcyjnej wyodrebnia sig
ukiad cefalosporyny C.

‘Uktad pier§cieniowy cefalosporyny C., mozna na-
stepnie przeprowadzi¢ w sole ‘pochodne, dzialajgc
silnymi kwasami, korzystnie kwasami . mineralny-
mi i zwlaszcza kwasem solnym, ktérego stosowa-
nie jest szczegblnie korzystne ze wzgledu na two-
rzenie chlork6éw ukladu pier§cieniowego cefalospo-
ryny C,. ‘

Wedlug jednej z dalszych odmian wykonania
wynalazku mprowadzi sie proces otrzymywania
ukladu pierScieniowego cefalosporyny C, o wzo-
rze 3, w ktérym R.oznacza slabg, trzeciorzedowa
zasade, jak okreS§lono w brytyjskim opisie paten-
towym nr 912.541, charakteryzujacy sie tym, ze ce-
falosporyne C lub cefalosporyne C, hydrolizuje sig
az do usuniecia z nich bocznego lancucha, za$§
z produktéw reakcji wyodrebnia sie uklad cefalo-
sporyny C,. Jednym z najwazniejszych zastosowan
tego sposobu jest otrzymywanie uktadu pierécie-
niowego cefalosporyny C, (pirydyna), przy czym R
oznacza wowecezas pirydyne.

Nalezy podkreélié, ze proces otrzymywania ukla-
du pierScieniowego cefalosporyny C, mozna pro-
wadzi¢ co najmniej dwoma sposobami. Mozna wiec
hydrolizowaé cefalosporyne C, aby otrzymaé uklad
pierScieniowy cefalosporyny C i nastepnie po zada-
niu produktéw tej reakcji stabg trzeciorzedowsa
zasadg wyosobnia sie uklad pier§cieniowy cefalo-
sporyny C,. Drugi spos6b polega na poddaniu hy-
drolizie bezpoSrednio cefalosporyny C, az do
otrzymania ukladu pierScieniowego.

Z ukladu pierScieniowego cefalosporyny Cj,

.mozna nastephie uzyskaé sole pochodne, dzialajac

silnymi kwasami, korzystnie kwasami mineralny-
mi i zwlaszcza kwasem solnym, ktéry daje chlorki
z uktadem pierScieniowym cefalosporyny Cp.
Przez odpowiednie dobranie wartoSci pH roz-
tworu mozna uzyskaé uklad pier§cieniowy w po-
staci wolnej, nie za§ w formie kwaénych soli. Moz-
na na przyklad wyodrebni¢ wolny uklad kiedy do-
prowadzi sie roztwér do warto§ci pH okolo 4,5.
NajczeSciej stosowanymi kwasami sg rozcieficzony
kwas mineralny, przy czym kwas solny uwazany
jest za najodpowiedniejszy. Innymi dogodnymi
kwasami sa kwasy sulfonowe i sulfonowane zy-
wicé polistyrenowe. Przeprowadzajgc ten proces,
zakwaszony roztwér zawierajgcy cefalosporyne C,
cefalosporyne C, lub cefalosporyne C, pozostawia
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sie az do momentu uzyskania stosunkowo wysokiej
wydajnosci ukladu p1er§c1en10wego Czas zaleiny
jest od sposobu przeprowadzama doéwiadczenia,
normalnie jednak wynosi okolo kilku dni..

 Uktad p1eréc1emowy mozna wyodrebmé Z pro-
dukt()w reakcji metodami znanymi per se, na
przyklad elektroforezgq na bibule i (lub) chromato-
grafia bibulows. Wyodrebniony przy zastosowaniu
tych metod uklad pierScieniowy identyfikuje sig
przez brak aktywno$ci antybiotycznej w zastoso-
wanych stezeniach (bibuta, na ktérej przeprowa-
dzono elektroforeze umieszcza sie na plytkach, na
ktérych znajduje sie Staphylococcus aureus
/Oxford Strain/), przy czym aktywno$é¢ pojawia sie
po potraktowaniu chlorkiem fenyloacetylu i prze-
prowadzeniu ukladu pier§cieniowego w jego po-
chodna fenyloacetylowa. Proces ten mozna dogod-
nie prowadzié spryskujac bibute najpierw roztwo-
rem - M-pirydyny w 50% acetonie, a nastgpnie
chlorkiem fenyloacetylu (1,25% objgto§¢/objgtosé)
w acetonie. Fenyloacetylowsg pochodng mozna wy-
odrebnié §rodkami chromotograficznymi i elek-
troforetycznymi.

W jednym z wariantéw wynalazku cefalospory-
ne C, stosowang do wytwarzania odpowiedniego
ukladu pier§cieniowego otrzymuje sie in situ z ce-
falosporyny C. Przy traktowaniu cefalosporyny C
kwasem, jak podano w brytyjskim opisie patento-
wym nr 912.360 otrzymuje sie cefalosporyne C,,
natomiast przy dalszym dzialaniu kwasem poza
warunkami optymalnymi dla wytwarzania cefalo-
sporyny C, osiaga sie opiymalne warunki dla wy-
tworzenia ukladu pier§cieniowego cefalosporyny
C,. Stwierdzono juz w brytyjskim. opisie patento-
wym nr 912.360, ze korzystne warunki, dla otrzy-
mywania cefalosporyny C, stwarza s;Ie przez dzia-
lanie 0,5 — 1 n kwasem solnym w.czasie krotszym
niz 1 dzien, a najdogodniejsze warunki dla wytwa-
rzania ukladu pierScieniowego cefaIOSporyny Ce
polegaja na traktowaniu cefalosporyny C 05 —
1 n kwasem solnym w ciggu 2 do 4 dni.

Przy uzyciu kwasu solnego, zwlaszcza W ‘stezeniu
okolo 0,1 — 0,3 n powstajg dogodne warunki- reak-
cji dla otrzymania ukladu pierscieniowego ‘cefalo-
sporyny C z pochodnych cefalosporyny C io chro-
nionym bocznym lancuchu. Reakcje prowadzi sig
korzystnie w organicznym rozpuszczalnikuy, mie-
szajacym sie z wodg, na przyklad w acetonitrylu.
Korzystnie jest prowadzi¢ reakcje W ciemno§ci
i w obojetnej atmosferze, na przyklad azotu.

. Warunki reakcji dla otrzymywama ukladéw
pierscieniowych cefalosporyny C, cefaxlsosporyny C.
i cefalosporyny C, z cefalosporyny C, cefalospory-
ny C, i cefalosporyny Cp moga r6znié sie znacznie
w kazdym przypadku, lecz stwierdzono, Ze ko-
rzysinie stosuje sie kwas lsolny o wartosci pH
0—2,5, w temperaturze od okolo —10°C do. +50°C,
w czasie od 12 godzin do 30 dni, przy czym warun-
ki okre§lone tymi granicami zagpewma;a uzyskanie
wysokiej wydajnosci produktéw hydrohzy Najko-
rzystniejsza z melod wymaga stosowania 0,1 n
kwasu solnego, w temperaturze okoto 20°C w ciagu
okolo 3 dni.

. W czasie dz‘alama na ceialoaporyne C kwasu
o stezeniu okreSlonym powyzej rozpoczynajg sie co
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p;ajmniej dwie reakcje: 1) hydroliza cefalospory-
ny C rozczepiajgca ‘wigzanie laczgce uklad pier-
§cienfowy z laficuchem bocznym, 2) reakcja kwasu
z czasteczky ' cefalosporyny C w wyniku k&érej
powstaje cefalosporyna C, Ponadto, kiedy utwo-
rzy si¢ w mieszaninie reakcyjnej cefalosporyna C.
rozpoczyna sie trzecla reakcja, to znaczy hydroliza
cefalosporyny C,, w czasie ktérej ulega rozbiciu
wigzanie pomiedzy ukladem piercieniowym cefa-
losporyny C. i lancuchem bocznym, Tworzy siq
réwniez pewna ilos¢ ukladu pierScieniowego cefa-
losporyny C, w wyniku dzialania kwasu na uklad
ce&alosporyny C. Jezeli na przyklad traktowanie .
cefalosporyny C kwasem ma na celu uzyskame
ukladu pierS§cieniowego cefalosporyny C, “dobiera
si¢ tak warunki reakcji, aby zapewnié utworzenie
stosunkowo duzych ilo§ci ukladu pierScieniowego
cefalosporyny C, a malych — ukladu pierscienio-
wego cefalosporyny C,. Natomiast gdy reakcje pro-
wadzi sie w celu uzyskania ukladu pierScieniowego
cefalosporyny C., to warunki reakcji dobi¢ra sie
w taki spos6b, aby ‘zapewnié utworzenie stosunko-
wo duzych ilo§ci ukladu pierScieniowego cefalo-
sporyny C,. Najdogodniejsze warunki dla reakecji
ustala sig eksperymentalnie. Stwierdzono, ze dzia-
lanie na cefalosporyne C 0,1 n HCl w temperatu-
rze 20°C w ciggu okolo 3 dni zapewnia duzg wy-
dajno$é ukladu pier§cieniowego cefalosporyny C,
natomiast duze ilosci ukladu pierScieniowego cefa-
losporyny C, uzyskuje si¢ w ‘wyniku dziatania
0,5 — 1,0 n kwasu solnego w- temperaturze 20°C
w ciggu okoto 3 dni.

‘Warunki powyzsze sg sprzeczne z danymi z ta-
beli 3 brytyjskiego opisu patentowego nr 912.360
wedtug ktérego najlepsza wydajnosé cefalosporyny
C. uzyskuje sie przy uzyciu 0,1 n kwasu solnego
w temperaturze 20°C w ciggu okelto 5.-dni;: W tym
takze:czasie utworzony we wczesniejszym stadium
ukiad pierScieniowy- cefalosporyny C zanika.-

Nalezy podkre§li¢, ze uklad pierscieniowy cefa-
losporyny C byl nie“jednym z-wykrytych kwasnych
zwiazkéw, lecz nie zdefiniowanych na Sympozjum
organizowanym 'przez Clbe, z nastepujqcych przy-
czyn:

Po. pierwsze — mozna’ u'waza(: ze po-dziataniu
na cefalosporyne C 1 n kwasem solnym w tempe-
raturze 20°C w ciggu ponad 5 dni wiaéciwie uklad
pier§cieniowy cefalosporyny C- przestaje istnieé:
Wiadomo, ze optymalne warunki #la” uzyskania
uktadu ‘pier§cieniowego cefalosporyny . C powstaja
w wyniku dzialania 0,1 n kwasu so’nego w’ ciagu
3 dni, oraz, ze okres czasu, W ktérym oirzymuje sie
znaczng wydajno§é ukladu  pier§éieniowegs jest
ograniczony. A" wigc ‘po okresie-ponad 5 'ni uklad
pierScieniowy cefalosporyny C zasadniczo nie po-
zostanie w roztworZe

Po drugie nastepne do§w1adczen1a wykazaly, ze
iloSci uktadu pier§cieniowego cefalosperyny C po-
wstale w wyniku reakcji prowadzonej nawet
w optymalnym czasie 3 dni sg niewystarczajgce,
aby daé pozytywng reakcje z ninhydryng. W op'y-
malnych warunkach uklad pierScieniowy wykryto
pbzniej ‘przez fenyloacetylacje i przez nastepna
powyzej opisang prébe aktywnofci. W Za nym
przypadku, nawet wtedy kiedy roztwér zawierajg-



48 408

7

cy uklad pierécieniowy cefalosporyny C zateZa sie
do tego stopnia, e powinna wystepowaé w wykry-
walnym stopniu pozytywna reakcja z ninhydryng
nie uzyskuje sie typowego niebieskiégo lub purpu=
rowego zabarwienia. Otrzymtue sie natomiast ko-
lor z6ltawo-brgzowy. Tak wiec uklad pier§cieniowy
tefalosporyny C nie fjest ninhydryno-pezytywny
w écislym znaczeniu tego slowa.

Uklad pierfcieniowy cefalosporyny C, ktéry zo-
stal nazwany kwasém 7-aminocefalosporanowym
ma podobng budowe przeéstrzenng do odpowiedniej
czeSci cefalosporyny C, uzyskanej przez feimenta-
cje za pomoca Cephalosporium. Mozna go zidenty-
" fikowaé przez fenyldacetylacje, dzieki nastepuja-
cym wiasciwodciom:

1. Otrzymana frakeja ukladu pierScieniowego ce-
falosporyny C wedruje w. czasie elektroforezy
‘przy wartoci pH 7 (jako rozpuszczalnik — sto-
suje sie wodny octan kdlidyny) w kierunku
anody niéco szybcié¢j niz c¢efalosporyna C.

2. Frakcja ukladu pierfcieniowego cefalosporyny
C wedru;e w kierunku anody przy wartosci pH
4,5 z szybkofcia réwna mniej wiecej polowie
szybkodci cefalosporyny C {(jako rozpuszczal-
nik — stosuje sie wodny octan pirydyny).

3.. Frakcja ulkladu pierfcieniowego cefalosporyny
C pozastaje w czasie elekiroforezy przy wartosci
pH. 4,0 (w wodnym octanie pirydyny) blisko
punktu poczqtkowego, wykazujgc stosunkowo
male przesuniecie w kierunku anody. W tych
warunkach cefalosporyna C °wedruje jeszcze
w kierunku anody prawie tak szybko, jak przy
wartoéei pH 7.

4, Po elektroforetie w* 10%-owym kwasie octo-
wym, wyeluowaniu g bibuly i hydrolizie w n HCl
w temperatutze 105°C w ciqgu 18 godzin, two-

. rzy si¢ pewna ilosé glicyny (80 ug daje plame
o podobnej intensywhokei do inteAsywhodti pla-
my powstatej po hydrolizie 50 ug cefalosporyny
), lecz nie tworzy si¢ kwas a-aminoadypino-
wy. Czasteczka cefalosporyny C nie posiada

_ bocznego laficucha.

5. Frakcja uktadu pierScieniowego cefalosporyny C
‘wykazuje podobne wartoéei Rp co n-fenyloace-
tylo cefalosporyna C (0,06—90,15) w ukladzie bu-
tanol-etanol-woda (4:1:8 abjetost). _

6. Po chromatograflii w ukladzié butanol-etanol-
weada lub po elekiroforezie i nastepnie skropie-
niu bibuly penicylinazq w roztworze 0,1% Zela-
tyny (steienie enzymu 10-krotnie wydsze ni%
wymagane do odaktywnienia pldémy 50 ug ben-
zylopenicyliny) -ofrzymuje si¢ plamg¢ o widocz-
nie niezmniejszonej aktywnofti w poréwhaniu
z aktywne#eiq uzyskana po skropieniu chlor-
kiem fenyloacetylu i pirydyna.

7. Gdy plame z cefalosporyny C na bibule sprys-
ka sie nastépiiie octanem pirydyny o wartoéci
pH 7, zawiesi nad patami roztworu 2 moli octa~
nu pirydytty w1 litr2e w ciggu 16 godzin i wy-
suszy, t6 po elekiroforezie przy wartodci pH ¥
i fenyloacetylacii pojawi sie aktywna plama
(w zwigzku z fenyloacétylowg pochodng ukladu

- pierSeieniowego cefalosporyhy C, /pirydyny/)

w polozeniu neutralnyrm oraz plama w riejscu

10

15

nieco blizej anody niZz zajmowana przez cefalo-
sporyne C.

8. Po elektrofdrezie na bibule uklad pier§cieniowy
daje z6élttawo-brgzowe zabarwienie z ninhydry-
ng, ktére nastepnie zmienia sie na szaro-ni¢<
bieskie (stwierdzono, 2e kwas 6-aminopenicyla-
nowy nie daje normalnego zabarwienia z ninhy-
dryna). Po elektroforezie bibulowej lub po
chromatografii uklad piericieniowy cefalospo-
ryny C mozna z tatwodcia wykryé (podobnie jak
cefalosporyne C) przez umhieszczenie bibuty
przed Zr6dlem Swiatla ultrafioletowego, jako
iciemng plame powsta!a w wynlku absorpcji
$wiatla. .

Uklad pierScieniowy cefalosporyny C, bedacy
laktonem odacetylowanego kwasu 7-aminocefalo-

' sporanowego, posiada réwniez budowe przestrzen-

ng podobng do odpowiedniej czebci cefalosporyny €
uzyskanej przez fermentacje za pomoca Cephalo-
sporium. Zwigzek ten moina identyfikowaé po fe-
nylo-atetylacji, dzieki nastepujgcym wlasciwos-
ciom:

1. W czasie elektroforezy na bibule w buforze
z octanu pirydyny (pH 4,5) uklad pierScieniowy
cefalosporyny C, przesuwa sie w przybliZzeniu
o te samg odleglo§¢ w kierunku katody co uktad
pier§cieniowy cefalosporyny C .w kierunku
anody. ’ :

2. W czasie elektroforezy na bibule w 10%-owym
buforze z kwasu octowego uklad pierScieniowy
cefalosporyny C, wedruje ku katodzie z szyb-
kofcig 2%'razy wiekszq niz uklad pierscieniowy
cefalosporyny C.

3. W wyniku chromatogratii prowadzonej w ukla-
dzie butanol-etanol-woda (4:1:5 objetof&) war-
tos¢ Ry pochodnej ukladu pierScieniowego ce-
falosporyny C, wynosi 0,33 w poréwnaniu
z wartofcig 0,08—0,15 dla ukladu pierécienio-
wego cefalosporyny C i 0,08 dla ukladu pierscie-
niowego cefalosporyny C,.

Uklad pierécieniowy cefalosporyny C, posiada
réwniez budowe przestrzenng podobny do odpo-
wiedniej czefci cefalosporyny C uzyskanej w czasie
fermentacji, za pomoca Cephalosporium. Cefalo-
sporyna C, (pirydyna) moze byé identyfikowana
na podstawie nastepujgcych wiasciwosci:

1. W czasie elektroforezy na bibule w buforze
z octanu pirydyny o wartofci pH 4,0 uklad
pierseieniowy cefalosporyny C, przesuwa Bie
o takq samg w przyblizeniu odleglos¢ w kie-
ruhku katody, jak cefalosporyna C w kierunku
anody. O ilé elektroforeze prowadzi sie w 10%-
-owyih kwasié octowym, uklad pieffcieniowy
cefalosporyny C, (pirydyna) wedruje dwukrot-
nie szybciej w kierunku katody niz czym to
cefalosporyna C, (pitydyna). ,

2. Uklad pierfcieniowy cefalosporyny C, (pirydy-

- na) nie ulega zniszeézeniu na skutek dzialania
penicylinazy w warunkach, w- ktérych zostaje:
catkdwicieé 2niszczone 50 ug penicyliny G.

‘3. Uklad pierfcieniowy cefalosporyny C, (pirydy-

na) réini sie na chromatogramach rozwijanych
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w ukladzie n-butanol-etanol-woda (4:1:5 obje-

to$¢) od ukladu pier§cieniowego cefalospory-

ny C.. '

Zwigzki zdefiniowane powyzej jako uklady

pierScieniowe cefalosporyny C, C, i C, sg szcze-
gélnie waznymi zwigzkami, z ktérych jako z pot-
produktéw mozna otrzymywaé dalsze pochodne
cefalosporyny IC, charakteryzujace sie aktywnos-
cig biologiczng. )
. Dalszym przedmiotem wynalazku jest sposéb
otrzymywania acetylowanych pochodnych ukladéw
pierScieniowych cefalosporyny C, C, i ICy 0 wWzo-
rze ogblnym 4, w ktérym X oznacza uktad pier$-
cieniowy -cefalosporyny C, cefalosporyny C, lub
cefalosporyny C, zwigzany z grupa R;R.CH.CO
W polozeniu 7, a R; i R, oznaczajg wod6r, grupe al-
kilowa, fenylowa, podstawiong grupe fenylowg lub
grupe o budowie R;—O—, w ktérej R; oznacza
grupe alkilowa, fenylowa lub podstawiong grupe
fenylowa i mogg byé takie same lub rézne. Spo-
s6b ten polega na traktowaniu ukladu pierscienio-
wego cefalocporyny C, cefalesporyny €, lub cefa-
losporyny C, chlorkiem acetylu o wzorze 5, w kt6-
rym R, i R, oznaczaja grupy opisane powyzej.

Zwiazki wytworzone powyzszym sposobem posia-
daja znaczng aktywno$é biologiczng. Na przyktad
fenyloacetylowa pochodna ukladu pier§cieniowego
cefalosporyny 'C posiada aktywno&é okolo 1000
jednostek/mg, przy uzyskanym dotychczas stop-
niu czysto$ci. Widmo biologiczne tego zwiazku po-
dano w przykladzie II. Stwierdzono, ze fenoksy-
acetylowa pochodna ukladu pier§cieniowego cefa-
losporyny C posiada podobna aktywno$é, co po-
chodna fenyloacetylowa, a pochodna benzoilowa,
n-propionylowa, izobutyryloacetylowa i pochodna
acetylowa réwniez wykazujg aktywnosé biolo-
giczna.

Nie okreflono jeszcze aktywnoéci- biologicznej
fenyloacetylowej pochodnej ukladu pier§cieniowe-
go cefalosporyny C, (pirydyna), lecz ze wzgledu
na to, ze cefalosporyna C, (pirydyna) jest bardziej
aktywna niz cefalosporyna C przypuszcza sie, ze
ektywnosé biologiczna fenyloacetylowej pochoidnej
ukiadu pier§cieniowego cefalosporyny Ca bedzie
wysoka.

Innymi waznymi acylowymi pochodnymi sg po-
chodne: benzyloksykarbonylowa, ‘heksanoilowa,
heksahydrobenzoilowa, p-nitrofenyloacetylowa i p-
-nitrofenoksyacetylowa.

Szczecgblnie duze znaczenie ma sposéb otrzy-
mywania fenyloacetylowej pochodnej ukladu
pier§cieniowego cefalosporyny C, ktéra jest zwigz-
kiem o wzorze 6, w ktérym to sposobie uklad
pierScieniowy cefalosporyny C traktuje sie chlor-
kiem fenyloacetylu.

Spo:6b otrzymywania fenyloacetylowej pochod-
nej ukladu pierScieniowego
0 wrorze 7, polega réwniez na traktowaniu ukladu
pier§cien’owego cefalosporyny C, chlorkiem feny-
loacatylu. )

Duze znaczenie ma réwniez sposéb otrzymywa-
nia pochednej fenyloacetylowe] ukladu pierécienio-
wego c:zfalorporyny T, o wzorze 8, w kiérym R
oznacza siabg dirzeciorzedowa zasade, podany
w brytyjskim’ opisie patentowym nr 912,541 pole-
gajacy na traktowaniu ukladu pierscieniowego ce-

efalosporyny C, °
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falosporyny C, chlorkiem fenyloacetylu: Najko-
rzystniejszym zwigziciem ukladu pierScieniowego
cefalosporyny 'C, jest uklad pierécieniowy cefalo-
sporyny C, (pirydyna). . _

'W przypadku wytwarzania fenyloacetylowej po-
chodnej ukladu pierScieniowego cefalosporyny C, -
(pirydyna) o wzorze 9, uklad pier§cieniowy cefalo-
sporyny C, (pirydyna) traktuje sie chlorkiem fe-
nyloacetylu.

Nastepujace przyklady stuzg dla wyjasnienia
wynalazku, . :

Przyktad I. Wytwarzanie kwasu 7-aminoce-
falosporanowego.

a) Wytwarzanie 1-fluoro-24-dwunitrobenzeno-
wej (FDNB) pochodnej cefalosporyny C.

31,7 g soli sodowej cefalosporyny C (85 — 80%
czystosci) rozpuszcza si¢ w 635 ml wody, zawiera-
jacej 25,5 g bezwodnego kwafnego weglanu sodu.
Do tego roztworu w trakcie mieszania dodaje sie
25,5 ml FDINB rozpuszczonego w 635 ml alkoholu
etylowego. Mieszanine wytrzgsa sie w ciemnofci,
w temperaturze pokojowej w ciagu dalszych 21/s
godziny. Stezonym kwasem solnym doprowadza sig
roztwoér do warto§ci pH = 5 i alkohol oddestylo-
wuje w prézni. W tym stadium’ zostaje oddzielony
nadmiar FDNB. Po doprowadzeniu wartoSci pH
mieszaniny do 7, przy uzyciu kwasnego weglanu
sodowego, mieszanine ekstrahuje sie 3 x /2 ml
eteru, aby usungé nadmiar FDNB i uzyskaé kla-
rowny, wodny roztwér. Nastepnie doprowadza sie
warto§¢ pH do 2,5 stosujac stezony kwas solny.
W tym stadium tworzy sie lepki osad, ktéry na-
stepnie rozpuszcza sie podczas ekstrahowania mie-
szaniny 3 x /2 objetosdci octanu etylowego. Zebrane
wyciggi octanu etylowego przemywa sie nastepnie
wodg, suszy nad bezwodnym siarczanem sodowym
i doprowadza do sucho$ci. W wyniku pozostaje
40,3 g z6itej substancji stalej. i

Préoba biologiczna, przeprowadzona na czystej
prébce dwunitrofenylowej pochodnej cefalospory-
ny C wykazuje, ze otrzymana substancja jest czy-
sta w 88%o.

b) Hydroliza kwasowa 2,4-dwunitrofenylowej
pochodnej cefalosporyny C.-

Surowa 2,4-dwunitrofenylowa pochodna cefalo-
sporyny C, otrzymana jak wopisano powyzej, za-
wiera niewielkie ilo§ci barwnych, zasadowych za-
nieczyszczen, ktére usuwa sie 'przez rozpuszczenie
substancji stalej w octanie etylu i przemycie 0,2 n
HCl. Nastepnie octan etylu suszy sie. i usuwa
w proézni. W wyniku tego postepowania ilo§é pro-
duktu stalego zmniejsza sie¢ z 10,1 g do 9,7 g. -

9,7 g DNP pochodnej cefalosporyny C rozpuszeza
sie w mieszaninie 100 ml acetonitrylu, 65 ml wody
i 3¢ ml n kwasu solnego. Roztwor pozostawia s_ie,
w ciemnos$ci, w temperaturze pokojowej, w atmo-
sferze azotu w ciggu 64 godzin. Nastepnie de roz-
tworu dodaje sie 200 ml wody i calo§é ekstrahuje
5 x 100 ml octanu etylu. Pozostaly uwod'nimny

'(270 ml) kwas T7-aminocefalosporanowy Joprowa-.

dza sie nastepnie do wartosci pH = 7,2 nasyconym -
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roztworem kwaénego weglanu sodowego i oz1eb1a
do temperatury 0°C. ' , (

..€) Wydzielenie kwasu - 7-é1i1i.tiocefalos1§oranbwe-
. go III (T-ACA).

_.Po_hydrolizie i ekstrakcji octanem etylu, tak jak
podano w punkcie b), pozostaje kwasny roztwor
zawijerajacy glownie T-ACA i 7-ACA (lakton). Roz-
twér ten doprowadza sie do 'wartoSci pH 6,7
i wprowadza do kolumny Dowex 1 (Cl-). Lakton
- ACA przeplywa przez kolumne i  pojawia sie
w przesaczu z kolumny. Po przemyc1u wodg 7-ACA
mozna wyeluowaé uzywajgc 0,05 n kwasu solnego
Frakc-Je zaWIera]ace 7-ACA tworzg krystaliczny
osad, ktéry wydaje sie byé. am'foteryczna, forma
tego zwiazku, podczas gdy wiekszosé T-ACA' po-
zostaje w roztworze, jako chlorowodorek. -Widmo
ciala statego w podczerwieni podane. zostalo mna
wykresie . fig. 1. Roztwory chlorowodorku mozna
fenyloacety‘lowaé w celu otrzymama benzylocefa-
losporyny.

d) Przewkszftalceme rozpuszczonego kwasu 7-ami-
nocefalosporanowego w jego fenyloacetylowa po-
chodng (benzylocefalosporyna),

. Do ochtodzonego wodnego roztworu otrzymanego

w punkcie b) dodaje sie¢ 300 ml acetonu, zawiera-
jgcego 3 ml chlorku fenyloacetylu. Wartosé pH
roztworu, ktéra ulegla obnizeniu, ponownie spro-
wadza sie do .7. Roztwér pozostawia sie na 1 go-
dzing, aby temperatura jego osiggnela wysoko$é
temperatury pokojowej. Nastepnie aceton usuwa
sie przez destylacje 'w prézni.. Objetos¢é wodnej po-
zostatoSci wynosi obecnie 325 mi, warto§é pH = 5,9.
Pozostato§é te ekstrahuje.sie jeszcze 2 x 150 ml
benzenu, aby usungé resztki mie oddestylowanego
acetonu. PPo doprowadzeniu wartoSci pH do 3,3,
przy uzyciu syropu kwasu fosforowego, roztwér
jeszcze dwukrotnie ekstrahuje sie benzenem (2 x
x 150 mil benzenu). Przy tej wartoSci;pH nadmiar
kwasu fenylooctowego zostaje wyekstrahowany,
za§ w rozfiworze, pozostaje benzylocefalpsporyna.
W celu zakonczenia ekstrakcji warto$§é¢ pH roztwo-
ru, ktéra podniosia sie do 3,8 obniza sie do 3,3
i przeprowadza jeszcze trzykroinije ekstrakcje ben-
zenem (3 x 150 ml). Nastepnie powoduje sie obni-
zenie wartoSci pH roztworu do 2,5 uzywajac kwasu
fosforowego i roztwér ekstrahuje sie 3 x 150 ml
octanem etylu. Polgczone wyciggi przemywa sig
2 x 30 ml wody i po wysuszeniu nad bezwodnym
siarczanem sodowym wodparowuje w @\)‘r‘éini_‘ do
2—3 m]l. Dodanie 10—15 objetosci eteru naftowego
60—80°C .powoduje wytirgcenie si¢ z6ttawego ciala
stalega (97 mg), ktére odwinowuje si¢, przemywa
kilkakrotnie eterem naftowym (40—60°C), a nastep-
nie suszy w eksykatorze prézniowym. Nastepnie
cialo stale -rozpuszcza siq ponownie.w 2 m] octanu
etylu. i dodaje, do niego 10—15 ObJet0§c1 eteru Po—
wioduje. to wytraceme matej ilosci c1a1a stalego,
ktére sie usuwa.

Po, od'parowamu mleszanmy erteru i octanu etylu
odzyskuje sie, "2 mg ciala staleugo.,v Nastepnie mie-
sza sig otrzymany produkt z 20 ml wody, w kto-
rej nie bardzo sie on rozpuszcza i miareczkuje n/10
roztworem ‘wodorotlenku. sodowego . do wartoSei
pH 6; podczas miareczkowania roztwér nalezy
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energicznie mieszaé. Niewtielkie ilo§ci nierozpusz-
czalnych substancji usuwa sie przez sgczenie, za$
z wodnego roztworu [po wysuszeniu w -suszarce
sublimacyjnej pozostaje do$é lepkie cialo state.
Substancje te rozpuszcza si¢ w minimalnych ilo§-
ciach mieszaniny acetonu z wodg 9:1 (~ 1 ml).
Wytraca sie klaczkowaty osad w postaci drobnych
bezbarwnych igielek (31,2 mg). Dalsze oczyszczanie
przeprowadza sie ponownie rozpuszczajac uzyska-
ny zwigzek w uwodnionym acetonie i wytracajac
go w postaci osgdu po ‘dodaniu bezwodnego ace-
tonu.

WtiasciwoS$ci fizyczne krystahczne; soli sodowej
benzylocefalosporyny.

Przy ogrzewaniu s6l sodowa ciemnieje i rozkia-
da sie poczgwszy od temperatury 160° C (a) D28 4
+ 122° (c 1,2 w wodzie) U. V. w wodzie:

1%

Amax. 259 mu E;° " 190

‘ , 1% .
Jmax. 234 my E| om 1385

Widmo w podczerwieni w zawiesinie cieklej pa-
rafiny o nazwie handlowej ,nujol”, przedstawia
fig. 2. Chromatografia- ma bibule: Zastosowany
ukitad rozpuszczalnikowl butanol-etanol-woda
(4:1:5). Go6rna faza tej mieszaniny zostata przenie-
siona na bibule Whatman’a nr 1 buforowang do
wartio§ci pH #6,0.

Rp 0,66 — 0,67

Elekitroforeza: S61 sodowa benzylo-cefalosporyny
wedruje w kierunku anody w [przyblizeniu z ta
samg szybkoscig co penicylina G w buforze octanu
kolidyny o warto$ci pH 7.

Aktywnio§¢ kwasu T7-fenyloacetoamidocefalospo-
ranowego W stosunku do réznych bakterii podano
przy zastosowaniu techniki ,rozcieficzern probdow-
kowych”. Organizmy - rosngce na bulionie odzyw-
czym z wyjatkiem, gdy podano inaczej zaszczepia-
no w prob6éwkach zawierajacych 2 ml Srodowiska.
Zaszczepione ilo§ci — to 0,1 ml z 1/100 rozcienczo-
nej calonocnej kultury na bulionie. Inkubacje pro-
wagzono 'w. temperaturze 37°C w ciggu 48 godzin.

Wyniki wyrazono jako minimum stezenia inhi-
bitora w ug/ml.

Organizm Szczep Srodowisko  Minimum
stezenia

inhibitora

w pug/ml

Staph. aureus 1 Bulion odzyweczy 0,28
2 » . 0,07

3 »” ' 0,28

4 » ' 0,14

Staph. aureus 5 Bulion odzywczy 0,38
6 » » 0,38

X - ' 1,14

8X ” " 0,57

9 ”» » 0,57

10 s » 1,14

11‘ . . . 0,28

12X » ’ 1,14
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Organizm Szczep Srodowisko Minimum
stezenia
inhibitora
w ug/ml
13 ” . 0,57
14 " . 2,28
15 ” ” 0’28
16X » » 0,56
17 ” ” 0,28
18X » » 1,14
19X » ” 0,57
20 ” » 0,75
21X » » 3,0
22x ” ”» 3’0
: 23 ” » 3,0
Micrococcus flavus 1 » ” 0,56
Sarcina lutea — ” " 2,2
Streptococcus Napar z mézgu
i serca
haemolyticus 2 + 10% surowicy 0,14
3 » » 0,28
4 ” ” 0,14
Streptococcus
agalactiae — » ”» - 0,14
Streptococcus
dysgalactiae — » » 0,07
Corynebacterium Bulion odzywczy
-pyogenes J— + 10%0 surowicy 0,07
Corynebacterium
coryzae —_— » ”» 0,14
Bacillus subtilie = — Bulion odzywczy 0,07
Bacillus
megatherium - » 0,56
Nelisseria Bulion odzy'wczy
catarrhalis 1 + 10% surowicy 0,28
2 » » 0,28
Haemophilus »Bordet gengou”
agar -+ 10% .
pertussis 1 krwi owcy' >15
2 » ” >15
3 » >15
Escherichia coli 1 Buhon odzywczy 61
Aerobacter
aerogenes 2 » S ]
Klebsiella
pneumoniae —_ ” » 15
Salmonella typhi — .5
Samonella \
typhimurium — » » 61
Samonella
meloagidis -— ” ” 122
Sameonella
heidelburg —_ ” ” >122
Shigella flexneri — » ” >122
Proteus vulgaris — " » >122
Vibrin cholerae - ” » 15 -
Saccharomyces Bulion oditywczy
cerevisiae — + 2%eglukoza Korthof'a
+ 10°e surowicy>122
Leptospira pomona — ” ” 20
Leptospira ictero- k :
‘haemorrhagiae — ” " 10

10

13

. 4
Szczepy Staphylocoqcus aureus oznaczone X sg
odporne na wigcej niz 200. ug/ml benzylopenicyliny.

Przyktad II. Otrzymywanie -ukladu piercie-
niowego cefalosporyny C z cefalosporyny C.

2 g soli sodowej cefalosporyny C ro2puszcza sie
w 30 ml wody, doprowadza do wartoSci pH = 2,5
przez dodanie Dowex 50 x 8 (Ht), Zywice odsgcza
sie i przemywa 10 ml wody i do polgczonych prze-
szgezy i wody z przemycia dodaje sie 10,2 ml
n HCL Roztwér ‘przechowuje sie w ciggu 3 dni
w temperaturze 20°C i nastepnie wprowadza na
kolumne Dowex 1 (forma octanowa) o wymiarach
2,1 em $rednicy x 7 cm 'wysokoS$ci. Perkolat zbiera
sie w formie 5 ml frakcji (1 — 12), a kolumne elu-
uje si¢ wodg az do momentu zebrania 34 frakcjl.
Nastepnie rozpoczyna si¢ eluowanie 0,5 n fwasem
octowym i zZbiera dalsze 66 Irakcn Dla kazde:r
frakcji mierzy sie ekstynkcje przy 260 mu. - o

Frakcje 2 — 16 zbiera si¢ razem i zateza W préd-
ni do chwili oddzielenia w formie krystalicznej ce-
talosporyny C, (312 mg). Frakcje 36 — 45 zawie-
rajq najwiecej ukladu pierécieniowego cefalospo-

© ryny C, ktéry tworzy aktywng fenyloacetylowg po-

45

chodng. Wymienione frakcje zbiera sie razem i su-
szy w suszarce sublimacyjnej. Otrzymuje sie 40 mg.
Po fenyloacetylacji substancja ta wykazude w sto-
sunku do Staph. aureus 250 jednostek aktywnoéci
na mg produktu poczatkowego.

Ten nowy zwigzek nastepnie oczyszczono przez
zastosowanie do odpowiednich frakecji z kolumny
Dowex 1 (octan) metody elektroforezy. Elektrofo-
reze przeprowadzano w przyrzgdzie ,Beck-
man/Spinco Model CP” do cigglej elektroforezy
bibulowe]j. Stosowany bufor otrzymano dodajgc
pirydyne do 0,05 n kwasu octowego do momentu,
gdy wartoéé pH buforu wzrosta do 4,0. Urzgdzenie
zasilano stalym pragdem o natezeniu 40 mA i na-
pieciu 880 v. Prébke w 20.ml buforu doprowadzano.

na bibute podczas 24 godzin i zbierano 32 frakcje,
numerujgc od katody (1) do anody (32). Objetosé
kazdej frakicji wynosila okolo 12 ml Na korficu do-
§wiadczenia bibule spryskiwano ainhydryns. Pp
spryskaniu pojawialo sie wyraZne pasmo substan-
cji, charakteryzujgce sie bardzo mala ruchliwoécig,
splywajgce z bibuly w 13 — 15 frakcjach, pasmo
silnie kwaénej subbtanciji, wyplywajace blisko ano-
dy i niewyraZne do#¢ pasmo produktu (odpowiada-
jacego kwasowi a-aminoadypinowemu), ktére po-
ruszalo sie w kierunku anody i spiynelo z bxbuty )
we frakcji 24.

W celu okreélenia pozycji nowego z‘wigzku na-
kroplono go na bibute w postaci plam (10 x 10 ,ul),'
a nastepnie bibule a(prys'kan-o M-pimdm,
w 50%e-owym acetonie, a po tym 2%-owym chior- .
kiem fenyloacetylu w acetonie. Po zetknieciu- bi-
buly z piytkami, na ktérych obecny jest Stnph.'
aureus i po dalszeJ inkubacji, znaleziono wyraina
strefe zahamowama wzrostu m:l,k,roqrgani;m,u»
w pozycji odpowiadajgce] cf.rahcj'l 22 1 mniejszg-
strefe zahamowania - W Mchi odpow!adajgcej
frakcﬂl 23. ’
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Po wysuszeniu przez wymrozenie- frakcji 22 po-
zostaje reszta, ktéra jednakze jak okazuje sig jest
zbyt mala, aby mozna j3 dokladnie zwazyé.
W ultrafiolecie, obserwuje sie splaszczenie wykre-
su ,,plateau” przy 260 mu w widmie absorbcyjnym
wodnego roztworu produktu, Catkowita wage (43 u9)
produktu loszacowano na podstawie ekstynkcji przy
tej diugosci fali, przy zalozeniu, ze cigzar czgstecz-
kowy substancji badanej jest taki jak kiwasu 7-ami-
nocefalosporanowego, za$ ekstyncja molowa taka
sama jak cefalosporyny C. Produkt fenyloacetylo-
wano w 'wodnym acetonie, zawierajacym bufor
fosforanowy o wartosci pH 6,5. Aktywno§¢ feny-
loacetylowej pochodnej w stosunku do Staph.
aureus odpowiada ‘1450 jednostkom na mg pier-
wotnego produktu. Cefalosporyna C wykazuje
w. stosunku do tego samego organizmu aktywnosé
réwng 8 — 10 jednostkom na mg.

" )Grupa aminowa kwasu 6-aminopenicylanowego

(wkiad. pierScieniowy penicyliny) wykazuje stosun-
kowo staba zasadowo$é, punkt izoelektryczny tego
zwigzku- jest przy wartosci pH 4,3 (Batchelor, Doy-
le, Naylor. i Rolinson, 1959). Jest to zrozumiale, po-
niewaz grupa aminowa znajduje si¢ w pozycji g do
obu ugrupowaii CON i CH-S-. Z podobnych wzgle-
déw grupa aminowa kwasu 7-aminocefalosporano-

_ wego. powinna byé stabo zasadowa i zwigzek ten
powinien wedrowaé w kierunku anody, przy ‘war-
tosci pH 7. Wladciwo§ei nowego zwigzku otrzyma-
nego z cefalosporyny C (opisane na szpaltach 3 i 4)
wskazujg, Ze jest to- istotnie kwas. 7-aminocefalo-
SPOranowy,

“Przyktad III Otrzymywanie kwasu 7-fenylo-
acetamidocefalosporanowego,

S61 sodowgy cefalosporyny 'C traktuje sig rozcien-
czonym kwasem solnym, w temperaturze pokojo-
wej w sposéb powyzej opisany. Powstaly roztwoér,
zawierajacy kwas T-aminocefalosporanowy i inne
produkty uzyskane przy lagodnym kwasowym roz-
padzie cefalosporyny C, zobojetnia sig¢ i buforuje
przy. wartoéci pH = 7,0, uzywajac roztworu kwas-
nego weglanu sodowego w atmosferze CO,. Powoli
dodaje sie. chlorku fenyloacetylu w acetonie (1,2
réwnowaznika 'w stosunku do ilo§ci uzytej cefalo-
sporyny C) do zobojetnionego roztworu, ktéry
uprzednio ozigbiono do temperatury 0°C i zmiesza-
no z odpowiednia iloscia aceton‘ﬁ aby po dodaniu

roztworu chlorku fenyloacety'lu fkoﬁco'we stezenie

acetonu wynosilo 50%. Nastepnié * po wplywle 1 go-
dziny WartOSé pH mieszaniny sprowadza sie do 5,0
(elektroda szklana), aceton za§ usuwa w prézni. Po

obnizeniu wartosci pH do 2,0 ek§trahu3e sie octa-
nem butylowym kwas T7-fenyloacetoamidocefalo-
sporanowy razem z N—,fenacetylocefalosporyna C.
i N-fenyloacetylocefalosporyna C. Octan '\butyl'owy
oddziela sie i ponownie ekstrahuje woda, po dopro-
wadzeniu wartoSci pH do 5,0 przez dodanie zasady:
Wodny ekstrakt suszy si¢ przez wymrozenie. Po
przeprorwadzemu chromatografii na bwbule W roz-
tworze n-butanol-etanol-woda 1(4:1%5 objetosci)
150 ug otrzymanego produktu stwierdzono, ze Zzi-
wiera on trzy aktywne wiobec Staph. aureus skiad-
niki (patrz fig. 1). Giéwnym aktywnym skladni-
kiem byt kwas 7-fenyloacetamidocefalosporanowy.
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Pozostalymi aktywnymi skladnikami tylko czeScio-

‘wo wyekstrahowanymi octanem butylowym byty

N—fexiyloacetylocefalosporyna C. i N-fenyloacety-
locefalosporyna. C.

Kwas T-fenyloacetamidocefalosporanowy oddzie-
la sie od innych aktywnyc¢h skladnikéw surowej
mieszaniny (17 jednostek/mg wobec Staph. aureus)
stosujgc metode chromatografii na kolumnie z rol-
ki bibuly Grycksbo (LKB — Produkter — Sweden)
i rozdzielenie w przeciwpradzie.

Eluowanie tego zwigzku z kolumny bibulowe]
przeprowadza sie przy uzyciu n-butanolu nasyco-
nego woda. We wstepnym doswiadczeniu uzyskano
z kolumny s61 sodowg kwasu 7-fenyloacetamido-
cefalosporanowego w postaci proszku wykazujace-
go aktywno$§é 167 jednostek/mg. Zwigzek ten nie
byt jednak czystym produktem.

Wistepne rozdzielanie 'w przeciwprgdzie przepro-
wadzono w dwoéch ukladach rozpuszczalnikéw.
Pierwszy uklad skladat si¢ z réwnych -objetoSci
octanu butylowego i 1% kwasu octowego (rozpusz-
czalnik I), drugi za$§ z n-butanolu i buforu z 0,05 M
fosforanu sodowego o wartosci pH 6,0 (rozpuszczal-
nik II). Po oSmiu przeniesieniach w rozpuszczal-
niku I (10 ml g6érna warstwa i 20 ml dolna war-
stwa) stezenie kwasu 7-fenyloacetamidocefalospo-
ranowego osigga maksimum pomiedzy probéwka
6 i 7, podczas gdy inne aktywne skiadniki znajdo- .
wano w probéwce 0 i 1. Material odzyskany z pro-
béwki 5, 6 i 7T wykazuje aktywnos$é okolo 50 jedno-
stek/mg. Po przeprowadzeniu chromatografii bibu-
towej tego materialu w uktadzie n-butanol-etanol-
woda (4:5:1 objetoSciowo) stwierdzono, ¢e jedyna
obecng aktywng substancjg jest kwas 7-fenyloace-
tamidocefalosporanowy.

Po 8 przeniesieniach w rozpuszczalniku II (obje-
to$é kazdej warstwy 20 ml) zawarto§¢ fenyloaceta-
midocefalosporanianu sodu jest najwieksza pomie-
dzy 3 i 4 probdwka, lecz wiekszo§¢é pozostalego ak-
tywnego materialu pozostala '‘w probdéwce 0.

RKwas T-fenyloacetamidocefalosporanowy wedruje
w kierunku anody z prawie takg samg szybko$cig
jak penicylina G, podczas przeprowadzania elek-
troforezy na bibule w buforze octanu kolidyny
o wartosci pH 7,0. W wyniku inkubacji z uwodnio-
nag pirydyng w temperaturze 37°C, kwas fenylo-
acetamidocefalosporanowy wprzeksztalca sie cze-
Sciowo w aktywna pochodng typu cefalosporyny
Ca (pirydyna). Podczas elektroforezy przy warto-
§ci pH 7,0 pochodna ta zachowuje sie jak substan-
c¢ja obojetna..

Kwas T-fenyloacetamidocefalosporanowy (okolo
10 ug) nie jest odaktywniony ‘w znacznym stopniu
na 'skutek dzialania roztworu penicylinazy, zawie-
rajgeego 10 krotnie wiekszg ilo§¢ enzymu niz ta,
ktéra mnalezy uzyé, aby catkowicie dezaktywowaé
w podobnych warunkach 50 ug penicyliny G. '

Przyklad IV, |0trzyinywanie ukladu pier§cie-
niowego cefalosporyny €, (pirydyna) z cefalospo-
ryny €, (pirydyna).

Cefalosporyne C, Ipirydyna) przechowuje sig
wo,l n lub n HCl w temperaturze pokojowej
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w ciggu 3 lub wiecej dni. Po przeprowadzeniu ana-
lizy produktéw reakcji za pomocy elektroforezy na
bibule w buforze z.octanu pirydyny , o wartosci
pH 4,0 i nastepnym przylozeniu bibuly do plytek
agarowych, na ktérych zaszczepiony jes} Staph.
aureus, pojawia sie pojedyncza aktywna strefa,
dzieki obecno$ci miezmienionej cefalosporyny C4
(pirydyna). Cefalosporyna C, (pirydyna) zachowuje
sie tak, jak gdyby nie posiadata adunku przy war-
tosci pH 4,0. Jednakze, gdy podwdjne pasma bi-
buly spryska sje roztworem M-pirydyny
w 50 -owym uwodnionym acetonie i 0,125%
chlorkiem fenyloacetylu w suchym acetonie, to po-
jawi sie ma zaszczepionych Staph. aureus szlakach
dodatkowa .aktywna strefa, dzieki obecno$ci pro-
duktu fenyloacetylacji ukladu pierScieniowego ce-
falosporyny C, (pirydyna). Przy wartoSci pH 4,0
uklad pierScieniowy cefalosporyny C, zachowuje
sie jak zasada. Uklad pierScieniowy cefalosporyny
C, przesuwa sie w kierunku katody o nieco wigk-
szg odleglosé niz cefalosporyna C w kierunku ano-
dy (w tym samym do§wiadczeniu). Uklad pierScie-
niowy wcefalosporyny C,, wpodczas elektroforezy
przy wartoéci pH 7 pozostaje w pozycji neutralnej.
To zachowanie jest zgodne z oczekiwanymi. wiasci-
wosciami ukladu pierScieniowego cefalosparyny Ca
(pirydyna). Zwigzek o podobnych wtlasciwosciach
tworzy sie przy inkubacji ukladu pierScieniowego
cefalosporyny C z 2 M-octanem pirydyny . przy
wartoéci pH 7 w ciggu 16 godzin i po fenyloacety-
lacji daje aktywng fenyloacetylowg pochodng. Po
przebadaniu wiaSciwoSci ukladu pierScieniowego
fecalosporyny C, otrzymanego wediug powyzsze]
metody stwierdzono, ze zgadzajg si¢ one z wlasci-
woS$ciami opisanymi powyzej.

Przyklad V. Otrzygmywanie ukladu pierScie-
niowego cefalosporyny C. z cefalosporyny C,.

Cefalosporyne C (50 mg) pozostawia sie w 1 n
lub 0,5 n HCl (1,33 ml) w temperaturze 20°C na
okres 2 — 3 dni. W tych warunkach kwas 7-ami-
nocefalosporanowy pojawiajacy sie po 24 godzi-
nach w roztworze n HCl zanika po trzech dniach.
Po czterech dniach aktywna strefa ujawniajgca sie
w wyniku fenyloacetylacji .ukiadu pier§cieniowego
cefalosporyny C jest jeszcze blisko warto§ci mak-
symalnej, przy czym pozostajg tylko §lady cefalo-
sporyny C,. Okazuje sie, ze uklad pierScieniowy
cefalosporyny C, jest stosunkowo kwasoodpornym
koficowym produktem serii aktywnych lub poten-
cjalnie aktywnych pochodnych, utworzonych
w wyniku traktowania cefalosporyny C kwasem
w tagodnych warunkach.

Uklad piersScieniowy cefalosporyny C. tworzy sig
takze gdy cefalosporyne C pozostawia sie w obec-
nos$ci réwnej wagowo iloSci zwilzonego wymienia-
cza jonowego zywicy Dowex 50x 8 (—HT), w tem-
peraturze 20°C w ciggu 15 — 48 godzin. Podwodjne
pasma z jonograméw  rozwinigtych w. kuforze
z octanu pirydyny o wartoSci pH 4,5, ktére badZ
spryskano chlorkiem fenyloacetylu, i nastepnie
przeprowadzono test biologiczny lub;.ispryskano
ninhydryna, wykazaly, .Ze polozenie. ukladu pier-
Scieniowego cefalosporyny C, odpowiada, 2z6ltej
strefie na pasmach spryskanych ninhydryna.
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. . Aktywno§é ykladu. pierScienipwego . -cefalosppry-
ny C, utworzonego w wyniku dzialania n HCl.na
400 ug cefalosporyny C. mie jest wyraZnie naru-
szana . dzialaniem penicylinazy w warunkach,
w ktérych calkowicie rozklada sie 50 ug penicy=
liny G. .

Przyktad VI

a) Acy'lorwahie kwasu T7-aminocefalosporanowe-
go na bibule.

Prébki (kazda 200 ug) surowego produktu, ukladu
pierscieniowego cefalosporyny C poddaje sig¢ elek-
troforezie ma bibule w buforze z octanu pirydyny
o wartoéci pH 4,5, przy napieciu 14 volt/cm, w cig-
gu 2 godzin.

Pasma bibuty, wzdiuz ktérych wedrowala kazda
probka wycina sie i spryskuje najpierw M-piry-
dynag w 50°%-owym (objetosé/objetosé) acetonie, na-
stepnie za§ roztworem okres§lonego chlorku kwaso-
wego (0,1 ml) w acetonie (8 ml). Pasma bibuly
umieszcza sie na szalkach zaszczepionych Staph.
aureus i przeprowadza bicauograf w sposéb opisa-
ny w przykladzie I. W kazdym przypadku, strefy
zahamowania pojawiaja sie¢ w tej samej odleglosci
od punktu poczatkowego (1,6 cm w kierunku ano-
dy), przy czym ich polozenia zgadzaja sie z polo-
zeniami uzyskanymi przy wedréwce uktadu pier-
§cieniowego cefalosporyny C. W ten spos6b otrzy-
muje sie pochodne fenyloacetylowe, fenoksyacety-
lowe, n-propionylowe, acetylowe i izobutyrylowe
ukladu pierécieniowego cefalosporyny C. Strefy
zajmowane przez fenyloacetylowe .i fenoksyacety-
lowe pochodne ukladu pierScieniowego posiadaja
$rednice okolo 3,5 cm, natomiast strefa zajmowana
przez pochodng propionylowa ma S$rednice okolo
2 cm. Strefy zajmowane przez pochodne acetylowe
i izobutyrylowe sg okre§lone, chociaz sg bardzo
male.

b) Acylowanie kwasu 7-aminocefalos\poranowe-
go w roztworze.

Prébke (4 mg) surowego ukladu pierScieniowego
cefalosporyny C rozpuszcza sie w 50 ul roztworu
sporzadzonego przez dodanie 1 ml pirydyny do 5 ml
wody. Do prébek (10 ul) roztworu ukladu pierscie-
niowego dodaje sie 10 x4l roztworu okreS§lonego
chlorku kwasowego w acetonie. (Roztwory chlorku
k'walsowergo qporzadza sie dodajac do 10 ml aceto-
nu . pdpowiednio 0,68 ml chlorku fenoksyacetylo-
wego, 0,62 ml chlorku fenyloacetylowego, 0,56 ml‘
chlorku benzoilowego i 0,37 ml chlorku n-propio-
nylowego). Mieszaniny umieszcza sie na 15 minut
w temperaturze pokojowej, w razie potrzeby roz-
cieficza i & wl prébki nakrapla na bibule w celu
przeprowadzenia elektroforezy lub chromatografii.

Chromatogramy bibulowe rozwija.sie ‘w tempe-
raturze pokojowej w.pctanie etylu, nasyconym bu-
forem z wodnego oc¢tanu sodu (0,1 M w stosunku do
sadu) p wartosci pH. 5,4, |B1bu1e -uprzednio przygo-
towuje sie zanurzajac; w, buforz.e i suszac w stru-
mieniu powietrza w temperaturze pOkOJOWE] (bi-
buly uzywa sie natychmiast . po wyschnjgciu).
W tym ukladzie czolo i‘ozpu‘szciallnika osiagga ko-
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niec bibuly juz o upltywie okolo 3 godzin, jednakze
chromatogram rozwija sie jeszcze przez 'dalsze 18
godain. :

Aktywnosé pochodnych acylowych mierzy sie
przy uzyciu Staphylococcus aureus. Stwierdzono,
ze aktywno$é pochodnej fenoksyacetylowej jest
zblizona do aktywno$ci pochodnej fenyloacetylo-
wej, przy czym aktywno§é pochodnej n-propiony-
lowej jest znacznie mniejsza, za§ pochodne ben-
zoilowa, izobutyrylowa i acetylowa wykazujg okre-
Slong, lecz stabg aktywnosé.

Stwierdzono, ze wszystkie te pochodne przesu-
wajq sie podczas elektroforezy na bibule przy war-
tofci pH 4,5 o podobng odleglo§é w kierunku anody,
a polozenie ich ujawnia sie po wykonaniu bioauto-
grafii. Odlegloéé o jakg te zwigzki przesunely sie
w kierunku anody, zblizona jest do odleglo$ci uzy-
skanefj przy wedréwcee cefalosporyny C i benzylo-
penicyliny.

Pochodne fenyloacetylowsa, fenoksyacetylowsg
i n-propionylowa ukiadu pier§cieniowego cefalo-
sporyny C mozna rozréini¢ po przeprowadzeniu
chromatografii bibulowej w ukladzie buforowym
octan etylowy i octan sodowy, jak opisali Hale,
Miller i Kelly (Nature 1953, 172, 545). Tabela 1
przedstawia wartofci Rp réénych pochodnych spo-
krewnionych z benzylopenicyling (fenyloacetylowa
pochodna kwasu 6-aminopenicylanowego). Wzgled-
ne wartosci Rp oznaczono symbolem R fenyloace-

tylo-6-APA.
Tabelal
Pochodna R fenyloacetylo-6-APA
n-propionylo-7 ACA 0,18
fenyloacetylo-7 ACA 0,46
fencksyacetylo-7 ACA 0,51
. n-propionylo-6 APA '
(etylopenicylina) 0,43
fenyloacetylo-6-APA
(benzylopenicylina) 1,60
fenoksyacetylo-6 APA
(fenoksymetylopenicylina) 1,07
a-fenoksypropionylo-6-APA
(a-fenoksyetylopenicylina) 1,20

N-acylowe pochodne kwasu 7-aminocefalospora-
nowego reagujgc z uwodnjong pirydyna w zakre-
sie warto§ci pH 7 tworzg aktywne zwigzki typu Cy
o wzorze 3. W czasie elektroforezy na bibule przy
wartosciach pH 4,5 lub 7,0 zwigaki te (C,) zacho-
wujg si¢ tak, jak gdyby nie posiadaly ladunku, pod-
czas gdy same N-acylowe pochodéie wedrujg w kie-
runku anody. ks

Zasirzezenia patentowe

1. Spos6b otrzymywania pochodnej cefalospory-
ny C, znamienny tym, ze cefalosporyne C, ce-
falosporyne C, i cefalosporyne C, lub pochod-
ng kazdego z .tych zwigzkéw, w ktérych lah-
cuch boczny chroniony jest przez ugrupowania
nie oddzielajgce sie od niego podczas hydrolizy,

poddaje sie hydrolizie az do usunigcia bocz-.

nego lancucha, za§ dang pochodng wyosabnia
sie z mieszaniny reakcyjnej.
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Sposéb wedlug zastrz. 1, w przypadku wytwa-
rzania ukladu pier§cieniowego cefalosporyny C
o0 wzorze 1, znamienny tym, ze poddaje sie hy-
drolizie 2,4-dwunitrofenylowa pochodng cefa-
losporyny C.
Spos6b wedlug zastrz. 2, znamienny tym, ze
hydrolize prowadn sie przez traktowanie kwa-
sem,
Sposéb wediug zastrz. 3, znamienny tym, ze
stosuje sie rozcieficzony kwas mineralny.
Spos6b wedlug zastrz. 4, znamienny tym, ze
stosuje sie rozcieficzony kwas solny.
Sposéb wedlug zastrz. 5, znamienny tym, ze
stosuje sie rozcieficzony kwas solny o stezeniu
0ln—03n.
Sposéb wedlug zastrz. 2 — 6, znamienny tym,
2e reakcje prowadzi sie w obecno$ci rozpusz-
czalnika mieszajgcego sie z woda.
Spos6b wedtug zastrz. 7, znamienny tym, ze
jako rozpuszczalmk mieszajgcy s1e z wodg sto-
suje sie acetonitryl.
Sposéb wedtug zastrz. 2 — 8, znamienny tym,
e reakcje prowadzi si¢ 'w obojetnej atmosfe-
rze.
Sposéb wedlug zastrz. 9, znamienny tym, ze
jako obojetng atmosfere stosuje sie azot.
Spos6b wedlug zastrz.- 1 — 10, w przypadku
wytwarzania soli pochodnej ukladu pier§cie-
niowego cefalosporyny C, znamienny tym, ze
uklad pier§cieniowy cefalosporyny C traktuje

. sie solg sodows, potasowg lub amoniowg albo

12.

13.

14.

15,

16.

117.

18.

19.

mocnym kwasem.

Sposéb wedtug zastrz. 11, w przypadku wytwa-

rzania pochodnej ukladu pier§cieniowego cefa-
losporyny C w postaci soli kwasu mineralnego,
znamienny tym, ze uklad piers$cieniowy cefalo-
sporyny C traktuje sie kwasem mineralnym.
Spos6b wedlug zastrz. 11, w przypadku wytwa-
rzania chlorowodorku pochodnej uktadu pier-
§cieniowego cefalosporyny C, znamienny tym,
ze uklad pierScieniowy cefalosporyny C trak-
tuje sie kwasem solnym.

Spos6b wedlug zastrz. 1, w przypadku wytwa-
rzania ukladu pier§cieniowego cefalosporyny
C, 0 wzorze 2, znamienny tym, ze poddaje sig
hydrolizie cefalosporyne C,.

Sposéb wedtug zastrz. 14, w przypadku wytwa-
rzania pochodnej cefalosporyny C, w postaci
soli mocnego kwasu znamienny tym, ze ukiad
pier§cieniowy cefalosporyny C. traktuje sie
mocnym kwasem.

Spos6b wedlug zastrz. 15, znamienny tym, ze
jako mocny kwas stosuje sie kwas solny.
Spos6b wedlug zastrz. 1, w przypadku wytwa-
rzania ukladéw pierS§cieniowych cefalosporyny
C,, 0 wzorze 3, w ktérym R+ oznacza slabg
trzeciorzedows zasade, cefalosporyne C lub ce-
falosporyne C, poddaje sie hydrolizje.

Spos6b wedlug zastrz. 17, w przypadku wy-
twarzania ukladu pier$cieniowego cefalospory-
ny C, (pirydyna), znamienny tym, Ze stosuje
sie zwigzek o wzorze 3, w ktérym R+t oznacza
pirydyne. .
Spos6éb wedtug zastrz. 17 i 18 w przypadku wy-
twarzania sali mocnego kwasu ukitadu pier-.
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21
$cieniowego cefalosporyny C,, znamienny tym,
ze uklad pierScieniowy cefalosporyny C, trak-
tuje sie mocnym kwasem. o
Spos6éb wedlug zastrz. 19, znamienny tym, ze
jako mocny kwas stosuje si¢ kwas mineralny.

‘Sposéb wedtug zastrz. 20 w przypadku wytwa-

rzania chlorowodorku ukladu pier§cieniowego
cefalosporyny C,, znamienny tym, ze uklad
pierscieniowy cefalosporyny C, traktuje sie
kwasem solnym.

Spas6b wedlug zastrz. 1, w przypadku wytwa-
rzania ukladu pier§cieniowego cefalosporyny C,
cefalosporyny C, lub cefalosporyny C,, zna-
mienny tym, Ze cefalosporyne C, C, lub C,
podddaje si¢ hydrolizie za pomocg kwasu.
Spos6b wedtug zastrz. 22, znamienny tym, Ze
stosuje sie rozcieficzony k'was mineralny.
Sposéb wedtug zastrz. 22, znamienny tym, ze
stosuje sie rozcieficzony kwas solny.

Sposéb wedtug zastrz. 1 i 22, znamienny tym,
ze hydrolize prowadzi sie kwasem solnym
o wartosci pH od 0 do 2,5 w temperaturze w za-
kresie od —10°C do 4+50°C w ciggu czasu od
12 godzin do 30 dni.

Sposéb wedlug zastrz. 25, znamienny tym, ze
stosuje sie kwas solny o stezeniu 0,1 n w tem-
peraturze okolo 20°C w ciggu okolo 3 dni.
Sposéb wedlug zastrz. 22, znamienny tym, Ze
cefalosporyne C traktuje sie kwasem solnym

. omocy od 0,5 n do 1 n, w okresie 2 — 4 dni.

Spos6éb wedlug: zastrz. 1, w przypadku wytwa-
rzania acetylowanych pochodnych ukladéw
pier§cieniowych cefalosporyny C, cefalospory-
ny C. i cefalosporyny C,, o0 wzorze ogélnym 4,
w ktérym X oznacza uklad pier§cieniowy ce-
falosporyny C, cefalosporyny C, lub cefalospo-

10

13

30.

31.

32

ryny C,, polaczony przez swojgy pozycie 7
z grupg RyR,CH-CO, a Ry, R, oznaczajq wo-
dér, grupe alkilows, grupe fenylows, podsta-
wiong grupe fenylowg lub grupe o budowie
Ry—0—, w ktérej R; ozhacza grupe alkilowa,
grupe fenylowg lub podstawiong grupe feny-
lowg, ktére to uklady sg takie same lub rézne,
zhamienny tym, Ze uklad pierfcieniowy cefa-
losporyny C, cefalosporyny C. lub cefalospo-
ryny C, traktuje sie zwigzkiem chlorku acety-
lu o wzorze 5, w ktérym R, i R, oznaczajq gru-
py, ktérych znaczenie podano powyzej.

Sposéb wedtug zastrz. 28, w przypadku wytwa-
rzania fenyloacetylowej pochodnej ukladu
pierscieniowego cefalosporyny C, o wzorze 8§,
znamienny tym, Ze uklad pierfcieniowy cefalo-

.sporyny C traktuje sie chlorkiem fenylo-

acetylu,

Sposéb wedtug zastrz. 28, w przypadku wy-
twarzania fenyloacetylowej pochodnej ukladu.
pierfcieniowego cefalosporyny C,, o wzorze 7,
znamienny tym, Ze uklad pierfcieniowy cefa-
losporyny C traktuje sie ¢hlorkiem fenyloace-
tylu.

Spos6éb wedlug zastrz.. 28, w przypadku wy-
twarzania  fenyloacetylowych  pochodnych -
ukladu pierScieniowego cefalosporyny C,,
o wzorze 8, w ktébrym R+ oznacza slabg trze-
ciorzedowq zasade, uklad piericieniowy cefalo-
sporyny C, traktuje sie chlorkiem fenyloace-
tylu ’ _
Sposéb wedlug zastrz. 29, w przypadku wytwa-
rzania fenyloacetylowej pochodnej ukladu
pierfcieniowego cefalosporyny C, (pirydyna),
o wzorze 9, znamienny tym, ze uklad pierfcie-
niowy icefalosporyny C, (pirydyna) traktuje sie
chlorkiem fenyloacetylu.



48 403

WZ6R 4

H/S\CH

H,N.CH T |
co N /C——CHZ. 0.C0.CH
\C//
l
CO,H
WZOR 1
S
N
HZN.C‘H CIH | 2
co N c
co
WZOR 2
e o
HZN.(l,'H (i‘H \iﬂz
co N / C— CH3 R
\7
coae
WZGR D
R

3



PRZEPUSZCZALNOSC (%)

48 408

FIG.I.
4000 3000 2000 500 M-I 000 900 800 700
Iocmluun P 1 n T SR T T PR 1 1 1 1 a1l e Las i il | 11 11
80
5 ~ - AN~
) - PTANEP YR A EA N A
so 1 i AW YW ]
W i i X
i Ty
e e
40 VA
20
e B B R o R | B LS e

DLUGCSE FALI (MIKRONY)

PRZEPUSZCZALNOSC (%)

FIG. 2.
4000 3000 2000 500 CM-I 1000 900 800 700
|00 N P ENIE S S A SRS AV APEN B BTR ST E ART R 1 il TRV BN B A L
80 A Y AV N VT4 AT
A i PR Y VA VAL A I Vi O N
| 11 ,! | A Illvl v Vil \\/ \VI
60 1 i v
4l 1]
Il ¥ |
40 ! d
[IN||
I
20
O—F—% 5 ¢ 7 8 9 1© 1 12 13 14 B

DLUGOSC FALI (MIKRONY)



Ry
WZOR S
s\
/—\ CHZ.CO.NH.(’:H—CH THZ
Cco L /c—ma_o.co.
N
bo
VZOR 6 2H
s\
7 “X>—CH,.C0.NH. CH CH
<_/— 3 Lo L S{Q
. \c/ AN "
| e
co 0
WZOR 7
/S\
\/ X CHZ.CO.NH.(|1H |CH sz
— co N C CH
\C/ 2
s

WZOR 8

CH

—CH,.C0.NH.CH CH CH
Cco N C CH
\C/ 2
Lo ©
WZOR 9 2

ZG ,Ruch” W-wa, zam. 609-64, nakiad 300 egz.



	PL48408B1
	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS
	DRAWINGS
	DESCRIPTION


