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1

Vynélez se tyka zplisobu vyroby polosyn-
tetického cefalosporinu vzorce

@— CHECO"NH—

04

Y

hydrolyzou pPislu§ného der.vatu, vzaniklého
chemickym roziffenim kruhu penicilinu G,
a nasledujicim pouZitim produktu hydrolyzy
jako vychozi sloueniny pro jeho syntetic-
kou pieménu na poZadovany polosynteticky
cefalosporin.

DileZitost, které nabyly polosyntetické
derivaty cefalosporinG v poslednich letech,
je obecné& zndma. Jsou hojng€ uzivany ve far-
makologii jako nahrada antibiotik neodola-
vajicich afink@im g-laktamazy (cefalospori-
nazy). Mimsto jsou dostatetné stalé v kyse-
lém prost¥edi, jsou velmi dobfe snaseny a
maji siroké spektrum antibiotické GZinnosti.

Soudasny znamy stav jejich vyroby se
sklada z nasledujicich chemickych stupni:

a) roziifeni kruhu penicilinu G,
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b) hydrolyzy ziskaného produktu,

c) izolace vychoziho materidlu (kyseliny
7-desoxyacetylcefalosporanové, 7-ADCA],

d) syntézy novych sloucenin z tohoto vy-
choziho materialu. »

V desoxyacetylderivatech ziskanych sho-
ra uvedenym postupem, tj. v derivatech s
methylradikdlem v poloze 3, 1ze oxidovat me-
thylskupinu a dospét k prisluSnym hydroxy-
acetylderivattum, jejichZ struktura mibZe byt
vztaZena ke struktufe pFirozeného cefalo-
sporinu (cefalosperinu CJ.

Nynf bylo nalezeno, Ze né&které stupné
téchto postupli, uZivanych pfi p¥ipravé po-
losyntetickych cefalosporini, mohou byt
provedeny pomoci bakteridlnich bunék nebo
bun&tnych extraktl, coZ p¥indsi podstatné
zlepSenti, Setfi vychozi suroviny, reakce je u-
skutetnéna za mirndj$ich podminek a s dob-
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rymi vytéZky. Buiiky se kultivuji obvyklym
fermentanim postupem; bun&éné extrakty
lze snadno ziskat mechanickym poskozenim
buné&k, ¢imZ se uvolni Zadany enzym, ktery
se parcialné pi¥edisti. '
Enzymatické procesy mohou nahradit ty-

to chemické stupns:
@— CHZ CO-NH —

o

hydrolyzou p¥#isluiného derivdatu vzniklého
chemickym rozsifenim kruhu penicilinu G
a nasledujicim pouZitim produktu hydroly-
zy jako vychozi sloufeniny pro jeho synte-
tickou pfeménu na Zadouci polosynteticky
cefalosporin, jehoZ podstata spofivd v tom,
Ze se hydrolyza derivdtu penicilinu G pro-
vadi plisobenim penicilin-acyldzy z mikroor-
gan‘smu Escherichia coli, nafeZ se vznikla
slouCenina vzorce I

I3 cock
e T 'SHZ- OCOCH,
(1)

uvadi se reakce se sloudeninou vzorce II.

Q CH,COOH

(1)

Zptsob podle vynédlezu lze provadét tak,
Ze se hydrolyza derivatu penicilinu G pro-
vadi jeho uvddénim do styku s bakterialni-
mi bufikami Escherichia coli nebo s penici-
I'n-acyldzou extrahovanou a predisténou z
buné&k Escherichia coli.

PFi zplisobu podle vynélezu seé s vyhodou
jako derivdtu penicilinu G pouZivd cefalo-
sporinu C, '

Hydrolyza se provddi s vyhodou pfi pH v
rozsahu 6 aZ 9 a pfi teplotd v rozsahu 0 az
50 °C.

Zplisob podle vyndlezu se s vyhodou pro-
vadi tak, Ze se vzdjemnd reakce sloudenin
vzorce I a II provadi pf¥i pH v rozsahu 3 a¥
8, a to za molarniho prebytku acyla&niho
-¢inidla.”

Hydrolytickd reakce bun&tnymi i enzyma-
tickymi extrakty probihd p¥i pH 6,0 aZ 9,0,
s vyhodou pfi pH 8 aZ 8,5. Teplota se miade
pohybovat od 0 do 50 °C, nejvyhodn&j3i je

4

a) hydrolyzu produktu ziskaného chemic-
kym rozdifenim kruhu benzylpenicilinu

b) chemickou acylaci ziskané 7-aminoky-
seliny, vedouci ke kone&nému produktu.

Vynélezem je tedy zpiisob vyroby polo-
syntetického cefalosporinu vzorce

S .
W;L
NP cuzococH,

COOH

37 °C. Syntetickd reakce se provadi v pit-
tomnosti nékterého bun&fného nebo enzy-
matického extraktu, nejlépe pii pH 3,0 aZ
8,0, vfhodnsg pti pH 7,0.

Provedeni syntézy vyZaduje piitomnosti
molarniho nadbytku acyla&niho ¢inidla, aby
byla posunuta rovnovdha; mol4rni pomér
mezi acylain’m c¢inidlem a cefalosporano-
vou kyselinou se mfiZe pohybovat mezi 1 aZ
5, s vfhodou je 2,5. ProtoZe enzym katalyzu- -
je hydrolyzu esterového nebo amidického
seskupeni acylatntho &inidla a amidické
vazby produktu, je vhodné prerudit rychle
reakci, kdyZ bylo dosaZeno maximalni kon-
centrace. Byly-li pouZity buiiky, lze to pro-
vést jejich odstran&nfm z reak&niho prostie-
di odstfed&nim, byl-li pouZit enzymaticky
extrakt sniZenim pH na hodnotu blizkou 2,0.

Nasledujici priklady lépe osvétluji zplsob
podle vynédlezu, aniZ jej omezuji.

Priklad 1

Escherichia Coli, ATCC 9637 byla fermen-
tovdna v submerzni aerobni kultufe. ‘SloZe-
ni kultivatniho prostfedi, vyjadfené v g/,
bylo nésledujici: masovy extrakt 10, pepton
10, NaCl 5, kyselina fenyloctovd 2, pH bylo
upravenc na hodnotu 7 a teplota udrZovana
pfi 24 °C. Fermentace byla pferudena po 20
hodinédch. 1 litr této kultury obsahoval prii-
mérné mnoZstvi biomasy E. Coli schopné
hydrolyzZovat 40 milimoli penicilinu G bé-
hem 1 hodiny p¥i 37 °C a pH 7,8 {40 000 jed-
notek}.

K biomase ziskané ze 2 1 kultury (80 000
jednotek], odd&lené odstfeddnim a promyté
pufrem (fosforetnan draselny) p¥i pH 7,8,
bylo pfidéno za michani 0,5 | 6 % roztoku,
hmot./objem, kyseliny 7-(2‘-fenylacetamido)-
-3-methylcef-3-em-4-karboxylové ( cefalospo-
rinu G} (90 mmol) v 0,1 M roztoku fosf4-
tového pufru p¥i pH 7,8 a teploté 37 °C, pH
roztoku bylo udrZovdno kontinudlnim pti-
dédvéanim roztoku hydroxidu scdného za kon-
troly piistroje udrZujictho konstantni pH.
Po 2,5 hod., kdyZ bylo spotfebovéno stechio-
metrické mnoZstvi NaOH, byla reakéni smés
odstFedéna, filtrat ochlazen na 4 °C, p¥id4-
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no 200 ml cctanu butylnatého a pH roztoku
upravenc 6N HCl na hodnotu 2,0. Hodnota
pH odd&lené vodnl féze byla upravena pri-
ddanim 5N NaOH na 4,6 a sm&s ziedéna stej-
nym mneZstvim ethylalkoholu.

Takto ziskand sraZenina byla cddéglena,
promyta sm&si vody a ethylalkoholu (50 : 50,
objem/objem) a usuSena. Bylo ziskano 18,7 g
(87 mme!) kyseliny 7-amino-3-methylcet-3-
-em-4-karboxylové kyseliny 7-amincdesace-
toxycefalosporanové (7-ADCA) s obsahem
95 %.

Priklad 2

Escherichia Coli byla fermentovéna stejn?
jako v prikladu 1. Biomasa ziskand ze 3 1
kultivaéniho média byla masuspendovana do
Tris-HCl pufru 0,01M pii pH 8,5 a zhomoge-
nisovdna dvojnéschbnou recyklizaci v home-
genizatoru zn. Manton-Gaulin pii 700 kg/
/cm2. Potom byl piidan hexadecylpyridinium
chlorid do koncentrace 0,4 % a hodnota pH
vpravena na 4,5. Teplota udrZovdna pfi
37 °C. Po t¥ech hodindch byl cdstiedén ne-
rozpustny materidl. Penicilinova acylaza by-
la regenerovdna z Cirého roztoku vysraZe-
nim siranem amonnym (65 % nasycenost).

Ziskand sraZenina byla nasuspendovéina
do 0,1 M fosfatového pufru s pH 7,8 a dialy-
zovana proti 20 objemm téhoZ pufru. K tak-
to ziskanym 500 ml dialyzovaného produktu
bylo pfidano 30 g (90 mmol) cefalosporinu
G a pH reak&ni smési udrZovéno pomocl pH-
-statu na hodnotd 7,8. Po 2,5 hod. po skon-
Sené hydrolyze cefalosporinu G byle izolo-
vano, stejng jako v piikladu 1, 181 g 7-
-ADCA, vytéZek konverse byl 93 %.

Pfiklad 3

5 g (23,3 mmol) 7-ADCA a 10 g (50 mmol)
hydrochloridu methylesteru D-(—)-fenylgly-
cinu (PGM) bylo nasuspendovédno do fosfa-
tového pufru pH 7,0 p¥i teplotd 25 °C a ob-
jem byl upraven na 500 ml. K takto ziskane-
mu roztoku byla pfiddna za michani bioma-
sa ziskand z 2 1 kultury E. Coli, ziskané stej-
né jako v prikladu 1. Tvorba cefalexinu by-
la sledovana spektrocfotometrickou metodou
(Analyst 92, 247,1967). Po 1 hoding byla re-
akce prerudena, builky oddéleny odstfed&-
nim. 550 ml roztoku obsahovalo 8 mg/ml ce-
falexinu (4,4 g), coZ odpovida 54 % konver-
si.

Prfiklad 4

5 g (23,3 mmol) 7-ADCA a 10 g (50 mmol)
PGM bylo rozpusténo v 500 ml 0,1 M fosfa-
tového pufru o pH 7,0, obsahujiciho mnoZz-
stvi penicilinové acyldzy ziskané z 3 1 kul-
tury, jak je to popsédno v plikladu 2.

Po 1 hoding p¥ 25 °C ohsahoval roztok ob-
jemu 555 ml 7,8 mg/m! cefalexinu, ccZ od-

povida 53 % konversi 7-ADCA.

Priklad 5

5 g (23,2 mmol) 7-ADCA a 10 g (51 mmol)
ethylesteru D-(-}-p-hydroxyfenylglycinu (p-
-OH PGE) bylo rozpusténo v 1,5 1 0,1 M fos-
fatového pufru s pH 7,0 p¥i 25 °C. K roztoku,
jeho# pH bylo udrZovéno na hodnoté 7,0, by-
la priddna b'omasa ze 2 1 kultury E. Coli,
ziskané podle piikladu 1. Po 1 hoding byla
reakce prerusena. Roztok obsahoval 2 mg/
/ml kyseliny 7beta-[2‘-amino-2‘-(4-hydroxy-
fenyl)acetamido]-3-methylcef-3-em-4-kar-

boxylové, co% odpovidd 35 % konversi 7-
-ADCA.
Pifiklad 6

5 g (23,3 mmol) 7-ADCA a 10 g (51 mmol)
p-OH PGE byly rozpu$tény v 1500 ml 0,1 M
fosfdtového pufru o pH 7,0 pfi 25 °C, obsa-
hujiciho penicilinovou acyldzou, ziskanou ze
3 1 kultury, stejnd jako v prikladu 2. Po 1
hoding bylo v roztoku nalezeno 1,8 mg/ml
kyseliny 7 beta-[2'-amino-2‘(4-hydroxyfe-
nylJacetamido]-3-methylcef-3-em-4-karb-
oxylové, co¥ odpovida 32 % konversi 7-
-ADCA.

Priklad 7

5 g (18,36 mmol) kyseliny 7-aminocefalo-
sporancvé 1-ACA a 10 g (50 mmol)} PGM by-
lo rozpusténo- v 1500 ml 0,1 M fosfatového
pufru o pH 7,0 p¥i 25 °C. K roztoku byla pfi-
dédna za michédni ‘biomasa ziskana z 2 litrll
kultivatnfho média E. Coli. Po 1 hoding& ob-
sahoval roztok 3 mg/ml kyseliny 7-(D-alfa-
-aminofenylacetamido/cefalosporanové [ce-
faloglycinu), coZ odpovidd 60% konversi
7-ACK.

Priklad 8

5 g (18,36 mmol) 7-ACK a 10 g (50 mmol)
PGM byly rozpudtény v 1500 ml fosfatového
pufru, obsahujiciho penicilinovou acylazu
extrahovanou ze 3 1 kultury, pH roztoku by-
lo wudrZovédno kontinudlnim priddvanim
NaOH na hodnoté 7,0, teplota pfi 25 °C. Po
1 hodin& obsahoval roztok 3,1 mg/ml cefalo-
glycinu, coZ odpovidd 62 % konversi 7-ACK.

Priklad 9

5 g (18,36 mmol) 7-ACK a 9,75 g (50
mmol ethylesteru p-hydroxyfenylglycinu by-
ly rozpudtény v 1500 ml 0,1 M fosfatového
pufru o pH 7,0 pii teploté 25 °C. K roztoku
byla pFiddna za michan{ b'omasa ziskana ze
2 1 kultury E£. Coli. Po 1 hodiné obsahoval
roztok 1,7 mg/ml Kkyseliny 7beta-[2‘-amino-
-2-(4-hydroxyfenyl)acetamido]-3-hydroxy-
methyl(ocetédt)-cef-3-em-4-karboxylové, coZ

odpovida 33 % konversi 7-ACK.
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Pfiklad 10

Postup plipravy stejné jako v prikladu
9, biomasa nahrazena enzymatickym extrak-

8
tem ziskanym ze 3 1 kultury E. Coli. Na kon-
ci reakce byla zaznamenédna 30 % konverse
7-ACK.

PREDMET VYNALEZU

1. Zptisob vyroby polosyntetického cefalo-
sporinu vzorce

- — S
@- CH?'-'CO NH)—I‘ )
=N CHEOCOCH3

0

hydrolyzou prislu§ného derivatu vzniklého
chemickym rozS$ifenim kruhu penicilinu G
a nasledujicim pouZitim produktu hydrolyzy
jako vychozi slouleniny pro jeho syntetic-
kou pFeménu na poZadovany polosynteticky
cefalosporin, vyznacujici se tim, Ze se hyd-
rolyza derivdtu penicilinu G provadi ptiso-
benim penicilin-acyldzy z Escherichia coli,
naceZ se vznikld slouCenina vzorce I

NH‘z S
[:N -~
0 CHE,_-OCOC‘H3
COOH ()

uvadi do reakce se sloufeninou vzorce II.

Q CH,COOH

(1)

COOH

2. Zptsob pedle bodu 1, vyznadujici se
tim, Ze se hydrolyza derivdtu penicilinu G
provadi jeho uvdd&nim do styku s bakterial-
nimi bufikami Escherichia coli.

3. Zptlisob podle bodu 1, vyznacujici se
tim, Ze se hydrolyza derivdtu penicilinu G
provadi jeho uvadénim do styku s penicilin-
-acyldzou extrahovanou a predisténou z bu-
nék Escherichia coli.

4. Zpisob podle bodu 1, vyznatujici se
tim, Ze se jako derivdtu penicilinu G pouZi-
va cefalosporinu C.

5. Zptsob podle bodu 1, vyznadujici se
tim, Ze se hydrolyza provadi pfi pH v rozsa-
hu 6 az 9.

6. Zplisob podle bodu 1, vyznadujici se
tim, Ze se hydrolyza provadi pfi teplotd v
rozsahu 0 aZ 50 °C. '

7. Zptsob podle bodu 1, vyznadujici se
tim, Ze se reakce provadi pfi pH v rozsahu
3 aZ 8. ,

8. Zpisob podle bodu 1, vyznadujici se
tim, Ze se reakce provadi za p¥itomnosti mo-
larniho pfebytku acylatniho &inidla.

Severografia, n, p., zdvod 7, Most
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