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Poxr "PROCEDJMIENTO PARA TA PREPARACIOI‘I DE PAMOATO DE PIVAM
PIGII.JITA", a favor de la firme espanola ANTONIO GALLARDO,
S. A., domiciliada en BARCEIONA, calle Cardoners nims. 68.-74‘

MEMORIA DESCRIPTIVA

Ta presente patente de invencién se refiere a un

nuevo procedlmiento para ls preparacidn de uns sal insolu -~

ble en agua denominede pamoato de m.vampicilina, de fému.‘l.a
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) E;”progedimiento & que se refiere la presente in
venci6n'gtiliza como wateris prima el égter pivaloil-oxi~

~metilico del Acido 6-amino-penicilédnico de FPormula
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el cusl se condensa a través de un proceso enzimdtico con
un derivado del dcido D-alfa-amino-fenil-acético de estruc

tura @
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Idonde R es un grupo amino, metoxi 4 etoxi. DeAesta forma
se obtiene la pivampicilina la cuel se salifica en forme
de clorhidrato con pamoato disddico 6 dipotdsico dando el
pamoato de pivampicilina. )

ILa reaccidn de acilacidn del ester pivaloil—oxi-
metilico del &cido 6-amino-penigilénico se efectua en pre-
sencia de la bacteria Flavobacterium ATCC 21429 (American
Type Culture Collection n? 21429) 6 de sus preparaciones
enzimfticas que son especificas para la formecidn del es-
ter pivaloil—oxi-metilico del dcido 6-[D(~)-alfa-amino-fo-
nilacetamido]npenioilénico.

 El oultivo de la bacteria Flavabacterium ATCC

21429 para la obtencidn del caldo de cultivo apropiado,se
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efectla en bgndigiones de agitacidn. .

Para lograr msultados optimos el caldo de culti-
vo ha de contener sustancias como extracto de carne, ex -
tracto de soja, peptona, licor de maceracién de maiz, ex-
tracto de levadura, sales de amonio, azicares e hidrolizados
de proteing de soja. E1 pH del medio de cultivo debe estar
entre 1os_valores de 4,5 y Ts5 mientras gque la temperatura
de incubacidén varis entre 25 y 372 C.

El oaldo de cultivo obtenido de esta forma 6 sus
preparaciones enzimédticas, se utilizan para efectuar la .
reaccibn entpe el éster pivaloil-oxi-metilico del dcido
6-amino-p§nioilénico y un derivado del 4cido alfa-amino-fe-
nil-acético. Ia reaccidn se efectia en disolucién acuosa
Bl bilen se puede afiadir un poco de alcohol para facilitar
la disolucidn del éster pivaloil-oxi-metilico del dcido
6-amino-penicilénico con el consiguicnte aumento de rendi-
miento, Bl pi del medio de reeccidn oscila entre los limi-
tes 4,5 ¥ 6,5 y la temperatura se mantienc entre los limi-
tes do 10 y 45¢C.

Te concentracidn del ester pivaloil-oxi-metilico
del 4cido 6-aminopenicilénico varia entre 0,1 y 5% siendo
conveniente su utilizacién en forma de sel con écido p-to~
luen-sulfénico. El dcido D-alfa-amino~fenil-acético en for
me libre no es conveniente usarlo ya gque en este caso el -
rendimiento es bajo y por ello es preferible utilizer la
anida, Sgter etilico o éster metilico. También se utiliza
un exceso de 2 & 15 moles de este derivado del écido
D~alfa-amino~fenil-acético respecto al éster del dcido

6-amino-penicildnico para gque el remdimiento see Sptimo.
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Una vez completada le reaccibén enzimédtice se di-
luye la mezcla de reaceidén cén tetrehidro-fureno y se cen-
trifugn para separar las célu}as y pgoteinas insolublgs.

La disolucidn obtenida se somete a una purifica-
cifn a través de una resina de intercambio ibnico de carac-
teristicas deida débil con lo que en principio quedan rete-
nidos el producto final y los productos de partida, elimi-
néndose las demds impurezas. Por elucién posterior con &ci
do clorhidrico diluido ¥ fraccionamiento, se obtiene uwna '
disolucién de clorhidrato de pivampicilina. Después de neu-
trelizar el exceso de acidez se afiade una disolucidn de
pamoato’disédiqq en nimero de moleg mitad a los de pivampi
cilina con lo que precipita el pamoato de pivampicilina, ‘

A continuacién se describe un ejemplo ilustrati-
vo : '

EJEMPIO )

200 ml. de medio de cultivo conteniendo 5 % de
extracto de aceite de soja 0,08 %’de extracto de carne,
0,1 % de extracto de levadura, p?a%de extracto de macera~
cién de maiz, 2% de glucosa, 0,35 % de cloruro potésico,
0,45 % de sulfato aménico y 0,02 % de fosfato dipotédsicos
se inoculan con Flavobacterium ATCC~21429 y se pone a 279
con agitacién durante 48 horas, El caldo de cultivo oble-
nido se oentr;fuga y se recogen las célulass; las cuales se
suspenden en 50 ml. de agua destilada. Esta suspension se
afiade & una mezcla de 9,6 gr de clorhidrato de D-alfa-emi
no-fenil-acetato de metilo, 11,4 gr de p—toluen—sulfonato.
del éster p;valoil-oxirmetilioo del &cido 6-amino penici~

lénico en 350 ml, de agua. Se ajusta el pH a 6,6 y se efec_



tua le resccidn enzimdtice a 579 G, durante 60 minutos al
qabo de los cuales, se diluye con tetrahidrofurano y se
centrifuga, Ia disolucién obtenida se pasa & través de una
' columna con resina de intercambio idnico Amberlite IRC-50.
5 Deppuds se eluye con écido clorhidricp‘diluido y se obtie-
ne una disolucidn dcida que contione 5,5 gr. de Pivampici
lina. Se neutralize el exceso de &cido clorhidrico y se
afiade una disolucién de 2,57 gr. de pamoato disddico en
agua, Precipita el pamoato de pivamplcilina que se recoge
10. por filtracidn, se lava con agua y se secé obteniéndose:
7+:5 gr. Po de fusidn: 165-82¢ (4).
| N omaA -
. Descrito el objeto del presente invento se decla-
' ran nuevas ¥ de propia invencidn las sigulentes reivindie§~_
15, ciones 3 _
ls~ Procedimiento para le preparacidn de pamog

o

to de pivempicilina de férmuls
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caracterlzado porque se hace reaccionar el ester pivaloil-

oximetilioo del Bcido 6-amino-penicilédnico de férmule

Ci,
AL :
Hy GHy
1 (11)
y OCHZ—OOC-(I}-CHB
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con un derivado del &cido D-alfa-amino-fenil-acédtico de

férmula ¢

/ \ -((‘H-—COR (1I1I)
=/ :

siendo R un grupo emino, etoxi 6 metoxi, cuya reaccidn se
verifice en presencia de la bacteria Flavobacterium AICC -
21429 6 de sus preparaciones enzimfticas dando lugar a la
ﬁivampioilina clorhidrato que por reaccidn con pamoato disé
dico proporciona el producto de formule I, '

2.~ Procedimiento segin la reivindicacin 1 ca-
rgcterizadg’ﬁbrque en su realizacién el derivado del dcido
D-alfe~emino-fenil-acético de férmula III, y el égter de
férmgla II se usan en forme de salgs~de adieién, prefercn-
temente, como clorhidratos p-toluon-sulfonato, swlfatos
fosfato. o .

3.~ Procedimiento segin la reivindicacidn 1 ¥
2, caracterizado en su realizacidn porque le reaccidn enzi-
métice se efectuas a una tempgrgtura comprendida entre 10 ¥y

452 C y a un velor de pH de 4,5a 7,5,

4,- Procedimiento seghn las reivindicaciones 1
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a 3 caracterdzado porque la reaccidn enzimdtica se comple-
ta con una purificacién a través de una resina dcida débil
¥ forméndogq la pivampiciline en forma de clorhidratos

_ 5.,- Procedimiento para la preparacidén de pamoa-—
4o de pivampiqilina.

Segin se describe y reivindica en la presente
memoria Qescriptiva que consta de 7 hojas foliadas y escri
tes & méquina por una sola cara. .

Medrid, a 11 JuL. 1975
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