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PROCESS FOR THE PURIFICATION OF A SALT OF CLAVULANIC ACID

This invention relates to nové_l processes for the preparation of salts of
clavulanic acid in a more pure state.

Clavulanic acid (Z)-(2R,5R)-3- (2-Hydroxyethylidene)-7—oxo4oxa-1-
azab1cyclo[3 2.0]heptane-2-carboxylic acid) is a B-lactamase inhibitor which is used
commercially as a component of pharmaceuncal formulations, usually in the form of
its pharmaceutically acceptable salts, particularly potassium clavulan_ate. Clavulanic
acid is produced commercially by culture of the microorganism Streptomyces
clavuligerus, for example as described in GB 1508977.

Clavulanic acid may be extracted from the culture medium in various ways.
Normally the cells of the S. clavuligerus are first removed from the culture medium
by such méthods as filtration or centifégation before such extraction procedures are
commenced. The clavulamc"amd miay. be extracted. ﬁ'om this clarified culture
medium by solvent extraction from cold clanﬁed culture medium adjusted to an acid
pH. Whole broth extraction is also feasible. In the solvent extraction process the
clavulanic acid is extracted into an organic solvent. After separation of the phases
clavulanic acid is found in solution in the organjc phase.

The clavulanic acid may be back extracted from the organic phase into a new
aqueous phase by making use of the greater water solubility of salts of clavulanic
acid with organic amines, and isolating such an amine salt from the aqueous phase.
In such a process the amine salt is formed as an intermediate in the process of
converting crude clavulanic acid into a pharmaceutically acceptable salt. Such a
process is described in for example EP-A-0 026 044, in which a solution of impure
clavulanic acid in an organic solvent is contacted with t-butylamine to form the t-
butylamine salt of clavulanic acid, which is then isolated. Other similar processes
are known which use other organic amines, such as tertiary octylamine (sce EP-A-0

/594 099 (Pharma Development)) diethylamine, tri-(lower alkyl) amines,

dimethylaniline and NN'-diisopropyl-ethylenediamine. WO-A-93/25557
(SmithKline Beecham) discloses a very extensive list of amines which can be used
in this way. WO-A-94/22873 (Gist Brocades) discloses use of various tertiary,
tertiary diamines such as N,N,N’,N’-tetramethyl-1,2-diaminoethane, N,N,N*, N’-
tetramethyl-1,6-diaminohexane, 1,2-dipiperidinoethane and dipiperidinomethane.

1
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WO0-A-96/20199 (Spurcourt) discloses use of diaminoethers such as bis (2-
dimethylaminoethyl) ether. GB-A-2298201 (Spurcourt) discloses use of various
benzhydrylamines. WO-A-96/33197 (LEK) discloses use of further amines
including symmetrical N,N’-alkylethylene diamines, such as N,N’-diisopropyl-
ethylenediamine, N,N’-diethylene diamine, N,N’-dibenzylethylene diamine and

v N,N,N’,N’- tetramethylene diamine. WO-A-98/21212 (Gist-Brocades) for example
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discloses a process in which the amines N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine,
1,3-bis(di-methylamino)-2-propanol, benzhydrylamine and bis (2-(dimethylamino)
ethyl) ether are used. WO-A-98/23622 (Biochemie) discloses use of diisopropyl-
ethylen-diamine.

After isolation the intermediate amine salt may be converted into a
pharmaceutically useful salt of clavulagic acid, particularly an alkali metal salt
especially? potassium clavulanate, generally by reaction of the intermediate amine
salt with a salt precursor compound such as potassiam 2-ethylhexanoate. ‘

The fermentation process by which clavulanic acid is prepared.also produces
side product impurities. A mumber of such impurities have been identified as peaks
in the HPLC trace of crude clavulanic acid, intermediate amine salts and
pharmaceutically acceptable salts of clavulanic ;1cid as prepared by conventional
processes, but few have been chemically identified. One such impurity has recently
been identified by the present inventors as N-succinyl tyrosine.

It is desirable that as little of such impurities as possible are present in the
final product pharmaceutically acceptable salt of clavulanic acid, and therefore that
such impurities should be removed, either during the isol_atioﬁ of clavulanic acid or
from the final product. For example such impurities may be removed from the
above-mentioned intermediate amine salt, during the step of conversion of the
intermediate amine salt to the pharmaceutically acceptable salt, or from the final salt
product.

Successful identification of this impurity as N-succinyl tyrosine has
unexpectedly made available processes to prepare salts of clavulanic acid which are
contaminated by less N-succinyl tyrosine than has hitherto been possible.

The process may be a purification process in which N-succinyl tyrosine is
removed from a salt of clavulanic acid contaminated with it.

2
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Therefore the invention provides a purification process in which a salt of
clavulanic acid, contaminated with or believed to be contaminated with N-succinyl
tyrosine, is subjected to conditions which are selected to remove N-succinyl
t;"rosine. Such conditions may be chemical conditions, €.g. treatment with one or
more suitable reagent. Suitably the salt of clavulanic acid, contaminated or believed
to be contaminated with N-succinyl tyrosine, may be subjected to such conditions
by exposure to a liquid medium, e.g. an organic solvent or organic solvent-water
mixture, containing such a reagent. Such a process may involve washing of the salt
of clavulanic acid in a solid state with such a liquid medium, or crystallisation of
the salt of clavulanic acid from such a liquid medium. Alternatively the salt of
clavulanic acid, contaminated or believed to be contaminated with N-succinyl
tyrosine, may be exposed to a suitable feagent in solid form.

Altematlvely the punﬁcauon process may be a process in which a salt of
clavulanic acid, comammated or beheved to be corifaminated with N-succmyl
tyrosine, is suspended or dissolved in a liquid medmm e.g. an organic solvent or
organic solvent-water mixture, and is exposed to a m,atenal which is selected to
absorb N-succinyl tyrosine and th;ereby Temoves N—s(;ccinyl tyrosine from the salt.

Alternatively the process may be a preparative process in which the salt of
clavulanic acid is prepared under conditions selected to minimise the formation of
N-succinyl tyrosine and/or its retention in the product salt of clavulanic acid. For
example the salt of clavulanic acid may be prepared in a liquid medium, e.g. an
organic solvent, an aqueous medium, or a mixture of an organic solvent, containing

reagents which remove N-succinyl tyrosine, or subjected to chemical or physical

_conditions which remove N-succinyl tyrosine.

The salt of clavulanic acid purified or prepared in the above processes may
be an amine salt of clavulanic acid, e.g. with any of the amines referred to above,
especially tertiary butylamine, and this amine salt may be subsequently be converted
into a final prc;dﬁct pﬁamaceuﬁcaﬂy acceptable salt of clavulanic acid, such as an
alkali metal salt, e.g. potassium clavulanate. Alternatively the salt may be a metal
salt of clavulanic acid, for example an alkali metal salt of clavulanic acid,
particularly potassinm clavulanate.




WO 01/87891 PCT/GB01/02025

10

15

20

25

30

It has further unexpectedly been discovered that the level of impurities, such
as the above-mentioned N-succinyl tyrosine, in a salt of clavulanic acid can be
reduced if the salt is exposed to a selected range of pH. It is an object of this
invention to use this discovery in the provision of improved processes for the
preparation of such pharmaceutically acceptable salts.

According to this invention a process is provided comprising exposure of a
salt of clavulanic acid to a liquid medium at a pH of less than 6.5, preferably 6.0 or
less, more preferably pH 5.5 or less, more preferably pH 5.0 or less, more
preferably being above pH 3.5, e.g. pH 3.5 - 5.5, typically ca. pH 4.5. The term
“pH™ as used herein includes the conventional usage of the term pH as the
logarithm of the reciprocal of the hydrogen ion concentration. Also the term pH as
used herein includes the observed pH, i.e. the pH as measured by exposing the
medium to a conventional pH meter of known type, suitably calibrated by known
methods. Normally the media used in the process of this invention will contain ~
some water. ‘

Treatment of the salt in this way m the procéss of the invention can reduce
the level of one or more impuriﬁés, particularly of l\f-succinyl tyrosine, in the salt,
or in further salts of clavulanic acid, e.g. a phafmaceutica.lly acceptable salt,
prepared from the salt.

In a first form of the process of this invention the salt may be washed with
the medijum, i.e. a wash medium, at a pH of less than 6.5, preferably pH 5.5 or
less. The salt may be an amine salt of clavulanic acid, e.g. with any of the amines
referred to above, especially tertiary butylamine, and this amine salt may be washed
with the wash medium, and then optionally the amine salt may subsequently be
converted into a final product pharmaceutically acceptable salt of clavulanic acid,
such as an alkali metal salt, e.g. potassium clavulanate. Alternatively the salt which
is washed may be a metal salt of clavulanic acid, for example an alkali metal salt of
clavulanic acid, particularly potassium clavulanate.

The wash medium may be an aqueous wash medium at such a pH, e.g.
acidified water or preferably a mixture of water and a water-miscible organic
solvent such as a C,, alkyl alcohol, typically containing 0.5 - 20% v:v water, at
such a pH. Suitably the aqueous wash medium, e.g. water or such a mixture of

4
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water and a water-miscible organic solvent may be acidified with a mineral acid,
such as sulphuric, hydrochloric or nitric acid, or an organic e.g. carboxylic acid
such as a C, ; alkanoic acid such as acetic acid.

This first form of the process may therefore be a process in which a starting
salt of clavulanic acid is provided containing one or more impurity such as N-
succinyl tyrosine, and the salt is washed with the wash medium, to thereby produce
a product salt of clavulanic acid in which the level of the one or more impurity is
lower.

This first form of the process may therefore be a process in which the one or
more impurity such as N-succinyl tryosine is removed from a starting salt of
clavulanic acid, by washing of the starting salt of clavulanic acid with the wash

Inusecond form of the process of this invention the salt may be recrystallised
from the medium at pH of less than 65 For example an amine salt may be
recrystallised from such a recrystallisation mediulii, then may subsequently be
converted into a final product pharmaceiitically accéptable salt of clavulanic acid,
such as an alkali metal salt, e.g. ;;otassium clavulanate by known methods such as
those referred to above, for example reaction vs}ith potassium 2-ethyl hexanoate.

Suitably in this recrystallisation process the salt, e.g. an amine salt may be
dissolved in an aqueous medium, e.g. acidified water or a mixture of water and a
water-miscible organic solvent such as a C,; alkyl alcohol. Preferably the solution
concentration is high, e.g. e.g. 10 — 40 % or more, but there appears to be no
theoretical upper limit . The aqueous medium may initially be at the pH less than
6.5, or the pH may be adjusted when the aqueous solution has been made up, e.g.
the aqueous solution may then be acidified with an acid, suitably a mineral acid,
such as sulphuric, hydrochloric or nitric acid, or an organic acid e.g. carboxylic
acid such as a C, , alkanoic acid such as acetic acid. A preferred pH is ca. 5.5 or
lower.

The salt, e.g. an amine salt, may then be isolated from the aqueous solution.
This may be achieved for example by crystallisation by admixing the solution, e.g.
an aqueous solution, with a precipitating solvent, such as a water miscible ketone.
Suitable ketones include aliphatic ketones, for example a di-C, , alky! ketone,

5
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acetone being preferred. Solvates of amine clavulanate salis with such ketones are
known and an amine salt may precipitate as a ketone solvate. For example the
solution may be diluted with an excess, e.g. a 5 - 50 times excess of the
precipitating solvent e.g. of a ketone. Cooling of the diluted solution can help to
improve the yield of the precipitaied of crystals of the amine salt, e.g. as a solvate,
which may be isolated.

This second form of the process may therefore be a process in which a
starting salt of clavulanic acid is provided containing one or more impurity such as
N-succiny] tyrosine, and the salt is recrystallised in the recrystallisation medium, to
thereby produce a product salt of clavulanic acid in which the level of the one or
more impurity is lower.

This second form of the process may therefore be a process in which the one
OF more 1mpunty is removed from a starting salt of clavulanic acid, by
recrystallisation of the starting salt of clavulanic acid from the recrystallisation.
medium. ' "

A third form of the process may be a prepar;t_ive process in which the salt of
clavulanic acid is prepared in  liquid medium at the pH of less than 6.5. For
example this third form of the process may coniprise a process in which an amine
salt of clavulanic salt is prepared by reacting clavulanic acid with an amine in a
liquid medium at a pH of less than 6.5. This third form of the process can be used
to prepare amine salts of clavulanic acid containing a lower level of impurities such
as N-succinyl tyrosine than occur in amine salts of clavulanic acid prepared by
alternative or prior art methods.

In a preferred embodiment of this third form of the process the reaction is
performed in a two phase system, being an organic solvent phase containing the
clavulanic acid, and an aqueous phase into which the amine salt is extracted and
which is at the pH of 6.5 or lower. Suitably therefore the aqueous phase may
comprise an aqueous solution or suspension of the amine, especially an aqueous
solution or suspension of tertiary butylamine. The organic solvent phase is
preferably substantially imiscible with water, that is, although some mixing of the

solvent with water may occur, over most of the phase diagram two phases are
formed.
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For example a two phase system may be established, comprising an organic
solvent phase containing dissolved clavulanic acid, and a separate aqueous phase,
and the organic amine may be introduced into this two phase system, e.g. injected
into the aqueous phase, with suitable mixing conditions e.g. agitation or turbulence,
so that the amine salt is extracted into the aqueous phase as it is formed. Typically
the organic phase may have a concentration of 5 - 100 g/L, for example 10 - 40
g/L in clavulanic acid, e.g. ca. 30 g/L. Suitable solvents for the organic phase
include substantially water-immiscible C, , alkyl-C, , alkanoate esters such as ethyl
acetate and tertiary butyl acetate, and di-C, , alkyl ketones such as methylisobutyl
ketone. A temperature of ca. 0 — 5°C is preferred for this reaction. Suitably the
organic solvent phase may be the product of an extraction by the organic solvent of
an optic')ng,lly pre-purified, e.g. filteredand carbon treated, fermentation broth in
which clavulanic acid has been formed. - . ‘

Suitably the aqueous phase can be provided by back-extraction from the
organic solvent phase by a circulating extraction lf)op so that a high concentration of
the amine salt can be built up in the aquc;ous phase. The aqueous phase may be
concentrated to a high concentration, e.g. 25 wt% orblmore e.g. by circulation of the
aqueous extraction loop for a suitable time.

Generally when clavulanic acid is extracted from an aqueous broth to form
such an organic extraction phase the broth is acidified to pH below 2.0. Controlled
addition of the organic amine into the above-described two phase system can be
used to adjust the pH of the aqueous phase, which can be monitored on-line. A
preferred pH is again below 5.5.

The amine salt may then be isolated from the aqueous phase. This may be
achieved for example by crystallisation by admixing the aqueous solution with a
precipitating solvent, such as a water miscible ketone as described above, and this
crystallisation can be performed in a manner analogous to the recrystallisation
process as described above. '

A fourth form of the process of the invention may be a preparative process
in which a metal salt of clavulanic acid is formed as a product by a reaction between
an amine salt of clavulanic acid and a metal salt precursor compound, in a liquid
medium at the pH of less than 6.5. This fourth form of the process can be used to

7
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prepare metal salts of clavulanic acid containing a lower level of impurities such as
N-succinyl tyrosine than occur in metal salts of clavulanic acid prepared by
alternative or prior art methods.

Preferred product metal salts of clavulanic acid which may be prepared in
this fourth form of the process are salts of alkali metals and alkaline earth metals,
particularly potassium clavulanate.

This fourth form of the process of the invention appears to be suitable for
use with all metal salt precursor compounds which can be converted into a
pharmaceutically acceptable salt of clavulanic acid by reaction with an amine salt of
clavulanic acid. General classes of suitable metal salt precursor compounds include
salts of alkali metal cations and alkaline earth metal cations with counter anions
which include basic anions, such as hydrogen carbonate, carbonate or hydrogen
phosphate: and in particular anions of weak-organic carboxylic acids, such as
alkanoic acids of formula R-CO,H where R is C, ,y'alkyl, for example C,, alkyl,
e.g. salts of acetic, propionic and ethyl hexanoic acid, such as 2-ethyl hexanoic
acid. Some examples of precursor comp(;unds in thwe general classes include
sodium or potassium hydrogen cai;bonate, potassium iiydrogen phosphate and
calcium carbonate. A preferred metal salt precursor compound for potassium
clavulanate is potassium 2-ethylhexanoate.

The reaction of this fourth form of the process of this invention is preferably
performed with the amine salt in solution or suspension in a mixture of a water-
miscible organic solvent and water, for example a C, alkyl alcohol or a mixture of
such an alcohol with water, e.g. an isopropanol/water mixture. Suitable proportions
for such a solvent : water mixture to suit particular requirements may be determined
experimentally, e.g. a solvent : water mixture containing 1 - 10% v:v water, e.g.
ca. 1-5% v:v water. The amine salt may be dissolved in such a solvent which may
be either at the pH of 6.0 or less, or which may be adjusted to the pH by addition
of a suitable acid, e.g. a mineral acid or organic acid as above. The amine salt may
suitably be present in a solution concentration 0.1 - 1.0M, e.g. ca. 0.5 M in
clavulanate moiety. A preferred pH is 5.5 or below, e.g. pH 5.5 - 5.0.

Although mixing of the amine salt and precursor compound in any order is
encompassed by the invention, the metal salt precursor is preferably added to a

8
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solution of the amine salt. The precursor may be added as a solution, €.g. in an
alcohol, e.g. isopropanol solution. A suitable solution concentration for this
precursor compound solution is 0.5 - 3.5M, e.g. ca. 2M. Slow addition of the
precursor solution is preferred, preferably with stirring and preferably being chilled
after the addition a temperature below ambient e.g. 0-5°C.

The metal salt of clavulanic acid product may be formed as a precipitate
from solution. Precipitation of the product metal salt of clavulanic acid from
solution may be encouraged by mixing the solution with a precipitating solvent, e.g.
isopropanol, as described above. The solid product can be isolated from the reaction
medium by for example filtration and washing of the product.

In each of the above processes the pH of the medium defined above can
result in rcducﬁon of the quantity of one or more impurities such as N-succinyl
tyrosine in the product relative to analogous processes at higher pH.

These processes of the invention may compise a part of an overall process
for preparation of potassium clavulanate ﬁ'om crude clavulanic acid e.g. as formed
in a fermentation broth, e.g. in Whlch an amine salt is used as an intermediate.

This overall process may involve the steps of (1) fermentation of a
microorganism which produces an aqueous brotil containing clavulanic acid, (ii)
extraction of the clavulanic acid into an organic solvent, (iii) conversion of the
clavulanic acid into an amine salt of clavulanic acid, (iv) exposure of the amine salt
to a pH of 6.0 or lower, particularly 5.5 or lower, (v) conversion of the amine salt
to potassium clavulanate. The washing and/or recrystallisation processes of the
invention may for example be applied to the salts of clavulanic acid prepared as
products of either or both of steps (iii) and/or (v). The preparative processes of the
invention may for example be applied to either or both of preparation steps (iii)

.and/or (v), as described above.

In the processes of this invention which involve a pharmaceutically
acceptable metal salt of clavulanic acid a preferred salt is potassium clavulanate.

In the processes of this invention which involve an amine salt of clavulanic
acid a preferred amine salt is the tertiary butylamine sali of clavalanic acid. This
can be made, in a known (see for example EP-A-0 026 044, the content of which is
included herein by reference) reaction, by reaction of tertiary butylamine with
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clavulanic acid, and easily isolated as an acetone solvate. Both the tertiary
butylamine salt and its acetone solvate can readily be converted into
pharmaceutically acceptable salts of clavulanic acid, e.g. potassium clavulanate, e.g.
as disclosed in EP 0026044A. However the processes of the invention appear in
principle to be applicable to all those amine salts which are known to be useable as
intermediates in the conversion of clavulanic acid into a pharmaceutically acceptable
salt such as potassium clavulanate. Consequently these processes of the invention
appears in principle to be effective with all such amines.

Examples of such amines, and their corresponding amine salts are disclosed
for example in the publications referred to above, and include for example amine
poly-, e.g. di-, clavulanate salts if the amine has more than one amino- moiety.
Other suitgble amine salts include those referred to in the publications mentioned
above, e.g. tertiary octylamine, diethylamire, tri-(lower alkyl) amines,
dimethylaniline, NN'-diisopropyl-ethylenediamine. tertiary, tertiary diamines such
as N,N,N ’,N’-teuamethyl-l;z-diaminoethane, N;N,N >N ’-tetramethylil,6-
diaminohexane, 1,2-dipiperidinoethane and dipiperidinomethane, diaminoethers
such as bis (2-dimethy1aminoethyi) ether, benzhydryfamines, N,N’-alkylethylene
diamines, such as N,N’-diisopropylethylene diafnine, N,N’-diethylene diamine,
N,N’-dibenzylethylene diamine, N,N,N’,N’- tetramethylene diamine, N,N,N’,N’-
tetramethylethylenediamine, 1,3-bis(di-methylamino)-2-propanol, benzhydrylamine
and bis (2-(dimethylamino) ethyl) ether, and diisopropylethylendiamine.

The present invention further provides a product amine salt of clavalanic
acid being a product of any of the above-described process, particularly
tertiarybutylamine clavulanate.

The present invention further provides a product pharmaceutically acceptable
metal salt of clavulanic acid being a product of any of the above-described process,
particularly potassium clavulanate.

These products are characterised by impurity levels, particularly of N-
succinyl tyrosine, which are less than those obtainable via known processes,
particularly corresponding process which are carried out in a medium with a pH
above that defined.

The invention will now be described by way of example only.

EA
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Examples 1, 2 and 3 are expressed in terms of the reduction of the total
quantity of impurities in the product salt of clavulanic acid, and Examples 4, 5 and
6 are expressed in terms of reduction of the specific impurity N-succinyl tyrosine.

Example 1: Acidification of amine salt during amine salt crystallisation.

30g tertiary-butylamine (“t-BA”) clavulanate salt was dissolved in water to
give a 30% pfa (i.e. calculated as “pure free acid”, i.e. clavulanic acid moiety by
weight : volume) solution. The pH of the solution was measured and acidified to
pH 4.5 with approximately 1.1 ml of 50% sulphuric acid or concentrated nitric
acid. A 5x volume of acetone was added and the mixture stirred for 15 minutes.
Additional acetone was added over 20 minutes up to 35x the aqueous volume.
Throughogt the foregoing the amine salt solution was maintained at ambient
temperatu%e. The product t-BA. sa}it::tvc:rystall»'ised and was chilled at 0-5°C for 60
minutes and collected by filiration. The product was washed with 600ml of
acetone, prior to drying for 12 hours in vacuo. This procedure was repeated at a
“natural” pH without acid addition, i.e. ca. pH 7.5.: The t-BA salt obtained using
these procedures was then conveﬁed into product poiassium clavulanate using a
known method, and levels of total impurities in}‘the potassium clavulanate prepared

using the samples of t-BA salt were measured as follows:

Crystallisation pH % total impurities in potassium
of t-BA solution clavulanate (wrt clav by HPLC)
Natural (pH 7.0 - 7.5) 2.03
pH4.5 0.03

Example 2: Preparation of amine clavulanate salt from clavulanic acid and
amine under acid conditions.

100L of clavulanic acid aqueous concentrate (ca. 2040 g/L), from filtered
concentrated fermentation broth was solvent extracted at pH 1.5 into methyl
isobutyl ketone (“MIBK”). The clavulanic acid rich MIBK was treated with carbon
(17L) and back extracted into water which was adjusted to pH 4.5 by controlled
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injection of a 50% MIBK solution of t-BA. By controlling the t-BA addition rate
the pH of the aqueous phase could be set, and pH 4.5 and pH 5.4 were used in
separate experiments. Once the aqueous back extraction solution had reached a

suitable crystallisation concentration, a 100ml aliquot was crystallised by addition of

35 volumes of acetone and the precipitated product isolated as in Example 1 above.
The subsequent crystallised amine was converted to potassium salt and analysed for

total impurity levels. This was then repeated with an aqueous phase pH of 5.4. By

using the pH 4.5 the level of total impurities in the potassium clavulanate was
reduced by 50% relative to the level at a pH of 5.4.

Example 3. Conversion of an amine salt to potassium clavulanate.

25g of t-BA clavulanate were dissolved in a mixture of isopropanol (81ml)
and distilléd water (10ml), and the ; PH was reduced to pH 6.8 with glacial acetic
acid. While stirring a further 145 ngnf‘é‘f'isopropand was added and 59.5 ml
potassium 2-ethylhexanoate (1.92N) dissolved in isopropanol added drépwise over
20 minutes. The so-formed slurry was sin'red for 120 minutes in an ice-bath at O-
5°C and filtered. The potassium ;lavulanate cake wa; washed with acetone (120 ml
and 200 ml) and dried in vacuo with a nitrogen bleed Altering the volume of
glacial acetic acid added varied the pH of the dissolution solution. Results
indicating the effect on the amount of total impurities in the potassium clavulanate
(“Kclav”) and overall yield of potassium clavulanate are ‘shown in the table below:

Dissolution pH % of total impurities in Kclav (wrt clay)

6.8 0.87
6.5 0.92
6.0 0.63
5.5 0.57
5.0 0.13
5.0% 0.11

* The volume of water was reduced to compensate for the additional volume of
acetic acid used.
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The experiments described in Example 3 above were repeated using other
acids than acetic acid to achieve the specified pH, for example hydrochloric acid
was used with similar results.

Example 4: Acidification of amine salt during amine salt crystallisation.
30g teriiary-butylamine (“t-BA”) clavulanate salt was dissolved in water to
give a 30% pfa (i.e. calculated as “pure free acid”, i.e. clavulanic acid moiety by
weight : volume) solution. The pH of the solution was measured and acidified to
pH 4.5 with approximately 1.1 ml of 50% sulphuric acid or concentrated nitric
acid. A 5x volume of acetone was added and the mixture stirred for 15 minutes.
Additional acetone was added over 20 minutes up to 35x the aqueous volume.
Throughout the foregoing the amine salt solution was maintained at ambient
temperature The product t-BA salt crysta]hsed and was chilled at 0-5°C for 60
minutes and collected by filtration. The product was washed with 600ml of
acetone, prior to drying for 12 hours in vacuo. Th1s procedure was repeated at a
“natural” pH without acid addltlon, i.e. ca. pH 8. 5.1 : The level of N-succinyl
tyrosine in the t-BA salt obtained using these procedures was then measured as

follows:

Crystallisation pH % N-succinyl tyrosine in -BA
of t-BA solution clavulanate (wrt clav by HPL.C)
Natural (pH 8.5) . 3.48

pH4.5 0.03

Example 5: Preparation of amine clavulanate salt from clavulanic acid and
amine under acid conditions.

100L of clavulanic acid aqueous concentrate (ca. 20-40 g/L), from filtered
concentrated fermentation broth was solvent extracted at pH 1.5 into methyl

isobutyl ketone (“MIBK”). The clavulanic acid rich MIBK was treated with carbon

(17L) and back extracted into water which was adjusted to pH 4.5 by controlled
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injection of a 50% MIBK solution of t-BA. By controlling the t-BA addition rate
the pH of the aqueous phase could be set, and pH 4.5 and pH 5.4 were used in
separate experiments. Once the aqueous back extraction solution had reached a
suitable crystallisation concentration, a 100ml aliquot was crystallised by addition of
35 volumes of acetone and the precipitated product isolated as in Example 1 above.
The subsequent crystallised amine was converted to potassium sait and analysed for
N-succinyl tyrosine levels. This was then repeated with an aqueous phase pH of
5.4. By using the pH 4.5 the level of N-succinyl tyrosine impurity in the potassium
clavulanate was reduced 26-fold relative to the level at a pH of 5.4.

Example 6. Conversion of an amine salt to potassium clavulanate.

25g of t-BA clavulanate were dissolved in a mixture of isopropanol (81ml)
and distilled water (10ml), and the pH was reduced to pH 6.8 with glacial acetic
acid. While stirring a further 145 ml of isopropanol was added and 59.5 ml
potassium 2-ethylhexanoate (1.92N) dissolved in isopropanol added dropwise over
20 minutes. The so-formed slurry was stirred for 120 minutes in an ice-bath at 0-
5°C and filtered. The potassium élavulanate cake was washed with acetone (120 mi
and 200 ml) and dried in vacuo with a nitrogen :’bleed. Altering the volume of
glacial acetic acid added varied the pH of the dissolution solution. Results
indicating the effect on the amount of N-succinyl tyrosine impurity in the potassium
clavulanate (“Kclav”) and overall yield of potassium clavulanate are shown in the
table below:

Dissolution pH % of N-sqccinyl tyrosine

in Kclav (wrt clav)
6.8 0.62
6.5 0.65
6.0 0.44
55 0.40
5.0 0.04
5.0% 0.07
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Claims:

1. A process comprising exposure of a salt of clavulanic acid to a liquid
medium at a pH of less than 6.5.

2. A process according to claim 1 wherein the pH is 3.5 - 5.5.

3. A process according to claim 1 or 2 wherein the salt is washed with a wash
medium at a pH of 6.0 or less.

4. A process according to claim 3 wherein the salt is an amine salt of
clavulanic acid. H

5. A process according to claiﬁlﬁl'l\ wherein the amine salt is then subsequently
converted into a final product pharmaceutically acceptable salt of clavulanic acid.

6. A process according to claim 3 wherein the salt which is washed is a metal
salt of clavulanic acid.

7. A process according to any one of claims 3 to 6 wherein the wash medium is
a mixture of water and a water-miscible organic solvent at a pH of 6.0 or less.

8. A process according to any one of claims 3 to 7 comprising a process in
which a starting salt of clavulanic acid is provided containing one or more impurity,
and the salt is washed with the wash medium, to thereby produce a product salt of

clavulanic acid in which the level of the one or more impurity is lower.
9. A process according to any one of claims 3 to 8 comprising a process in

which one or more impurity is removed from a starting salt of clavulanic acid, by
washing of the starting salt of clavulanic acid with the wash medium.

16
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10. A process according to claim 1 or 2 wherein the salt of clavulanic acid is
recrystallised from a recrystallisation medium at pH of 6.0 or less.

11. A process according to claim 10 wherein the salt of clavulanic acid is an
amine salt of clavulanic acid.

12. A process according to claim 11 wherein the amine salt is then subsequently
converted into a final product pharmaceutically acceptable salt of clavulanic acid.

13. A process according to claim 10, 11 or 12 wherein the salt is dissolved in an
aqueous medium at the pH 6.0 or less, or subsequently adjusted the pH 6.0 or less,
then the salt is isolated from the aqueots solution by crystallisation by admixing the
solution wn:h a prec1p1taung solvent

14. A process according to any one of claims 10 to 13 comprising a process in
which a starting salt of clavulanic ac1d is prowded comammg one or morxe impurity,
and the salt is recrystallised from the recrystallisation medium, to thereby produce a
product salt of clavulanic acid in which the leve:ll of the one or more impurity is

lower.

15. A process according to any one of claims 10 to 14 comprising a process in
which one or more impurity is removed from a starting salt of clavulanic acid, by
recrystallisation of the starting salt of clavulanic acid from the recrystallisation
medium.

16. A process according to claim 1 or 2, comprising a preparative process in /
which the salt of clavulanic acid is prepared in a liquid medium at a pH of 6.0 or

lower.

15

17. A process according to claim 16 comprising preparation of an amine salt of /

clavulanic salt by reacting clavulanic acid with an amine in a liquid medium at a pH

of 6.0 or lower.
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18. A process according to claim 18 performed in a two phase system, being an
organic solvent phase containing the clavulanic acid, and an aqueous phase into
which the amine salt is extracted and which is at the pH of 6.0 or lower.

19. A process according to claim 1 or 2, comprising a preparative process in
which a metal salt of clavulanic acid is formed as a product by a reaction between
an amine salt of clavulanic acid and a metal salt precursor compound, in a liquid
medium at the pH of 6.0 or lower.

20. A process according to claim 19 in which potassium clavulanate is prepared.

3
FS

21. A process according to.claim 19 or 20 performed with the.amine salt-in

ST

of 6.0 or less, or subsequently adjusted to this pH!and the metal salt pi'ecursor is
added to this soliition of the amine salt.

22. A process according to any one of the pi?eceding claims, being part of an
overall process for preparation of potassium clavulanate from crude clavulanic acid

as formed in a fermentation broth.

23. A process according to claim 22 involving the steps of (i) fermentation of a
microorganism which produces an aqueous broth containing clavulanic acid, (ii)
extraction of the clavulanic acid into an organic solvent, (iii) conversion of the
clavulanic acid into an amine salt of clavulanic acid, (iv) exposure of the amine salt
to a pH of 6.0 or lower, particularly 5.5 or lower, (v) conversion of the amine salt
to potassium clavulanate.

24. A product amine salt of clavulanic acid being a product of a process
according to any one of claims 1 to 18.

18
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25.  Potassium clavulanate being a product of a process according to any one of

claims 1 to 3 or 19 to 23.

26. A process according to any one of claims 8, 9, 14 or 15 wherein one of the

said one or more impurity is N-succinyl tyrosine.

27. A purification process in which a salt of clavulanic acid, containing or
believed to be contaminated with N-succinyl tyrosine, is subjected to conditions

which remove N-succinyl tyrosine.

28. A purification process according to claim 27 wherein the salt is exposed to a
liquid medium containing a reagent which destroys N-succinyl tyrosine.

29. A purification proces§ accordi;lg to claim 27 wherein the salt is exposed to a
reagent which destroys N-succinyl tyrosine, incofﬁorated into or adsori)ed onto a
solid substrate. }. ,,

30. A purification process in which a salt of ?%clavulanic acid, containing or
believed to be contaminated with N-succinyl tyrosine, is suspended or disssolved in
a liquid medium and is exposed to a material which absorbs N-succinyl tyrosine and
thereby removes N-succinyl tyrosine from the salt.

31. A preparative process in which a salt of clavulanic acid is prepared under
conditions selected to minimise the formation of N-succinyl tyrosine and/or its
retention in the product salt of clavulanic acid.

32. A process according to claim 31 wherein the salt of clavulanic acid is

prepared in a liquid medium containing reagents which remove N-succinyl tyrosine,
or at chemical or physical conditions which remove N-succinyl tyrosine.

19
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PCT/GB01/02025

PROCESO PARA LA PURIFICACION DE UNA SAL DEL ACIDO CLAVULANICO

Este invento se relaciona con procesos novedosos para la
preparacién de sales del &cido clavulédnico en un estado més
puro.

- El &cido clavulénico (acido (Z)-(2R,5R)-3-(2-
hidroxietilideno) -7-oxo-4-oxa-1-azabiciclo[3.2.0])heptano-2-
carboxilico) es un inhibidor de P-lactamasa el cual se
utiliza comercialmente como un componente de formulaciones
farmacéuticas, usualmente en la forma de sus sales
farmacéuticamente aceptables, particularmente clavulanato de
potasio. El &cido clavul&dnico és producido comercialmente
mediante el cultivo del microorganismo Streptomyces
clavuligerus, por ejemplo, como se describié en la GB
1508977.

El &cido clavulédnico se puede extraer del medio de
cultivo en varias formas. Normalmente, las células de S.
clavuligerus se remueven primero del medio de cultivo
mediante métodos tales como filtracién.o.centrifugacién antes
de comenzar los procedimientos de extraccién. El1 &cido
clavulanico se puede extraer desde este medio de cultivo
clarificado mediante extraccién por solvente a partir del
medio de cultivo clarificado frio ajustado a un pH &cido.
También es factible la extraccién del caldo completo. En el
proceso de extraccidédn por solvente, el Acido clavulénico es
extraido en un solvente orgdnico. Después de la separacién de
las fases, el acido clavul&nico se encuentra en solucién en
la fase orgénica.

El &cido clavuldnico se puede retroextraer de la fase

orgénica en una nueva fase acuosa utilizando la mayor
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solubilidad en agua de las sales del &cido clavulé&nico con
aminas orgénicas, y aislando tal sal de amina de la fase
acuosa. En tal proceso, la sal de amina se forma como un
intermedio en el proceso de conversidén del &cido clavulénico
crudo en una sal farmacéuticamente aceptable. Tal proceso es
descrito, por ejemplo, en la EP-A-0 026 044, en el cual una
solucién del &cido clavuléanico impuro en un solvente organico
entra en contacto con t-butilamina para formar la sal de t-
butilamina del acido clavulénico, la cual es luego aislada.
Se conocen otros procesos similares los cuales utilizan otras
aminas orgénicas, tales como la octilamina terciaria (ver
EP-A-O 594 099 (Pharma Development), dietilamina, tri-
(alguilo menor) aminas, dimetilanilina y NN'-diisopropil-
etilendiamina. La WO-A-93/25557 (SmithKline Beecham) divulga
una lista muy completa de aminas que se pueden utilizar en
esta forma. La WO-A-94/22873 (Gist Brocades) divulga el uso
de varias diaminas terciarias tales como N,N,N’,N'-
tetrametil-1,2-diaminoetano, N,N,N',N'-tetrametil-1,6-
diaminohexano, 1,2-piperidinoetano y dipiperidinometano. La
WO-A-96-/20199 (Spurcourt) divulga el uso de diaminoéteres
tales como el bis(2-dimetilaminoetil)éter. La GB-A-2298201
(Spurcourt) divulga el uso de varias benzhidrilaminas. La
WO-A-96/33197 (LEK) divulga el uso de aminas adicionales
incluyendo las N,N'-alquiletileno diaminas simétricas, tales
como N,N'-diisopropil-etilendiamina, N,N'-dietileno diamina,
N,N'-dibenciletileno diamina y N,N,N',N'-tetrametileno
diamina. La WO-A-98/21212 (Bist Brocades) por ejemplo
divulga un proceso en el cual se utilizan aminas como la
N,N,N'-N'-tetrametiletilendiamina, 1,3-bis(di-metilamino)-2-
propanol, benzhidrilamina y bis (2- (metilamino)etil)éter. La
WO-A-98/23622 (Biochemie) divulga el uso de la

diisopropiletilendiamina.
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Después de aislar, la sal de amina intermedia se puede
convertir en una sal farmacéuticamente Gtil del &cido
clavuldnico, particularmente una sal metdlica alcalina,
especialmente clavulanato de potasio, generalmente mediante
la reaccidén de la sal de amina intermedia con un compuesto
precursor de sal, tal como el 2-etilhexanocato de potasio.

El proceso de fermentacién mediante el cual se prepara
el acido clavulénico también produce impurezas de
subproductos. Se ha identificado un nGmero de tales impurezas
como picos en el rastreo de la HPLC del &cido clavulanico
crudo, sales de amina intermedias y sales farmacéuticamente
aceptables del &cido clavulédnico preparadas mediante procesos
convencionales, pero pocas se han identificado gquimicamente.
Una de estas impurezas ha sido identificada recientemente
como tirosina de N-succinilo.

Se prefiere que la sal farmacéuticamente aceptable del
producto final del &cido clavulanico tenga tan pocas
impurezas como sea posible, y por lo tanto tales impurezas
deben ser removidas, ya sea durante la separacidn del &cido
clavulénico o del producto final. Por ejemplo, tales
impurezas se pueden remover de la sal de amina intermedia
anteriormente mencionada, durante el paso de conversién de la
sal de amina intermedia a la sal farmacéuticamente aceptable
o del producto de sal final.

La identificacidén exitosa de esta impureza, como la
tirosina de N-succinilo, inesperadamente ha hecho disponibles
procesos para preparar sales del &cido clavulédnico las cuales
estidn contaminadas con menos Tirosina de N-succinilo que
hasta la fecha habia sido posible.

El proceso puede ser un proceso de purificacién en el
cual la tirosina de N-succinilo es removida de la sal del

Acido clavulénico contaminada con ésta.

ild
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Por lo tanto, el invento suministra un proceso de g
purificacidén en el cual una sal del &cido clavulénico, gﬁ(
contaminada o considerada contaminada con tirosina de N-
succinilo es sometida a condiciones las cuales son
seleccionadas para remover la tirosina de N-succinilo. Tales
condiciones pueden ser condiciones quimicas, como por ejemplo

un tratamiento con uno o mads reactivos apropiados. De manera

apropiada, la sal del &cido clavuldnico contaminada o

considerada contaminada con tirosina de N-succinilo, se puede
someter a tales condiciones mediante exposicién a un medio
liquido, como por ejemplo un solvente orgdnico o mezcla
solvente-agua orgénica que contenga tal reactivo. Tal
proceso puede involucrar el lavado de la sal del &cido
clavulénico en estado sélido con tal medio liquido, o
cristalizacidén de la sal del &cido clavulénico a partir de
tal medio liquido. Alternativamente, la sal del &cido
clavulénico contaminada o considerada contaminada con
tirosina de N-succinilo, puede ser expuesta a un reactivo
apropiado en forma sélida.

Alternativamente, el proceso de purificacién puede ser
un proceso en el cual una sal del &cido clavulénico,
contaminada o considerada contaminada con tirosina de N-
succinilo, es suspendida o disuelta en un medio ligquido, como
por ejemplo un solvente orgénico o mezcla solvente-agua
organica, y expuesta a un material el cual es seleccionado
para absorber tirosina de N-succinilo removiendo asi la
tirosina de N-succinilo de la sal.

Alternativamente, el proceso puede ser un proceso
preparativo en el cual la sal del acido clavulénico es
preparada bajo condiciones seleccionadas para minimizar la
formacidén de tirosina de N-succinilo y/o su retencidén en la

sal de producto del &cido clavulédnico. Por ejemplo, la sal
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del &cido clavulénico se puede preparar en un medio liquido, ;;%
como por ejemplo un solvente orgénico, un medio acuoso, o una

mezcla de un solvente orgdnico, que contienen reactivos que

remueven la tirosina de N-succinilo, o puede ser sometida a

condiciones quimicas o fisicas que remuevan la tirosina de N-

succinilo.

La sal del &acido clavulénico purificada o preparada en
los anteriores procesos puede ser una sal de amina del &cido
clavulénico, como por ejemplo cualgquiera de las aminas
citadas anteriormente, especialmente t-butilamina, y esta sal
de amina puede ser subsecuentemente convertida en una sal
farmacéuticamente aceptable de producto final del &cido
clavuléanico, tal como una sal de metal alcalino, como por
ejemplo el clavulanato de potasio. Alternativamente, la sal
puede ser una sal metédlica del &cido clavulénico, por ejemplo
una sal de metal alcalino del &cido clavulénico,
particularmente el clavulanato de potasio.

Inesperadamente se ha descubierto ademds que el nivel de
impurezas, tal como la tirosina de N-succinilo anteriormente
mencionada, en una sal del &cido clavulinico se puede reducir
si la sal es expuesta a un rango seleccionado de pPH. Un
objetivo de este invento es utilizar este descubrimiento en
el aprovisionamiento de procesos mejorados para la
preparacién de tales sales farmacéuticamente aceptables.

Segln este invento se suministra un proceso que
comprende la exposicién de una sal del &cido clavulénico a un
medio liquido con un pH menor a 6.5, preferiblemente 6.0 o
menor, més preferiblemente a un pH de 5.5 o menor, mas
preferiblemente un pH de 5.0 o menor, mis preferiblemente un
PH mayor a 3.5, como por ejemplo un pH 3.5-5.5, tipicamente
un pH de 4.5. El término "pHﬁ, como se utiliza en la

presente, incluye el uso convencional del término PH como el
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logaritmo del ntimero reciproco de la concentracién de iones
de hidrdégeno. El término "pH", como se utiliza en la
presente, iﬁcluye el pH observado, es decir, el pH medido
mediante la exposicién del medio a un medidor de pH
convencional de tipo conocido, apropiadamente calibrado
mediante métodos conocidos. Normalmente, los medios
utilizados en el proceso de este invento contendran cierta
cantidad de agua.

El tratamiento de la sal de esta manera en el proceso
del invento puede reducir el nivel de una o mis impurezas,
particularmente de tirosina de N-succinilo, en la sal o en
sales adicionales del &cido clavuldnico, como por ejemplo una
sal farmacéuticamente aceptable preparada a partir de la sal.

En una primera forma del proceso de este invento, la sal
puede ser lavada con el medio, es decir, un medio de lavado a
un pH menor a 6.5, preferiblemente a un pH de 5.5 o menor. La
sal puede ser una sal de amina del &cido clavulédnico, como
por ejemplo cualquiera de las aminas citadas anteriormente,
especialmente t-butilamina, y esta sal de amina puede ser
lavada con el medio de lavado, y luego, de manera opcional,
la sal de amina se puede subsecuentemente convertir en una
sal farmacéuticamente aceptable de producto final del &cido
clavuléanico, tal como una sal de metal alcalino, como por
ejemplo el clavulanato de potasio. Alternativamente, la sal,
la cual es lavada, puede ser una sal de metal del &cido
clavulanico, por ejemplo una sal de metal alcalino del &cido
clavulénico, particularmente el clavulanato de potasio.

El medio de lavado puede ser cualquier medio de lavado
acuoso con tal pH, como por ejemplo agua acidificada o
preferiblemente una mezcla de agua y un solvente organico
miscible en agua tal como el alcohol de C1-7 alquilo, el cual

tipicamente contiene entre 0.5-20% v:v de agua, a tal pH. El
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medio de lavado acuoso apropiado, como por ejemplo agua o tal
mezcla de agua y un solvente orgdnico miscible en agua, puede
ser acidificado con &4cido mineral, tal como el acido
sulfirico, clorhidrico o nitrico, o un &acido orgénico como
por ejemplo el &cido carboxilico o un &cido Cl-7 alcandico
como el acido acético.

Por lo tanto esta primera forma del proceso puede ser un
proceso en el cual una sal de inicio del &cido clavulénico es
suministrada conteniendo una o méas impurezas tal como
tirosina de N-succinilo, y la sal es lavada con el medio de
lavado, para producir de esta forma una sal de producto del
dcido clavulédnico en la cual el nivel de una o méas impurezas
es minimo.

Por lo tanto, esta primera forma del proceso puede ser
un proceso en el cual una o més impurezas tal como tirosina
de N-succinilo es removida de la sal de inicio del &cido
clavuléanico, lavando la sal de inicio del &cido clavuléanico
con el medio de lavado.

. En la segunda forma del proceso de este invento la sal
puede ser recristalizada a partir del medio a un pH menor a
6.5. Por ejemplo, una sal de amina puede ser recristalizada
desde tal medio de recristalizacién, luego puede ser
subsecuentemente convertida en una sal farmacéuticamente
aceptable de producto final del &cido clavuléanico, tal como
una sal de metal alcalino, como por ejemplo clavulanato de
potasio mediante métodos conocidos tales como aquellos
citados anteriormente, como por ejemplo la reaccién con 2-
etil-hexanoato de potasio.

De manera apropiada, en este proceso de
recristalizacién, la sal, como por ejemplo una sal de amina,
puede ser disuelta en un medio acuoso, como por ejemplo agua

acidificada o una mezcla de agua y un solvente orgédnico
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miscible en agua tal como un alcohol de Cl1-7 alquilo.
Preferiblemente, la concentracién de solucidn es alta, por
ejemplo entre 10 y 40% o mds, pero no parece haber un limite
superior teérico. El medio acuoso puede inicialmente tener
un pH menor a 6.5, o el pH puede ser ajustado cuando la
solucién acuosa se haya preparado; por ejemplo, la solucién
acuosa puede ser acidificada con un &cido, apropiadamente un
dcido mineral, tal como el &cido sulfidrico, clorhidrico o
nitrico, un acido orgdnico como el &cido carboxilico, o un
dcido alcandico C1-7 tal como el &cido acético. Se prefiere
un pH de aproximadamente 5.5 o menor.

La sal, como por ejemplo una sal de amina, puede ser
luego aislada de la solucidn acuosa. Esto se puede lograr,
por ejemplo, mediante cristalizacidén al mezclar la solucién,
como por ejemplo una solucidén acuosa, con un solvente
precipitante, tal como una cetona miscible en agua. Las
cetonas apropiadas incluyen cetonas alifaticas, como por
ejemplo di-Cl-7 alquil cetona, siendo la acetona la
preferida. Los solvatos de sales de clavulanato de amina con
tales cetonas son conocidos y una sal de amina se puede
precipitar como un solvato de cetona. Por ejemplo, la
solucidén se puede diluir con un exceso, por ejemplo, exceso
entre 5-50 veces el solvente precipitante, como por ejemplo
de una cetona. El enfriamiento de la solucién diluida puede
ayudar a mejorar el rendimiento de la precipitacién de
cristales de la sal de amina; por ejemplo, como un solvato,
el cual puede ser aislado.

Esta segunda forma del proceso por lo tanto, puede ser
un proceso en el cual una sal de inicio del Acido clavuléanico
es suministrada la cual contiene una o mas impurezas tal como
la tirosina de N-succinilo, y la sal es recristalizada en el

medio de recristalizacién, produciendo asi una sal de
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producto del &acido clavulédnico en la cual el nivel de una o

mas impurezas es menor.

Esta segunda forma del proceso por lo tanto puede ser un

proceso en el cual una o mids impurezas son retiradas de una

sal de inicio del &cido clavulénico, mediante

recristalizacidn de la sal de inicio del &cido clavulédnico

desde el medio de recristalizaciédn.

Una tercera forma del proceso puede ser un proceso

preparativo en el cual la sal del &4cido clavulénico es

preparada en un medio liquido a un pH menor a 6.5. Por

ejemplo, esta tercera forma del proceso puede comprender un
proceso en el cual una sal de amina del acido clavulédnico es
preparada haciendo reaccionar el &cido clavulénico con una
amina en un medio liquido a un pH menor a 6.5. Esta tercera
forma del proceso puede ser utilizada para preparar sales de
amina del &cido clavuléanico que contengan un nivel inferior
de impurezas tal como la tirosina de N-succinilo que ocurren
en sales de amina del &cido clavuldnico preparadas mediante
métodos alternativos o del estado de la técnica anterior.

En una realizacidn preferida de esta tercera forma del

proceso, la reaccidn es realizada en un sistema de dos fases,

con una fase solvente orgdnica conteniendo el &cido

clavulénico, y una fase acuosa en la cual la sal de amina es

extraida y la cual tiene un pH de 6.5 o menor. Por lo tanto,

la fase acuosa puede comprender una solucién acuosa o

suspensién de la amina, especialmente una solucién acuosa o

suspensién de t-butilamina. La fase solvente organica

preferiblemente es sustancialmente no miscible en agua, es
decir, aungque puede ocurrir cierto mezclado de solvente con

agua, se forman dos fases sobre la mayor parte del diagrama

de fase.

Por ejemplo,

se puede establecer un sistema de dos

L5
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fases, comprendiendo una fase solvente orgdnica que contiene /gfg~
el &cido clavulénico disuelto, y una fase acuosa separada, y
la amina orgdnica puede ser introducida en este sistema de
dos fases, por ejemplo, inyectada en la fase acuosa, en
condiciones apropiadas de mezclado, como por ejemplo mediante
agitacién o turbulencia, de manera que la sal de amina es
extraida en la fase acuosa a medida que es formada.
Tipicamente, la fase acuosa puede tener una concentracién de
5-100 g/L, por ejemplo 10-40 g/L de &cido clavuléanico, por
ejemplo, aproximadamente, 30 g/L. Solventes apropiados para
la fase orgdnica incluyen ésteres de Cl-7-alquil-Cl-7
alcanocato sustancialmente no miscibles en agua, tal como el
acetato de etilo y acetato de t-butilo, y di-Cl-7 alquil
cetonas tal como la metilisobutilcetona. Se prefiere una
temperatura de aproximadamente 0 a 5°C para esta reaccién.
Apropiadamente, la fase solvente orgédnica puede ser el
producto de una extraccidén mediante el solvente organico de
un caldo de fermentacidén opcionalmente pre-purificado, por
ejemplo, filtrado y tratado con carbdén en el cual el &cido
clavulénico se ha formado.

Apropiadamente, la fase acuosa puede ser suministrada
mediante retroextraccidén desde la fase solvente orgénica
mediante un ciclo de extraccidén circulante de manera que una
alta concentracidén de la sal de amina se pueda acumular en la
fase acuosa. La fase acuosa se puede concentrar a una alta
concentracidn, como por ejemplo un 25% por peso O mMAS; poOr
ejemplo, mediante la circulacién del ciclo de extraccién
durante un tiempo apropiado.

Generalmente, cuando el &cido clavulédnico es extraido de
un caldo acuoso para formar tal fase de extraccidn orgénica,
el caldo es acidificado a un pH menor a 2.0. La adicién

controlada de la amina orgénica en el sistema de dos fases
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anteriormente descrito se puede utilizar para ajustar el pH
de la fase acuosa, el cual puede ser monitoreado en linea. Un
pH preferido nuevamente estd por debajo de 5.5.

La sal de amina puede luego ser aislada de la fase
acuosa. Esto se puede lograr, por ejemplo, mediante
cristalizacidén al mezclar la solucidén acuosa con un solvente
precipitante, tal como una cetona miscible en agua como se
describid anteriormente, y esta cristalizacidén se puede
realizar de manera andloga al proceso de recristalizacidn
descrito anteriormente.

Una cuarta forma del proceso del invento puede ser un
proceso preparativo en el cual una sal de metal del acido
clavulénico es formada como un producto, mediante la reaccidn
entre una sal de amina del &cido clavuléanico y un compuesto
precursor de la sal metdlica, en un medio ligquido a un pH
menor a 6.5. Esta cuarta forma del proceso se puede utilizar
para preparar sales metdlicas del &acido clavulédnico que
contengan un nivel menor de impurezas tal como la tirosina de
N-succinilo en comparacidén con las ocurridas en sales de
metal del &cido clavulénico preparadas mediante métodos
alternativos o del estado de la técnica anterior.

Las sales metdlicas de producto preferidas del &cido
clavulénico, las cuales se pueden preparar en esta cuarta
forma del proceso, son sales de metales alcalinos y metales
alcalinotérreos, particularmente el clavulanato de potasio.

Esta cuarta forma del proceso del invento parece ser
apropiada para utilizarse con todos los compuestos
precursores de sales metdlicas los cuales se pueden convertir
en una sal farmacéuticamente aceptable del &cido clavulénico
mediante reaccidén con una sal de amina del &cido clavulé&nico.
Las clases generales de compuestos precursores de sales

metdlicas apropiadas incluyen sales de cationes de metales
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alcalinos y cationes de metales alcalinotérreos con
contraaniones los cuales incluyen aniones bésicos, tales como
el carbonato de hidrdégeno, carbonato o fosfato de hidrégeno,
y en particular, aniones de acidos carboxilicos organicos
débiles, tales como los &cidos alcanoicos de la férmula R-
CO2H donde R es C1-20 algquilo, por ejemplo el C1-8 alquilo,
como por ejemplo sales del &cido acético, propidnico y etil-
hexandéico, tales como el &cido 2-etil-hexandico. Algunos
ejemplos de compuestos precursores en estas clases generales
incluyen, carbonato de hidrégeno sédico o potéasico, fosfato
de hidrégeno potésico y carbonato de calcio. Un compuesto
precursor de sal metélica preferido para el clavulanato de
potasio es el 2-etilhexanocato de potasio.

La reaccidén de esta cuarta forma del proceso de este
invento, es preferiblemente realizada con la sal de amina en
solucidén o suspensién en una mezcla de agua y un solvente
orgédnico miscible en agua, como por ejemplo un alcohol de Cl-
8 alquilo o una mezcla de tal alcohol con agua, como por
ejemplo una mezcla de isopropanol y agua. Las proporciones
apropiadas para tal mezcla solvente : agua para adaptarse a
requerimientos particulares, se pueden determinar
experimentalmente, por ejemplo, una mezcla de solvente : agua
que contiene entre 1 -10% v:v de agua; por ejemplo,
aproximadamente entre 1 - 5% v:v de agua. La sal de amina se
puede disolver en tal solvente el cual puede tener un pH de
6.0 o menor, o se puede ajustar el pH mediante adicién de un
dcido apropiado, como por ejemplo un &cido mineral o &cido
orgdnico como descrito anteriormente. La sal de amina puede
apropiadamente estar presente en una concentracidn de
solucidén entre 0.1 - 1.0M, por ejemplo. aproximadamente 0.5 M
en fraccidén de clavulanato. Un pH preferido es de 5.5 o

menor, por ejemplo un pH entre 5.5 y 5.0.
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Aunque mezclar la sal de amina y el compuesto precursor
en cualquier orden estéd contemplado por el invento, el ;;?
precursor de sal metdlica preferiblemente se agrega a una
solucidén de la sal de amina. El precursor se puede agregar
como una solucidn, como por ejemplo en un alcohol; por
ejemplo, una solucidén de isopropanol. Una concentracidén de
solucibén apropiada para esta solucidn de compuesto precursor
oscila entre 0.5 y 3.5M, por ejemplo, aproximadamente 2M. Se
prefiere la adicidén lenta de la solucién de precursor,
preferiblemente con agitacién y preferiblemente enfriada
después de la adicidén a una temperatura por debajo de la
temperatura ambiente, por ejemplo entre 0 y 5°C.

La sal de metal de producto del acido clavulédnico se
puede formar como un precipitado a partir de la solucién. La
precipitacién de la sal de metal de producto del &cido
clavuldnico a partir de la solucién puede ser promovida
mezclando la solucidén con un solvente precipitante, como por
ejemplo el isopropanol, como se describid anteriormente. E1l
producto sélido se puede aislar del medio de reaccién por
ejemplo mediante filtracién y lavado del producto.

En cada uno de los anteriores procesos, el pH del medio
definido anteriormente puede resultar en la reduccién de la
cantidad de una o mds impurezas tal como la tirosina de N-
succinilo en el producto con relacién a los procesos andlogos
con pH superior.

Estos procesos del invento pueden comprender una parte
de un proceso general para la preparacién de clavulanato de
potasio a partir del &cido clavulénico crudo, por ejemplo
como aquel que se forma en un caldo de fermentacién, en el
cual una sal de amina se utiliza como un intermedio.

Este proceso general puede involucrar los pasos de (i)

fermentacién de un microorganismo el cual produce un caldo
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acuoso que contiene &acido clavulénico, (ii) extraccidén del
dcido clavuldnico en un solvente orgédnico, (iii) conversidn
del &cido clavulénico en sal de amina del &cido clavulénico,
(iv) exposicidén de la sal de amina a un pH de 6.0 o menor,
particularmente 5.5 o menor, (v) conversidén de la sal de
amina en clavulanato de potasio. Los procesos de lavado y/o
recristalizacidén del invento pueden, por ejemplo, ser
aplicados a las sales del &4cido clavulénico preparadas como
productos de uno u otro o ambos pasos (iii) y/o (v). Los
procesos preparativos del invento, por ejemplo, se pueden
aplicar a cualquiera o ambos pasos de preparacibén (iii) y/o
(v), como se describid anteriormente.

En los procesos de este invento, los cuales involucran
una sal metélica farmacéuticamente aceptable del &cido
clavulanico, una sal preferida es el clavulanato de potasio.
Esta sal se puede preparar en una reaccidén conocida (ver por
ejemplo la EP-A-0-026 044, incluida en la presente como
referencia), mediante reaccién de t-butilamina con el acido
clavulénico, y fé&cilmente aislado como solvato de acetona.
Tanto la sal de t-butilamina como su solvato de acetona
pueden ser facilmente convertidos en sales farmacéuticamente
aceptables del &cido clavulédnico, por ejemplo el clavulanato
de potasio, como se divulga en la EP 0026044A. Sin embargo,
los procesos del invento parecen, en principio, ser
aplicables a todas aquellas sales de amina las cuales son
conocidas por ser utilizables como intermedios en la
conversién del &cido clavulédnico en una sal farmacéuticamente
aceptable, tal como el clavulanato de potasio.
Consecuentemente, estos procesos del invento parecen, en
principio, ser efectivos con todas estas aminas.

Ejemplos de tales aminas, y las correspondientes sales

de amina son divulgadas, por ejemplo, en las publicaciones
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citadas anteriormente, e incluyen, por ejemplo, sales de
5

policlavulanato (por ejemplo, di-) amina, si la amina tiene

m4s de una fraccién de amina. Otras sales de amina
apropiadas, incluyen aquellas citadas en las publicaciones
mencionadas anteriormente, como por ejemplo la t-octilamina,
dietilamina, tri-(alquilo menor)aminas, dimetilanilina, N,N'-
diisopropil-etilendiamina, diaminas terciarias tales como
N,N,N',N'-tetrametil-1,2-diaminoetano, N,N,N' ,/N'-tetrametil-
1l,6-diaminohexano, 1,2-dipepiridinocetano y
dipiperidinometano, diaminoéteres tales como bis (2-
dimetilaminoetil)éter, benzhidrilaminas, N,N'-alquiletileno-
diamiﬁas, tales como N,N'-diisopropiletileno diamina, N,N'-
dietileno- diamina, N,N'-dibenciletileno diamina, N,N,N',6N'-
tetrametileno diamina, N,N,N',N'-tetrametiletileno diamina,
1,3-bis(di-metilamino) -2-propanol, benzhidrilamina y bis(2-di
metilamino)etil)éter, y diisopropiletileno diamina.

El presente invento ademids suministra una sal de amina
producto del &cido clavulédnico como producto de cualquiera de
los procesos anteriormente descritos, particularmente el
clavulanato de t-butilamina.

El presente invento ademds suministra una sal metélica
farmacéuticamente aceptable de producto del &cido clavulé&nico
como un producto de cualquiera de los procesos anteriormente
descritos, particularmente el clavulanato de potasio.

Estos productos se caracterizan por niveles de impureza,

particularmente de la tirosina de N-succinilo, los cuales son

menores que aguellos obtenidos a través de procesos
conocidos, particularmente procesos correspondientes los

cuales son llevados a cabo en un medio a un pH superior al

definido.

El invento ahora serd descrito por medio de ejemplo

solamente.
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Los ejemplos 1, 2 y 3 son expresados en términos de la
reduccién de la cantidad total de impurezas en la sal de
producto del &cido clavulénico, y los Ejemplos 4, 5 y 6 son
expresados en términos de la reduccién de la impureza

especifica de tirosina de N-succinilo.

Ejemplo 1: acidificacién de sal de amina durante
cristalizacidén de sal de amina.

30 g de sal de clavulanato de t-butilamina ("t-BA") se
disolvidé en agua para obtener una solucién de pfa (pure free
acid, en inglés) al 30% (es decir calculado como "&cido libre
puro", es decir fraccidén de acido clavulanico por
peso:volumen). E1 pH de la solucién fue medido y acidificado
para lograr un pH de 4.5 con aproximadamente 1.1 ml de &cido
sulfidrico al 50% o a4cido nitrico concentrado. Se agregd un
volumen 5x de acetona y la mezcla se agitd durante 15
minutos. Se agregd acetona adicional durante 20 minutos hasta
lograr 35x el volumen acuoso. Durante todo el proceso, la
solucién de sal de amina se mantuvo a temperatura ambiente.
La sal de t-BA de producto se cristalizd y se enfridé a 5°C
durante 60 minutos y se recolectd por filtracién. El producto
fue lavado con 600ml de acetona, antes del secado durante 12
horas al vacio. Este procedimiento se repitié con pH
"natural" sin adicién de &acido, es decir, aproximadamente un
pH de 7.5. La sal de t-BA obtenida utilizando estos
procedimientos fue luego convertida en clavulanato de potasio
de producto utilizando un método conocido, y los niveles de
impurezas totales en el clavulanato de potasio preparado
utilizando las muestras de la sal t-BA se midieron como

sigue:

pH de Cristalizacidén de Porcentaje de Impurezas
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solucidén de t-BA Totales en clavulanato de
potasio

pH Natural (pH 7.0 - 7.5) 2.03

PH 4.5 0.03

Ejemplo 2: Preparacién de sal de clavulanato de amina a
partir del acido clavulénico y amina bajo condiciones &acidas.

100L de concentrado acuoso de acido clavuléanico (20-40
g/L) proveniente del caldo de fermentacién concentrado
filtrado fue extraido por solvente a un pH de 1.5 en
metilisobutilcetona ("MIBK"). La MIBK rica en acido
clavulénico fue tratada con carbdén (17L) y retroextraida en
agua la cual se ajustd a un pH de 4.5 mediante inyeccidn
controlada de una solucidén de MIBK al 50% de t-BA. Al
controlar la tasa de adicidén de t-BA, se modificé el pH de la
fase acuosa, y un pH de 4.5 y un pH de 5.4 se utilizaron en
experimentos separados. Una vez que la solucidn de
retroextraccidn acuosa alcanzd una concentracidn de
cristalizacidén apropiada, se cristalizé una alicuota de 100
ml mediante adicidén de 35 volimenes de acetona y el producto
precipitado se aisld como en el Ejemplo 1 anterior. La
subsecuente amina cristalizada se convirtid en sal de potasio
y se analizaron los niveles de impurezas totales. Esto se
repitidé luego a un pH de fase acuosa de 5.4. Utilizando un pH
de 4.5, el nivel de impurezas totales en el clavulanato de

potasio se redujo en 50% con relacidén al nivel con pH de 5.4.

Ejemplo 3. Conversién de una sal de amina en clavulanato de

potasio.

25g de clavulanato de t-BA se disolvié en una mezcla de

isopropanol (81lml) y agua destilada (10ml), y el pH se redujo
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a 6.8 con acido acético glacial. Con agitamiento se agregd
145 ml de isopropancl y 59.5 ml de 2-etilbexanocato de potasio 1}f§
(1.92N) disuelto en isopropanol por goteo durante 20 minutos.

La pasta aguada formada fue agitada durante 120 minutos en un

10

15

20

bafio de hielo a 0-5°C y filtrada. La torta de clavulanato de

potasio fue lavada con acetona (120 ml y 200 ml) y secada al

vacio con un drenaje de nitrégeno. Alterando el volumen de
dcido acético glacial agregado, se varid el pH de la
solucidén. Los resultados que indican el efecto sobre la

cantidad de impurezas totales en el clavulanato de potasio

1

("Kclav") y rendimiento total de clavulanato de potasio son

mostrados en la siguiente tabla.

pH de disolucidn % de impurezas totales en

Kclav

.87

.92

.63

.57

.13

Ul o Ul O] Oy O
o| o ;] o L ®™
o ©O| o] oy o| o

.11

* El volumen de agua se redujo para compensar el volumen
adicional de &acido acético utilizado.

Los experimentos descritos en el Ejemplo 3 anterior

fueron repetidos utilizando otros &dcidos diferentes al &acido

acético para lograr el pH especificado; por ejemplo se

utilizé &acido clorhidrico con resultados similares.

Ejemplo 4: Acidificacidén de sal de amina durante
cristalizacién de sal de amina.

30 g de sal de clavulanato de t-butilamina ("t-BA")
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disolvié en agua para obtener una solucidén de pfa (pure free
acid, en inglés) al 30% (es decir calculado como "acido libre
puro", es decir fraccidn de &cido clavulanico por
peso:volumen). E1 pH de la solucién fue medido y acidificado
para lograr un pH de 4.5 con aproximadamente 1.1 ml de acido
sulfirico al 50% o acido nitrico concentrado. Se agregd un
volumen 5x de acetona y la mezcla se agitd durante 15
minutos. Se agregd acetona adicional durante 20 minutos hasta
lograr 35x el volumen acuoso. Durante todo el proceso, la
solucidén de sal de amina se mantuvo a temperatura ambiente.
La sal de t-BA de producto se cristalizd y se enfrid a 5°C
durante 60 minutos y se recolectd por filtracidn. El1l producto
fue lavado con 600ml de acetona, antes del secado durante 12
horas al vacio. Este procedimiento se repitidé con pH
"natural" sin adicién de acido, es decir, aproximadamente un
PH de 8.5. EIl nivel de tirosina de N-succinilo en la sal de

t-BA obtenida utilizando estos proceses se midieron como

sigue:

pH de Cristalizacidén de % de tirosina de N-succinilo
solucidén de t-BA en clavulanato de t-BA

pH Natural (pH 8.5) 3.48

PH 4.5 0.03

Ejemplo 5: Preparacién de sal de clavulanato de amina a
partir del &acido clavulénico y amina bajo condiciones &acidas.
100L de concentrado acuoso de &cido clavuldnico (20-40
g/L) proveniente del caldo de fermentacidn concentrado
filtrado fue extraido por solvente a un pH de 1.5 en
metilisobutilcetona ("MIBK"). La MIBK rica en &cido
clavulénico fue tratada con carbén (17L) y retroextraida en
agua la cual se ajustd a un pH de 4.5 mediante inyeccién

controlada de una solucién de MIBK al 50% de t-BA. Al
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3

controlar la tasa de adicidén de t-BA, se modificd el pH de la
fase acuosa, y un pH de 4.5 y un pH de 5.4 se utilizaron en ngi
experimentos separados. Una vez que la solucidn de

retroextraccidén acuosa alcanzd una concentracidén de

cristalizacidén apropiada, se cristalizd una alicuota de 100

ml mediante adicidén de 35 voluimenes de acetona y el producto

precipitado se aisld como en el Ejemplo 1 anterior. La

subsecuente amina cristalizada se convirtid en sal de potasio

y se analizaron los niveles de tirosina de N-succinilo. Esto

se repitidé luego a un pH de fase acuosa de 5.4. Utilizando un

PH de 4.5, el nivel de tirosina de N-succinilo en el

clavulanato de potasio se redujo 26 veces con relacién al

nivel a pH de 5.4.

Ejemplo 6. Conversién de una sal de amina en clavulanato de
potasio

25g de clavulanato de t-BA se disolvidé en una mezcla de
isopropanol (81lml) y agua destilada (10ml), y el pH se redujo
a 6.8 con acido acético glacial. Con agitamiento se agregd
145 ml de isopropanol y 59.5 ml de 2-etilbexanocatc de potasio
(1.92N) disuelto en isopropanol por goteo durante 20 minutos.
La pasta aguada formada fue agitada durante 120 minutos en un
bafio de hielo a 0-5°C y filtrada. La torta de clavulanato de
potasio fue lavada con acetona (120 ml y 200 ml) y secada al
vacio con un drenaje de nitrégeno. Alterando el volumen del
dcido acético glacial agregado, se varié el pH de la
solucidn. Los resultados que indican el efecto sobre la
cantidad de impureza de tirosina de N-succinilo en el
clavulanato de potasio ("Kclav") y rendimiento total de

clavulanato de potasio son mostrados en la siguiente tabla.

20



pH_de disolucidén

% de tirosina de N-succinilo

en Kclav
6.8 0.62
6.5 0.65
6.0 0.44
5.5 0.40
5.0 0.04
5.0% 0.07

* El volumen de agua se redujo para compensar
adicional de &cido acético utilizado.

Los experimentos descritos en el Ejemplo

el volumen

6 anterior

fueron repetidos utilizando otros acidos diferentes al &cido

acético para lograr el pH especificado; por ejemplo se

utilizé acido clorhidrico con resultados similares.
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Reivindicaciones:

'_l
c
a]

proceso que comprende la exposicién de una sal del

n
Q
[N
[oH)
(0]

clavulénico a un medio liquido con un pH menor a 6.5.

2. Un proceso segiin la reivindicacién 1 en donde el pH estéa

entre 3.5 - 5.5,

3. Un proceso segin la reivindicacién 1 o 2, en donde la sal

es lavada con un medio de lavado a un pH de 6.0 o menor.

4. Un proceso segln la reivindicacién 3, en donde la sal es

una sal de amina del &cido clavulénico.

5. Un proceso seglin la reivindicacién 4, en donde la sal de
amina es luego subsecuentemente convertida en una sal
farmacéuticamente aceptable de producto final del &cido

clavulénico.

6. Un proceso segun la reivindicacién 3, en donde la sal la

cual es lavada es una sal de metal del acido clavulénico.

7. Un proceso segin cualquiera de las reivindicaciones 3 a &6,
en donde el medio de lavado es una mezcla de agua y un

solvente orgénico miscible en agua a un pH de 6.0 o menor.

8. Un proceso segin cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7,
el cual comprende un proceso en el cual una sal de inicio del
dcido clavulénico es suministrada conteniendo una o més
impurezas, y la sal es lavada con el medio de lavado para
producir de esta manera una sal de producto del &cido

clavulénico en la cual el nivel de una o mids impurezas es

22
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menor.

9. Un proceso segin cualquiera de las reivindicaciones 3 a 8,
el cual comprende un proceso en el cual una o mids impurezas
es removida de la sal de inicio del &cido clavulanico
mediante un lavado de la sal de inicio del &acido clavulénico

con el medio de lavado.

10. Un proceso segin la reivindicacién 1 o 2, en donde la sal
del acido clavulénico es recristalizada a partir de un medio

de recristalizacién a un pH de 6.0 o menor.

11. Un proceso segin la reivindicacién 10, en donde la sal
del &cido clavulénico es una sal de amina del &cido

clavulénico.

12. Un proceso segln la reivindicacién 11, en donde la sal de
amina es luego subsecuentemente convertida en una sal
farmacéuticamente aceptable de producto final del &cido

clavulénico.

13. Un proceso segin la reivindicacién 10, 11 o 12, en donde
la sal es disuelta en un medio acuoso a un pH de 6.0 o menor,
o0 subsecuentemente ajustada a un pH 6.0 o menor, luego la sal
es aislada de la solucién acuosa mediante cristalizacién al

mezclar la solucidn con un solvente precipitante.

1l4. Un proceso segln cualquiera de las reivindicaciones 10 a
13, el cual comprende un proceso en el cual una sal de inicio
del &cido clavulénico es suministrada conteniendo una o mis
impurezas, y la sal es recristalizada a partir del medio de

recristalizacién, para producir de esta manera una sal de
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producto del &cido clavulénico en la cual el nivel de una o

mas impurezas es menor.

15. Un proceso segin cualquiera de las reivindicaciones 10 a
14, el cual comprende un proceso en el cual una o més
impurezas son removidas de la sal de inicio del &acido
clavulénico mediante recristalizacién de la sal de inicio del

dcido clavulénico a partir del medio de recristalizacién.

16. Un proceso segin la reivindicacibén 1 o 2,
comprende un proceso preparativo en el cual la sal del acido

clavulénico es preparada en un medio liquido a un pH de 6.0 o

menor.

17. Un proceso segin la reivindicacidén 16, que comprende la
preparacién de una sal de amina del &cido clavulénico
mediante la reaccidén del &cido clavuldnico con una amina en

un medio liquido con pH de 6.0 o menor.

18. Un proceso segln la reivindicacidén 18, realizado en un
sistema de dos fases, con una fase solvente orgénica que
contiene el &cido clavulénico, y una fase acuosa en la cual

la sal de amina es extraida y la cual tiene un pH de 6.0 o

s

menorxr.

el cual

19. Un proceso seglin la reivindicacién 1 o 2, el cual

comprende un proceso preparativo en el cual una sal de metal
del &4cido clavulénico es formada como producto mediante una
reaccidén entre unag sal de amina del &cido clavuldnico y un

compuesto precursor de sal metdlica, en un medio liquido a un

pPH 6.0 o menor.
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A

20. Un proceso segilin la reivindicacién 192, en el cual se 4 §<

prepara clavulanato de potasio.

21. Un proceso segln la reivindicacidén 19 o 20, realizado con
la sal de amina en solucidén en una mezcla de agua y un
solvente orgédnico miscible en agua bien sea a un pH de 6.0 o
menor, o subsecuentemente ajustada a este pH, y el precursor
de sal metdlica es agregado a esta solucién de la sal de

amina.

22. Un proceso segin cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, como parte de un proceso general para la
preparacién de clavulanato de potasio a partir de &cido

clavulénico crudo formado en un caldo de fermentacién.

23. Un proceso segin la reivindicacién 22, el cual que
involucra los pasos de (i) fermentacién de un microorganismo
el cual produce un caldo acuoso que contiene &cido
clavulénico, (ii) extraccién del &cido clavulénico en un
solvente ofgénico, (iii) conversién del &cido clavul&nico en
una sal de amina del &cido clavulénico, (iv) exposicién de la
sal de amina a un pH de 6.0 o menor, particularmente 5.5 o
menor, (v) conversién de la sal de amina en clavulanato de

potasio.

A
'/
7

24. Una sal de amina producto del &cido clavulénico coﬁ57f:::?_
producto de un proceso segiin cualquiera de las -

reivindicaciones 1 a 18.

25. Clavulanato de potasio como un producto de un proceso &

segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o 19 a 23.
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26. Un proceso segin cualquiera de las reivindicaciones 8, 9,
14, o 15 donde una de tales impurezas es la tirosina de N-

succinilo.

27. Un proceso de purificacidén en el cual una sal del &acido
clavulénico que contiene o se considera contaminada con
tirosina de N-succinilo, es sometida a condiciones las cuales

remueven la tirosina de N-succinilo.

28. Un proceso de purificacidén seglin la reivindicacién 27, en
donde la sal es expuesta a un medio liquido que contiene un

reactivo el cual destruye la tirosina de N-succinilo.

29. Un proceso de purificacién segln la reivindicacién 27, en
donde la sal es expuesta a un reactivo el cual destruye la
tirosina de N-succinilo, incorporado o absorbido sobre un

substrato sélido.

30. Un proqeso de purificacién en el cual la sal del &cido
clavulénico, que contiene o se considera contaminada con
tirosina de N-succinilo es suspendida o disuelta en un medio
liquido y es expuesta a un material el cual absorbe la
tirosina de N-succinilo y por lo tanto remueve la tirosina de

N-guccinilo de la sal.

31. Un proceso preparativo en el cual una sal del &acido
clavulénico es preparada bajo condiciones seleccionadas para
minimizar la formacién de tirosina de N-succinilo y/o su

retencién en la sal de producto del &cido clavulénico.

32. Un proceso segln la reivindicacién 31, en donde la sal

del &cido clavulénico es preparada en un medioc ligquido que
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(Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this
report.)

6. Additional observations, if necessary:

Iil. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability

1. The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non-
obvious), or to be industrially applicable have not been examined in respect of:

O the entire international application.

claims Nos. 22-27.

because:

O the said international application, or the said claims Nos. relate to the following subject matter which does
not require an international preliminary examination (specify):

[0 the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. are so unclear
that no meaningful opinion could be formed (specify):

0O the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported by the description that no meaningful opinion
could be formed.

X no international search report has been established for the said claims Nos. 22-27.

2. A meaningful international preliminary examination cannot be carried out due to the failure of the nucleotide
and/or amino acid sequence listing to comply with the standard provided for in Annex C of the Administrative
Instructions:

O the written form has not been furnished or does not comply with the standard.
[d the computer readable form has not been furnished or does not comply with the standard.

V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Yes: Claims 1-21
No: Claims

Inventive step (IS) Yes: Claims 1-21
No:  Claims

Industrial applicability (JA) Yes: Claims 1-21
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Re Item 1l
Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and
industrial applicability

Due to the absence of a search report, no opinion will be formulated with respect to no-
velty, inventive step and industrial applicability of the subject-matter of claims 22-27
(which are derived from claims 27-32 as originally filed).

Re ltem V
Reasoned statement under Rule 66.2(a)(ii) with regard to novelty, inventive step
or industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

D1: WO 98 42858 A (CARDOSO JOAQUIM P ;CIPAN COMP IND PROD (PT)) 1
October 1998 (1998-10-01)

D2: EP-A-0594 099 (PHARMA DEV LTD) 27 April 1994 (1994-04-27) cited in the
application

D3: WO 98 23622 A (RENZL. ALOIS ;SUMMER HARALD (AT); WAGNER HELMUT
(AT); BIOCHEMIE GMB) 4 June 1998 (1998-06-04) cited in the application

D4: GB 1508 977

D4: WO 98 21212 A (DEN HEUVEL ANTONIUS VAN ;BOOIJ JOHANNES (NL); GIST
BROCADES BV (NL) 22 May 1998 (1998-05-22)

The present application relates to processes for the purification of salts of clavulanic
acid (claims 1-21 and 22-27).

The purification of a salt of clavulanic acid by treatment thereof with an acid is disclosed
in D1 (ex. 8-11) as well as in D2 (claim 1, ex. 1).

The process according to claim 1 of the present case is carried out at a pH of less than

6, while the reactions disclosed in ex. 8 and 10 of D1 are carried out at a pH of “around

6,5".

Salts of clavulanic acid are disclosed in e.g. D3 (ex. 4,5; octylamine salt) or D4 (ex. 7,8;
potassium salt).

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 1) (EPO-April 1997)
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EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET

The novelty of claims 1-21 can thus be acknowledged (Art. 33(2) PCT.

The problem of the present application was to provide a further purification process for
a salt of clavulanic acid.

It has been disclosed in the present application that the essential feature of the process
described therein is the treatment of an impure salt of clavulanic acid in a medium whe-
rein a special pH range is maintained which is between the ranges dislcosed in D1 and
D2 (either pH 6.5, cf. ex. 8,10 of D1 or a pH, where only the free clavulanic acid is pre-
sent; cf. ex. 9,11 of D1 and ex. 1 of D2).

Furthermore it was demonstrated in the description that the level of impurities can con-
siderably be decreased when the pH is in this special chosen range; as this could not
be expected, an inventive step in the sense of Article 33(3) PCT can be acknowledged
for the subject-matter of claims 1-21.

Finally the following objection is raised:

The description was not adapted to the amended claims as requested by Article 6 PCT.

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 2) (EPO-Aprit 1997)
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X WO 98 42858 A (CARDOSO JOAQUIM P ;CIPAN 1-23,26

X EP 0 594 099 A-(PHARMA DEV LTD) 33 1-24,26

m Further documenis are listed in the continuation of box C. lz:l Patent family members are listed in annex.

° Special calegories of cited documents :

"T* later document published after the intemational filing date
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