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Zpisob &isténi soli klavulanové kyseliny

2007 ~7227

Oblast techniky

Tento vynédlez se tykd& novych zplsobu pfipravy ‘

soli kyseliny klavulanové v ¢istéjdim stavu. §°a.:
Dosavadni stav techniky e

Kyselina klavulanova ((Z)-(2R,5R)-3~(2-hydroxy- ' .uvh
ethyliden)-7-oxo-4-oxa-l-azabicyklo[3.2.0]heptan-2-karbo- cees
xylovad kyselina) je inhibitor PB-laktamazy, ktery se pouZiva O
komercné jako sloZka farmaceutickych prost¥fedkli, obvykle ve Teetud

formé farmaceuticky pfijatelnych soli, obzvlasté klavu-
landtu sodného. Kyselina klavulanovd se vyrabi komerdcné
kultivaci mikroorganismu Streptomyces clavuligerus,

napfiklad podle popisu v GB 1 508 977.

Kyselina klavulanovd se miZe extrahovat z kul-
tivaéniho média rhGznymi zpusoby. Obvykle se buniky
Streptomyces clavuligerus napfed vyjmou z kultivadniho
média takovymi zplsoby jako je filtrace nebo odstfedovani
nez takové extrakéni postupy zapocénou. Kyselina klavulanové
se miZe z tohoto vyclefeného kultivadniho média extrahovat
extrakcl rozpousStédly ze studeného vyCereného média jehoi
hodnota pH je upravena do kyselé oblasti. Extrakce celého
bujénu je také proveditelnd. P¥i zplsobu extrakce roz-
poudtédlem se kyselina klavulanovd extrahuje do organického
rozpoustédla. Po oddéleni fézi se kyselina klavulanové

nachdzi v roztoku v organické fazi.

Kyselina klavulanovd se mlzZe zpétné extrahovat

z organické féaze do nové vodné faze vyuZitim vetsi
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rozpustnosti soli kyseliny klavulanové s organickymi aminy
ve vod& a isolaci takové aminové soli z vodné féée. Pri
takovém zplisobu se aminové stil vytvofi jako meziprodukt p#i
zplsobu konverze surové kyseliny klavulanové na farma-
ceuticky prijatelnou sGl. Takovy zpusob je popsén napfiklad
v EP-A-0 026 044, kde se roztok necisté kyseliny klavu-
lanové v organickém rozpoustédle uvede do kontaktu s terc-
butylaminem k vytvoreni terc-butylaminové soli kyseliny
klavulanové, Xteré se poté isoluje. Jsou znamy dalii
podobné zplsoby, které vyuZivaji organické aminy, jako je
tercidrni oktylamin (viz EP-A-0 594 099 (Pharma Develop-
ment), diethylamin, tri-(nizsi alkyl)aminy, dimethylanilin
a N,N‘-diisopropylethylendiamin. WO-A-93/25557 (SmithKline
Beecham) uvadi velmi rozsdhly seznam amint, které mohou byt
pouZity timto zptsobem. WO-A-94/22873 (Gist Brocades)
popisuje pouziti rbznych tercidrnich diamint, jako je
N,N,N',N‘-tetramethyl-1,2-diaminoethan, N,N,N',N‘-tetrame-
thyl-1, 6-diaminohexan, 1,2-dipiperidinoethan a dipiperi-
dinomethan. WO-A-96/20199 (Spurcourt) popisuje pouziti
diaminoether jako je bis(2-dimethylaminoethyl)ether.
GB-A-2298201 (Spurcourt) popisuje pouziti riznych
benzhydrylamint. WO-A-96/33197 (LEK) popisuje pouziti
dalsich aminG vcetné symetrickych N,N‘'-alkylethylendiaminu,
.jako je N,N‘'-diisopropylethylendiamin, N,N‘-diethylen-
diamin, N,N'-dibenzylethylendiamin a N,N,N',N‘'-tetrame-
thylendiamin. WO-A-98/21212 (Gist-Brocades) naptriklad
popisuje zpusob, kde se pouZivaji aminy N,N,N‘,N‘-tetrame-
thylethylendiamin, 1,3-bis(dimethylamino)-2-propanol, benz-
hydrylamin a bis[2-(dimethylamino)ethyl]ether.
WO-A-98/23622 (Biochemie) popisuje pouZiti diisopropylethy-

lendiaminu.
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Po isolaci se meziproduktova aminova stl maZe
pfevést na farmaceuticky uZitecnou sul kyseliny klavu-
lanové, obzvléété sl s alkalickym kovem, zvl1asté na
klavulanat draselny, obecné reakci meziproduktové aminové
soli s prekurzorovou slouCeninou soli, jako je 2-ethyl-

~hexanoat.

Proces fermentace, kterym se kyselina klavulanovi
pripravi také produkuje vedlejSi produktové nelistoty.
Rada t&chto nelistot byla identifikovéna jako piky v HPLC
stop& surové kyseliny klavulanové, meziproduktovych
aminovych soli a farmaceuticky pfijatelnych soli kyseliny
klavulanové jak se pripravi obvyklymi zptisoby, ale méalo
z nich bylo chemicky identifikovéno. V soucCasnosti byla
identifikovéna jedna takovato necistota jako N-sukcinyl-

tyrosin.

Je Zadouci, aby v konecném produktu farmaceuticky
pFijatelné soli kyseliny klavulanové bylo co nejméné
takovych nelistot a tudiZ aby tyto nelistoty byly
odstranény bud béhem isolace kyseliny klavulanové nebo
z kone&ného produktu. Napfiklad mohou takové nelistoty byt
odstrané&ny z vyge uvedené meziproduktové aminové soli beéhem
kroku konverze meziproduktové aminové soli na farmaceuticky

pfijatelnou sil nebo z kone&ného produktu ve form& soli.

Podstata vyndlezu

Uspé&dnd identifikace této nelistoty jako N-suk-
cinyltyrosinu neo&ekdvané uc¢inila dostupnymi zpusoby
pfipravy soli kyseliny klavulanové, které jsou konta-
minovany men3im mnoZstvim N-sukcinyltyrosinu neZ bylo dosud

mozné.




Timto zpusobem miZe byt zplsob ¢isténi, kde se
N-sukcinyltyrosin odstrani ze soli kyseliny klavulanové,

kterd je jim kontaminovana.

Tento vynédlez tedy poskytuje zplsob &isténi, pfi
kterém se sul kyseliny klavulanové, kterd je kontaminovéna
nebo o které se véri, Ze je kontaminovana N-sukcinylty-
rosinem, podrobi podminké&m, které jsou zvoleny k odstranéni
N-sukcinyltyrosinu. Takovymi podminkami mohou byt chemické
podminky, nap¥. zpracovani s jednim nebo vice vhodnymi Ci-
nidly. Vhodné& se sUl kyseliny klavulanové, kterad je kon-
taminovana nebo o které se véri, Ze je kontaminovéna N-suk-
cinyltyrosinem, miZe podrobit takovym podminkém expozici
kapalnému prostfedi, nap¥. organickému rozpousté&dlu nebo
sm&si organické rozpoudtédlo-voda, které takové &inidlo
obsahuiji. Takovy zpusob miZe zahrnovat promyti soli
kyseliny klavulanové v tuhém stavu takovym kapalnym
prost¥edim nebo krystalizaci soli kyseliny klavulanove
7z takového kapalného prostfedi. Alternativné se sul
kyseliny klavulanové, kterd je kontaminovéna nebo o které
se v&ri, Ze je kontaminovana N-sukcinyltyrosinem, miZe

vystavit vhodnému ¢inidlu v tuhé formé.

Alternativné zptusob &idté&ni miZe byt zptsobem,
pfi kterém se sl kyseliny klavulanové, kterd je konta-
minovdna nebo o které se véri, Ze je kontaminovana N-suk-
cinyltyrosinem, se suspenduje nebo rozpusti v kapalném
prostfedi, napf. organickému rozpoudtédlu nebo smési
organické rozpoustédlo-voda, a vystavi se materialu, ktery
je zvolen k absorbci N-sukcinyltyrosinu a tim odstrafiuje

N-sukcinyltyrosin ze soli.
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Alternativné zplsobem mtZe byt zplsob pfipravy,
pfi kterém se sﬁl kyseliny klavulanové pfipravi za podminek
k minimalizaci tvorby N-sukcinyltyrosinu a/nebo jeho
zadrZeni v produktové soli kyseliny klavulanové. Napriklad
sl kyseliny klavulanové se mlZe p¥fipravit v kapalném '
prostfedi, nap¥. organickém rozpoustédle, vodném prostredi
nebo ve smésl organického rozpoudtédla, které obsahuje
&inidla, kterd odstranuiji N-sukcinyltyrosin, nebo se
podrobi chemickym nebo fyzikalnim podminkam, které

odstranuji N-sukcinvltyrosin.

Stl kyseliny klavulanové vyCisténd nebo pripra-
vend vyse uvedenym zplsobem miZe byt aminovou soli kyseliny
klavulanové, napf. s kter?mkoli z amin® uvedenych vyse,
obzv148té tercidrnim butylaminem, pf¥icemZ? tato aminova sul
se'mﬁie nasledné prevést na konecny produkt farmaceuticky
pfijatelné soli kyseliny klavulanové, jako je stl
s alkalickym kovem, nap¥. klavulandt draselny. Alternativné
miZe sul byt kovovou soli kyseliny klavulanové, nap¥. soli
kyseliny klavulanové s alkaliékYm kovem, obzvlasté

klavulandt draselny.

Déle bylo neocCekavané nalezeno, Ze hladina ne-
¢istot, Jjako je vy3e uvedeny N-sukcinyltyrosin, v soli
kyseliny klavulanové se mlZe sniZit pokud se sl vystavi
zvolenému rozmezi hodnot pH. Je pfedmétem tohoto vyndlezu
pouzit toto zjisténi p¥i poskytovani zlep3enych zplsobl pro

pripravu takovych farmaceuticky prijatelnych soli.

Podle tohoto vyndlezu je poskytnut zplsob
zahrnujici vystaveni soli kyseliny klavulanové kapalnému
prost¥edi s hodnotou pH niZsi neZ 6,5, vyhodné 6,0 nebo

niz3i, vyhodné&ji s hodnotou pH 5,5 nebo niZs$i, wvyhodnéji




o8 enee »e
L]

eess o o’ .
s hodnotou pH 5,0 nebobniiéi, vyhodn&ji s hodnotou pH vy33i
nez 3,5, nap¥. od 3,5 do 5,5, obvykle okolo 4,5. Pojem ,pH"
jak je zde pouZivén zahrnuje obvyklé pouziti pojmu pH jako
logaritmu pfevrdcené hodnoty koncentrace iontud vodiku.
Pojem pH jak je zde pouZivan také zahrnuje pozorovanou
hodnotu pH, tj. hodnotu pH namé&fenou vystavenim prosttredi
obvyklému pH metru zndmého typu, vhodné kalibrovanému
znamymi zpisoby. Obvykle bude prostfedi pouzZiteé pEi zplsobu

podle tohoto vyndlezu obsahovat urcité mnozZzstvi vody.

Zpracovani soli timto zplsobem pfi zpisobu podle
tohoto vynalezu miZfe sniZit hladinu jedné nebo vice
ne&istot, obzvlast& N-sukcinyltyrosinu, v soli nebo dalsich
solich kyseliny klavulanové, napft. férmaceuticky pfijatelné

soli, p¥ripravené z této soli.

V prvni formé.zpﬁsobu podle tohoto vynalezu se
sl miZe promyt prost¥edim, tj. promyvacim prostfedim,
s hodnotou pH niZ3i nez 6,5, vyhodné s hodnotou pH 5,5 nebo
nizsi. Soli miZe byt aminova sul kyseliny klavulanové,
napt. s kterymkoli z amind uvedenych vySe, obzvlaste
tercidrnim butylaminem, pric¢emZ tato aminova sul se muze
promyvacim pfostfedim a poté pripadné& se aminovéd sUl mizZe
nisledn& prevést na koneény produkt farmaceuticky pIi-
jatelné soli kyseliny klavulanové, jako je sul s alkalickym
kovem; napt. kla&ulanét draselny. Alternativné mbZe sil,
kterd se promyvéa, mtZe byt kovovou soli kyseliny klavu-
lanové, napf¥. soli kyseliny klavulanové s alkalickym kovem,

obzvlast& klavulandt draselny.

Promyvacim prostfedim miZe byt vodné promyvaci
prostfedi s takovou hodnotou pH, napt. okyselena voda nebo

vyhodné sm&s vody a s vodou misitelného organického




rozpousStédla, jako je alkanol é 1 az 7 atomy uhliku,
obvykle obsahujici od 0,5 do 20 -% objemovych vody, pri
takové hodnot& pH. Vhodn& se vodné promyvaci prostredi,
napt. vodé nebo takové smé€s vody a s vodou misitelného
organického rozpoustédla, miZe okyselit mineralni
kyselinou, jako je kyselina sirova, chlorovodikovad nebo
dusic¢né, nebo organickou, napf. karboxylovou, kyselinou,
jako je alkanovéd kyselina s 1 aZz 7 atomy uhliku, jako je

kyselina octova.

Tato prvni forma zpusobu miZe tedy byt zplisobem,
pfi kterém je poskytnuta vychozi stl kyseliny klavulanové

obsahujici jednu nebo vice nelistot jako je N-suk-

cinyltyrosin, pfri¢emZ sul se promyje promyvacim prost¥edim

k vyrobeni soli kyseliny klavulanové, ve které hladina

jedné nebo vice nelistot je niZsi.

Tato forma zplsobu mlZe tedy byt zpusobem, pf#i
kterém se jedna nebo vice nelistot jako je N-sukcinyl-
ftyrosin odstrani z vychozi soli kyseliny klavulanové
promytim vychozi soli kyseliny klavulanové promyvacim

prostredim.

Ve druhé formé zpusobu podle tohoto vyndlezu se
sl miZe rekrystalizovat z prostfedi s hodnotou pH niZsi
neZ 6,5. Napriklad aminové sUl se mGZe rekrystalovat
z takového rekrystalizacniho prostfedi, poté se miZe
nadsledné prevést na konelnou produktovou farmaceuticky
pfijatelnou sul kyseliny klavulanové, jako‘je stl a
alkalickym kovem, napf¥. klavulanat draselny, zndmymi
zplisoby, jako jsou zpusoby uvedené vyse, napfiklad reakci

2-ethyl-hexanodtem draselnym.
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Vhodné se v tomto zpusobu rekrystélizace sal,
nap¥. aminova sul, miZe rozpustit ve vodném prosttedi,
nap¥. okyselené vodé& nebo ve smési vody a s vodou misi-
telného rozpoustédla, jako je alkanol s 1 aZ 7 atomy
uhliku. Vyhodné je koncentrace roztoku vysokd, napf¥. 10 az
40%, nicméné zdé& se, Ze zde neni Zadny teoreticky horni
limit. Vodné prostfedi miZe zpolatku byt s hodnotou pH
niZ3i neZ 6,5 nebo hodnota pH se miZe upravit, kdyZ se
vodny roztok zpracuje, napf. vodny roztok se poté mlie
okyselit kyselinou, vhodné mineralni kyselinou, jako je
kyselina sirova, chlorovodikova nebo dusicna, nebo
organickou kyselinou, napk. karboXylovou kyselinou jako je
alkanovad kyselina s 1 aZ 7 atomy uhliku, jako je kyselina

~

octova. Vyhodnd hodnota pH je okolo 5,5 nebo niZ3i.

Stl, nap¥. aminova stl, se poté miZe isoclovat
z vodného roztoku. Toho se mlZe dosdhnout napfiklad
krystalizaci smisenim roztoku, nap¥. vodného roztoku, se
srdZecim rozpouStédlem, jako je s vodu misitelny keton.
Vhodné ketony zahrnuji alifatické ketony, naptiklad
dialkylketon s 1 a% 7 atomy uhliku v kazdé alkylové &asti,
p¥icemZ vyhodny je aceton. Solvaty aminovych soli
klavulandtu s takovymi ketony jsou zndmy a aminovd sl se
mohou sréZet jako ketonovy solvat. Napfiklad tento roztok
se muZe nafedit s piebytkem, napf. 5- azi 50-nésobnym
pfebytkem sradZeciho rozpousStédla, nap¥. ketonu. Ochlazeni
na¥edéného roztoku miZe napomoci ke zlepSeni vytézZku
vysrazZenych krystall aminové soli, nap¥. jako solvat, ktery

se muZe isolovat.

Tato druhd forma zplsobu miZe tedy byt zplsobem,
pti kterém je poskytnuta vychozi stdl kyseliny klavulanové,

kterd obsahuje jednu nebo vice nelistot jako je N-suk-
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cinyltyrosin, p¥icemZ sl se rekrystaluje v rekrystali-
zadnim prostfedi k vyrobeni soli kyseliny klavulanové, ve

které hladina jedné nebo vice nelistot je niZsi.

Tato druhd forma zplsobu miZe tedy byt zplsobem,
p¥i kterém se jedna nebo vice neCistot jako je N-sukcinyl-
tyrosin odstrani z vychozi soli kyseliny klavulanové
rekrystalizaci vychozi soli kyseliny klavulanové z

rekrystalizaéniho prostredi.

T¥eti formou zplsobu miZe byt preparativni
zptsob, pfi kterému se sul kyseliny klavulanové pripravi v
kapalném prost¥edi s hodnotou pH niZ3i neZ 6,5. Napfiklad
tato t¥eti forma zplUsobu miZe obsahovat zplsob, p¥i kterém
se aminové stl kyseliny klavulanové pfipravi reakcl
kyseliny klavulanové s aminem v kapalném prostfedi
s hodnotou pH niZ3i neZ 6,5. Tato tfetl forma zplsobu se
miZe pouzit k pfipravé aminové soli kyseliny klavulanoveé
obsahujici niZ8i hladinu necistot jako je N-sukcinyltyrosin
ne? se vyskytuje v aminovych solich kyseliny klavulanové
pripravenych alternativnimi zplsoby nebo zplsoby

dosavadniho stavu techniky.

Ve vyhodném zt&lesnéni této t¥eti formy zpusobu
se reakce provadi ve'dvoufézovém systému, kterym je faze
organického rozpousStédla obsahujici kyselinu klavulanovou a
vodnd faze, do niZ se aminovd sul extrahuje a kterd ma
hodnotu pH 6,5 nebo niz&i. Vhodné tedy vodnéd faze mlze
obsahovat vodny roztok nebo suspenzi aminu, obzvlasté vodny

roztok nebo suspenzi tercidrniho butylaminu. Féze

organického rozpoudtédla je vyhodné nemisitelnd s vodou,
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tj. aCkoliv mbZe dojit k urditému miseni s vodou, ve

vetsiné fazového diagramu se vytvori 2 faze.

Napfiklad se miZe ustavit dvoufédzovy systém
zahrnujici fazi organického rozpoustédla obsahujici
rozpuSténou kyselinu klavulanovou a odd&lenou vodnou féazi,
pric¢emZ do tohoto dvoufdzového systému miZe byt zaveden
organicky amin, nap¥. injikovadn do vodné faze, za vhodnYéh
podminek miseni, napf. miché&ni nebo turbulence, tak, Ze se
aminova sul extrahuje do vodné féze pfi jejim vytvareni.
Obvykle miZe mit organickd faze koncentraci od 5 do 100
g/litr, napfiklad od 10 do 40 g/litr kyseliny klavulanové,
napf. okolo 30 g/litr. Vhodnad rozpousté&dla pro organickou
fazi zahrnuji s vodou v podstaté nemisitelné estery
alkanocdtl s 1 aZz 7 atomy uhliku jak v alkylové &asti, tak
v esterové Casti, jako je ethyl-acetdt a terc-butyl-acetéat,
a dialkylketony s 1 az 7 atomy uhliku v kaZdé alkylové
Casti, jako je methylisobutylketon. Pro tuto reakci je
vyhodna teplota od asi 0 do asi 5 °C. Vhodn& miZe byt faze

organického rozpoustédla produktem extrakce organickym

rozpoustédlem pripadné p¥ed&isténého, nap¥. zfiltrovaného a

uhlim o8et¥eného, fermentadniho bujdénu, ve kterém se

vytvofila kyselina klavulanovéa.

Vhodné& miZe byt vodnd faze poskytnuta zpé&tnou
extrakci z faze organického rozpousté&dla cirkula&ni

extrakéni klickou tak, Ze ve vodné fadzi se mZe dosdhnout

vysoké koncentrace aminové soli. Vodnd féze se miZe odpafit

na vysokou koncentraci, napf. 25 % hmotnostnich napt.

cirkulaci vodni extrakéni klicky po vhodnou dobu.

Obecné kdyzZz se kyselina klavulanova extrahuje

z vodného bujénu k vytvofeni takové organické faze, bujén
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se okysell na hodnotu pH niZ3i neZ 2,0. K Upravé hodnoty pH
vodné faze se mGZe pouzit Fizené pridavani organického
aminu do vy3e uvedeného dvoufizového systému, coZ se miuZe
monitorovat prib&Zné. Vyhodnd hodnota pH je opét niZ3i nez
5,5.

Aminova sul se poté miZe isolovat z vodné faze.
Toho se mlZe doséhnout\napfiklad krystalizaci pfimisenim
srazeciho rozpousStédla do vodného roztoku, jako je s vodou
misitelny keton jak je popséano vyse, ptridem? tato
krystalizace se miZe provadét zpﬁsobém analogickym zpusobu

krystalizace jak je popsén vy3e.

Ctvrtou formou zplsobu podle tohoto vynédlezu mbtie
byt preparativni zptsob, p¥i kterém se jako produkt vytvori
kovova sul kyseliny klavulanové reakci mezi aminovou soli
kyseliny klavulanové a kovovou soli prekurzorové slouceniny
v kapalném prostfedi s hodnotou pH niZ8i ne? 6,5. Tato
Ctvrta forma zpGsobu se miZe pouZit k p¥ipravé kovovych
soli kyseliny klavulanové obsahujicich niZ3i hladinu
neCistot jako je N-sukcinyltyrosin ne? se vyskytuje u
kovovych soli kyseliny klavulanové pripravené alternativnim

zpusobem nebo zplUsobem podle dosavadniho stavu techniky.

Vyhodnymi produktovymi solemi kyseliny kla-
.vulanové, které mohou byt pfipraveny touto &tvrtou formou
zpusobu jsou soli alkalickych kovi a kovi alkalickych

zemin, obzvla3té klavulanat draselny.

Tato ctvrta forma zplisobu podle tohoto vynalezu
se zdd byt vhodnd pro pouZiti u vdech prekurzorovych
sloucenin kovové soli, které mohou byt pfevedeny na

farmaceuticky prijatelnou sl kyseliny klavulanové reakci
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s aminovou soli kyseliny klavulanové. Obecné tfidy vhodnych
prekurzorovych sloulenin kovovych soli zahrnuji soli
kationth aklalickych kovli a kationtd kovi alkalickych zemin
s protianionty, které zahrnuji bé&zické anionty, jako je
hydrogenuhli&itan, uhli&itan nebo hydrofenfosfat, a
obzvlasté anionty slabych karboxylovych kyselin, jako jsou
alkonové kyseliny obecného vzorce R-COzH, kde R je alkyl s
1 az 20 atomy uhliku, napfiklad alkyl s 1 a% 8 atomy uhli-
ku, napf. soli kyseliny octové, propionové a ethylhexanové,
jako je kyselina 2-ethylhexanova. Nékteré priklady prekur-
zorovych slou€enin v té&chto obecnych t¥idach zahrnuji
hydrogenuhliéitan sodny nebo draselny, hydrogenfosfat
draselny a uhliditan véapenaty. Vyhodnou prekurzorovou
slouceninou kovové soli pro klavulanat draselny je 2-ethyl-

-hexanodt draselny.

Reakce této &tvrté formy zplsobu podle tohoto
vynalezu se vyhodné provadi s aminovou soli v roztoku nebo
suspenzi ve sm&si s vodou misitelného rozpouité&dla a vody,
napfiklad alkanolu s 1 aZ 8 atomy uhliku nebo ve smési
takového alkoholu s vodou, nap¥. ve sm&si isopropanol/voda.
Vhodné proporce pro takovou smés‘rozpouétédlo : voda
k vyhovéni obzvl&dstnim poZadavkim se mohou stanovit
experimentdlné, napf. sm&s rozpoustédlo : voda obsahujici
od 1 do 10 % objemovych vody, napf. od asi 1 do asi 5 %
objemovych vody. Aminovéa stil se miZe rozpustit v takovém
rozpouStédle, které miZe mit bud hodnotu PH 6,0 nebo nizsi
nebo které miZe byt upraveno na tuto hodnotu pH pfidanim
vhodné kyseliny, nap¥. minerdlni kyseliny nebo organické
kyseliny jak je uvedeno vy3e. Aminova stl mtze byt vhodné&
pfitomna v koncentraci roztoku od 0,1 do 1,0 M, nap¥. okolo
0,5 M v klavulandtové &asti. Vyhodn& hodnota pH je 5,5 nebo

nizsi, nap¥. od 5,5 do 5,0.
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ACkoliv miseni aminové soli a prekurzorové
slouceniny v jakémkoli pofadi spadad do rozsahu tohoto
vynalezu, vyhodné& se prekurzor kovové soli p#¥idad k roztoku
aminové soli. Prekurzo; se miZe pridat jako roztok, napt.

v alkoholu, napft. isopropanolovy roztok. Vhodnd koncentrace
roztoku pro tento roztok prekurzorové slouééniny je od 0,5
do 3,5 M, nap¥. okolo 2 M. Vyhodné je pomalé pridavani
roztoku prekurzoru, vyhodné& za michani a vyhodné& za
chlazeni po p¥idani na teplotu niZsi, nez je teplota

mistnosti, napf. od 0 do 5 °C.

Kovova sGl produktu kyseliny klavulanové se mtiZe
vytvofit jako srazZenina z roztoku. SradZeni produktové
kovové soli kyseliny klavulanové z roztoku se miZe uspisit
smisenim roztoku se srdZecim rozpoustédlem, nap¥. iso-
propanolem, jak je popsano vySe. Tuhy produkt se miZe
isolovat z reak&niho prostfedi napfiklad filtraci a pro-

mytim produktu.

V kaZdém z vySe uvedenych zplisobl miZe hodnota pH
prostfedi definovaného vy3e vést ke sniZeni mnoZstvi jedné
nebo vice necistot jako je N-sukcinyltyrosin v produktu

relativné k analogickym zptsoblm pfi vy33i hodnoté& pH.

Tyto zplsoby podle tohoto vyndlezu mohou zahrno-
vat Cast celkového zplsobu pro pfipravu klavulandtu
draselného ze surové kyseliny klavulanové, nap¥. jak se
vytvori ve fermenta&nim bujénu, napf?. kde se aminova stl

pouZije jako meziprodukt.

Tento celkovy zplsob miZe zahrnovat kroky
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i) fermentace mikroorganismu, ktery produkuje vodny bujén
obsahujici kyselinu klavulanovou,

ii) extrakce kyseliny klavulanové do organického
rozpoustédla,

iii) konverzi kyseliny klavulanové na aminovou stl kyseliny
klavulanové,

iv) expozici aminové soli hodnoté& pH 6,0 nebo niZsi,
obzv1asté 5,5 nebo nizsi,

V) konverzi aminové soli na klavulanat draselny,

promyvaci a/nebo rekrystalizadéni zpusob podle tohoto
vynalezu se miZe napfiklad aplikovat na soli kyseliny
klavulanové pfipravené jako produkty bud jednotlivého nebo
obou krokl iii) a/nebo iv). Preparativni zplUsoby podle
tohoto vynalezu se mohou napfiklad aplikovat na jeden nebo

oba kroky pfipravy iii) a/nebo v), jak jsou popsény vysde.

Ve zplUsobech podle tohoto vyndlezu, které
zahrnuji farmaceuticky pfijatelnou kovovou sul kyseliny

klavulanové je vyhodnou soli klavulandt draselny.

Ve zplsobech podle tohoto vyndlezu, které
zahrnuji aminovou sul kyseliny klavulanové je vyhodnou
aminovou soli terc-butylaminovd sul kyseliny klavulanové.
Ta se miZe pripravit, zndmou reakci (viz nap?. dokument
EP-A-0 026 044, jehoZ obsah je zde zahrnut formou odkazu),
reakcl terc-butylaminu s kyselinou klavulanovou a snadno se
isoluje jako acetonovy solvat. Jak terc-butylaminova sual,
tak jejl acetonovy solvat se mohou snadno prevést na
farmaceuticky pfijatelné soli kyseliny klavulanové, napt.
klavulanat draselny, jak je napf¥. popsédno v EP 0 026 044A.
Zpusoby podle tohotro vyndlezu se v8ak jevi v principu

aplikovatelné na vSechny tyto aminové soli, které jsou
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znamy jako pouZitelné jako meziprodukty p#i konverzi

kyseliny‘klavulanové na farmaceuticky p¥ijatelnou stl, jako

je klavulanat draselny. V disledku toho se zplsoby podle
tohoto vyndlezu jevi v principu jako G&inné se viemi

takovymi aminy.

Priklady takovych aminti a jejich odpovidajicich

aminovych soli jsou popsany napfiklad v publikacich, na né&:z

se odkazuje vySe, a zahrnuji nap#iklad aminové poly- a
diklavulanadtové soli pokud m& amin vice ne3 jednu aminovou
Ccast. Dalsi vhodné aminové soli zahrnuji soli, na n&z se
odkazuje v publikacich uvedenych vy3e, nap?¥. terciarni |
oktylamin, diethylamin, tri-(ni33i alkyl)aminy, dimethyl-
anilin a N,N'~diisopropylethylendiamin, terciarni diaminy,
jako je N,N,N‘,N‘—tetramethyl~l,2—diaminoethan, N,N,N,N ‘-
—~tetramethyl-1, 6-diaminohexan, 1,2-dipiperidinoethan a
dipiperidinomethan, diaminoethery jako je bis(2-dimethyl-
aminoethyl)ether, benzhydrylaminy, N,N'-alkylethylen-
diaminy, jako je N,N'-diisopropylethylendiamin, N,N‘-
~diethylendiamin, N,N'-dibenzylethylendiamin a N,N,N*, N~
-tetramethylendiamin, N,N,N‘,N‘—tetramethylethylendiamin,
1,3—bis(dimethylamino)—2—propanol, benzhydrylamin a
bis[2-(dimethylamino)ethyl]ether a diisopropylethylen-

diamin.

P¥edloZeny vyndlez dale poskytuje produkt
farmaceuticky pf¥ijatelné kovové soli kyseliny klavulanové,
ktery je produktem kteréhokoli z vySe uvedenych zptsobt,

obzv1la3té klavulanat draselny.

Tyto produkty jsou charakterizovany hladinami
neCistot, obzvlasté N-sukcinyltyrosinu, které jsou nisi

nez hladiny dosaZitelné znamymi zplhsoby, obzvl&astd
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odpovidajicimi zplsoby, které se provadé&jil v prostfedi

s hodnotou pH vy$3i, neZ je hodnota definovana.

Tento vyndlez bude nyni popsdn pouze pomoci

prikladi.

P¥iklady provedeni vyndlezu

P¥iklady 1, 2 a 3 Jjsou vyjad¥eny jako sniZeni
celkového mnoZstvi necistot v produktové soli kyseliny
klavulanové, a priklady 4, 5 a 6 jsou vyjadfeny jako

sniZeni specifické necistoty N-sukcinyltyrosinu.
Priklad 1
Okyseleni aminové soli bé&hem krystalizace soli

30 g terc-butylaminové (,t-BA™) klavulanatové
soli se rozpusti ve vodé k ziskdni 30% roztoku cisté volné
kyseliny (tj. vypo&itdno jako ,&istd volnd kyselina“, tj.
&4ast kyseliny klavulanové jako hmotnost : objem). Zméri se
hodnota pH roztoku a roztok se okyseli na hodnotu pH 4,5
pomoci p¥ibliZné 1,1 ml 50% kyseliny sirové nebo kon-
centrované kyseliny dusiéné. P¥ida se 5-nasobny objem
acetonu a smé&s se 15 minut michd. Béhem 20 minut se pridé
dalsi aceton aZ na 35-nésobek objemu vodné féze. Béhem
pfedchozi &asti se roztok aminové soli udrZuje pri teploté
mistnosti. Produktovd terc-butylaminova stl se krystaluje a
chladi na teplotu od 0 do 5 °C po dobu 60 minut a zachyti
se filtraci. Produkt se promyje 600 ml acetonu pred 12
hodinami su8eni ve vakuu. Tato procedura se opakuje pri
~pfirozené™ hodnoté pH bez pfidani kyseliny, tj. pfi

hodnot& pH okolo 7,5. terc-Butylaminovd sul ziskana za
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pouZiti té&chto procedur se poteé p¥evede na produktovy
klavulanat draselny za pouZiti znédmého zpusobu, pficemiZ
hladiny celkovych ne&istot v klavulanatu draselném
ptipraveném za pouziti vzorkd terc-butylaminoveé soli se
zm&ti nasledovné: '
Hodnota krystalizaéniho pH % celkovych necistot v kla-
terc-butylaminového roztoku vulandtu draselném (wrt

klavulandtu pomoci HPLC)

ptirozend (pH 7,0 az 7,5) 2,03
pH 4,5 0,03
pPriklad 2

Priprava aminové soli klavulandtu z kyseliny klavulanové a

aminu za kyselych podminek

100 litra vodného koncentratu kyseliny klavula-
nové (okolo 20 aZ 40 g/litr) ze zfiltrovaného fermentac¢niho
bujénu se extrahuje rozpoustédlem pfi pH 1,5 do methyliso-
butylketonu (,MIBK“). Methylisobutylketon bohaty na
klavulanovou kyselinu se zpracuje s uhlim (17 litrd) a
zpé&tné& se extrahuje do vody, kterd se upravi na hodnotu pH
4,5 Fizenym vstfiknutim 50% roztoku terc-butylaminu
v methylisobutylketonu. Rizenim rychlosti ptridavani terc-
-butylaminu se hodnota pH vodné faze miZe nastavit, pricemi
v separalnich experimentech se pouziji hodnoty pH 4,5 a
5,4. Jakmile ipétny extrak&ni roztok dosdhne vhodneé
krystaliza&ni koncentrace, krystaluje se 100ml alikvot
pridanim 35 objeml acetonu a vysréZeny produkt se isoluje
jako v prikladu 1 uvedeném vysSe. Nasledny krystalovany amin

se prevede na draselnou stl a analyzuje se na celkové
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hladiny necistot. To se poté opakuje s vodnou fézi
s hodnotou pH 5,4. PouZitim hodnoty pH 4,5 se hladina

celkovych neCistot v klavulandtu draselném sniZi o 50 % ve

srovnani s urovni dosaZenou p¥i hodnoté pH 5,4.

P¥iklad 3
Konverze aminové soli na klavulandt draselny

25 g terc-butylaminu klavulandtu se rozpusti ve
smé&si isopropanolu (81 ml) a destilované vody (10 ml) a
hodnéta PH se sniZi na 6,8 pomoci ledové kyseliny octové.
Za michédni se bé&hem 20 minut po kapkdch p¥idé dalsSich 145
ml isopropanolu a 59,5 ml 2-ethyl-hexanodtu draselného
(1,92 N) rozpusténého v isopropanclu. Takto vytvoFfena
suspenze se 120 minut michd v ledové lazni pfi teploté od 0
do 5 °C a zfiltruje se. KolAC klavulandtu draselného se
promyje acetonem (120 a 200 ml) a vysuSi se ve vakuu
s odsavanim dusiku. Se zménami objemu pridané ledové
kyseliny octové se méni hodnota pH rozpoudtéciho roztoku.
Vysledky ukazujici G&inek na mnoZstvi celkovych necistot
v klavulandtu draselném (,Kklav“) a celkovy vytéZek

klavulandtu draselného jsou ukdzany v tabulce uvedené dale:

pH rozpoudtéciho roztoku % celkovych nelistot v Kklav
(wrt klav)
6,8 0,87
6,5 - 0,92
6,0 0,63
5,5 0,57
5,0 0,13

5,0% 0,11
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* Objem vody se sniZi ke kompenzaci dalSiho objemu pouzZité

kyseliny octové.

Experimenty popsané v p¥ikladu 3 uvedeném vy3e se
opakuji za pouzZiti jinych kyselin neZ je kyselina octova
k dosaZeni specifikované hodnoty pH, napriklad kyselina

chlorovodikovd se pouZije s podobnymi vysledky.
Priklad 4
Okyseleni aminové soli béhem krystalizace aminové soli

30 g terc-butylaminové (,t-BAY) klavulanatové
soli se rozpusti ve vodé k ziskéani 30% roztoku &isté volné
kyseliny (tj. vypocitédno jako ,Cistd volnd kyselina™, tj.
Cast kyseliny klavulanové jako hmotnost : objem). Zméri se
hodnota pH roztoku a roztok se okyseli na hodnotu pH 4,5
pomoci pfibliZné 1,1 ml 50% kyseliny sirové nebo kon-
centrované kyseliny dusic¢né. PF¥ida& se 5-nasobny objem
acetonu a smés se 15 minut micha. Béhem 20 minut se pt¥ida
daléiiaceton aZ na 35-nadsobek objemu vodné faze. Bé&hem
pfredchozi &&sti se roztok aminové soli udrZuje p¥i teploté
mistnosti. Produktovd terc-butylaminova stl se krystaluje a
chladi na teplotu od 0 do 5 °C po dobu 60 minut a zachyti
se filtraci. Produkt se promyje 600 ml acetonu pfed 12
hodinami suSeni ve vakuu. Tato procedura se opakuje'pfi
sprirozené™ hodnoté pH bez pfidéni kyseliny, tj. pfi
hodnot& pH okolo 8,5. Hladiny N-sukcinyltyrosinu v kla-
vulandtu draselném pripraveném za pouZiti vzorkd terc-bu-

tylaminové soli se zmé&Fi né&sledovné:
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Krystalizaéni hodnota pH % N-sukcinyltyrosinu v
terc-butylaminového roztoku terc-butylaminu klavulanatu

(wrt klavulanadtu pomoci

HPLC)
Pfirozend (pH 8,5) 3,48
pH 4,5 0,03

Priklad 5

Priprava aminové soli klavulandtu z kyseliny klavulanové a

aminu za kyselych podminek

100 litrd vodného koncentrdtu kyseliny klavula-
nové (okolo 20 aZ 40 g/litr) ze zfiltrovaného fermentacniho
bujénu se extrahuje rozpousStédlem pfi pH 1,5 do methyliso-
butylketonu (,MIBK"). Methylisobutylketon bohaty na
klavulanovou kyselinu se zpracuje s uhlim (17 litrd) a
zpéthé se extrahuje do vody; kterd se upravi na hodnotu pH
4,5 ¥izenym vst¥iknutim 50% roztoku terc-butylaminu
v methylisobutylketonu. Rizenim rychlosti p¥idavéani terc-
-butylaminu se hodnota pH vodné féze mhZe nastavit, pfilemZ
v separadnich experimentech se pouZiji hodnoty pH 4,5 a
5,4. Jakmile zpé&tny extrakéni roztok dosahne vhodné
krystaliza&ni koncentrace, krystaluje se 100ml alikvot
pridanim 35 objeml acetonu a vysrdZeny produkt se isoluje
jako v pfikladu 1 uvedeném vy3e. Nésledny krystalovany amin
se prevede na draselnou stl a analyzuje se na hladiny
N-sukcinyltyrosinu. To se poté opakuje s vodnou féazi
s hodnotou pH 5,4. PouZitim hodnoty pH 4,5 se hladina N-
sukcinyltyrosinu v klavulandtu draselném snizi 26-krat ve

srovnadni s Grovni dosaZenou p¥i hodnoté& pH 5,4.
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P#iklad ©
Konverze aminové soli na klavulandt draselny

25 g terc-butylaminu klavulanatu se rozpusti ve
sm&si isopropanolu (81 ml) a destilované vody (10 ml) a
hodnota pH se sniZi na 6,8 pomoci ledové kyseliny octové.
7a michani se b&hem 20 minut po kapkdch p¥ida daldich 145
ml isopropanolu a 59,5 ml 2-ethyl-hexanodtu draselného
(1,92 N) rozpudténého v isopropanolu. Takto vytvorena
suspenze se 120 minut micha v ledové lazni p#i teploté& od 0
do 5 °C a zfiltruje se. Kolal klavulanatu draselného se
promyje acetoﬁemv(l20 a 200 ml) a vysu3i se ve vakuu
s odsavanim dusiku. Se zménami objemu ptidané ledové
kyseliny octové se méni hodnota pH rozpoudté&ciho roztoku.
vysledky ukazujici ucinek na mnoistvi nelistoty N-suk-
cinyltyrosinu v klavulanatu draselném (,Kklav“) a celkovy
vyt&Zek klavulanatu draselného jsou ukazdny v tabulce

uvedené déle:

pH rozpousté&ciho roztoku g N-sukcinyltyrosinu v Kklav
(wrt klav)
6,8 0,62
6,5 0,65
6,0 0,44
5,5 0,40
5,0 0,04
5,0% 0,07

* Objem vody se snizi ke kompenzaci dal3iho objemu pouZité

kyseliny octové.
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Experimenty popsané v prikladu 3 uvedeném vy3e se
opakuji za pouZiti jinych kyselin ne? je kyselina octova
k dosaZeni specifikované hodnoty pH, napfiklad kyselina

chlorovodikovad se pouZije s podobnymi vysledky.
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1. Zpisob vy zna ¢ ujici se tim Ze zahrnuje
expozici soli kyseliny klavulanové kapalnému prostfedi

s hodnotou pH niZs$i nez 6,5.

2. Zpusob podle naroku 1, vy znacujic i s e

t 1 m, Ze hodnota pH je od 3,5 do 5,5.

3. Zpusob podle naroku 1 nebo 2, vy znadcuijlc i s e
t i m, %e sul se promyje promyvacim prostfedim s hodnotou

pH 6,0 nebo niZsi.

4. Zpisob podle naroku 3, vy znacujilci se

t i m, Ze soli je aminova sul kyseliny klavulanove.

5. Zptusob podle naroku 4, vy znacuijic i s e
t i m, Ze aminova sil se nésledné& prevede na konecnou
produktovou farmaceuticky pEijatelnou sul kyseliny

klavulanové.

6. Zpusob podle naroku 3, vy znadcujici se
t i m, Ze soli, kterd se promyva, je kovova sil kyseliny

klavulanové.

7. Zptsob podle kteréhokoli z narokd 3 aZ 6, vy z n a ¢ u-
4ici se tim Ze promyvacim prostfedim je smé&s vody
a rozpoudtédla misitelného s vodou s hodnotou pH 6,0 nebo

niz3i.

8. Zpusob podle kteréhokoli z narokd 3 az 7, vy z n a ¢ u-
5 1ici se tim Ze zahrnuje zpusob, pfi kterém je

poskytnuta vychozi sul kyseliny klavulanové, kterd obsahuje
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jednu nebo vice nelistot, ptitemZ sl se promyje promyvacim
prost¥edim k vyrobeni produktové soli kyseliny klavulanove,

ve které hladina jedné nebo vice nelistot je nizsi.

~

9. zZpusob podle kteréhokoli z ndrokl 3 az 8, vy zna C u-

i ici se tim Zze zahrnuje zpasob, pri kterém se z -

vychozi soli kyseliny klavulanové odstrani. jedna nebo vice
ne&istot promyvanim vychozi solil kyseliny klavulanové

promyvacim prostfedim.

10.Zptsob podle néaroku 1 nebo 2, vyznac¢uijicil se

t i m, Ze stl klavulanové kyseliny se rekrystaluje z R

rekrystaliza&niho prostfedi s hodnotou pH 6,0 nebo niZsi. R

11.Zptasob podle naroku 10, v y z n a Eujici se

t 1 m, Ze soli je aminova sl kyseliny klavulanové.

12.Zpasob podle naroku 11, v y z n a uijici se
t 1 m, Ze aminova stl se nasledné& prevede na konecnou
produktovou farmaceuticky pfijatelnou sl kyseliny

klavulanové.

13.zpusob podle kteréhokoli z naroka 10, 11 nebo 12, v y-
znadujici se tim Ze stil se rozpusti ve vodném
prost¥edi s hodnotou pH 6,0 nebo niZ?3i nebo se nasledné
upravi na hodnotu pH 6,0 nebo nizsi, poté se sul isoluje

, vodného roztoku krystalizaci smisenim roztoku se sraZecim

rozpoudtédlemn.

14.Zpusob podle kteréhokoli z narokt 10 aZ 13, vy z n a-
Egujici se tim Ze zahrnuje zplsob, pfi kterém Je
poskytnuta vychozi stl kyseliny klavulanové, kterd obsahuje

jednu nebo vice necistot, pricemz sul se rekrystaluje
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z rekrystalizadniho prost¥edi k vyrobeni produktové soli
kyseliny klavulanové, ve které hladina jedné nebo vice

nedistot je niZ3i.

15.Zpusob podle kteréhokoli z nérokd 10 aZ 14, vy z n a-
Eujici se tim Ze zahrnuje zpusob, pfi kterém se
z vychozl soli kyseliny klavulanové odstrani jedna nebo
vice nelistot rekrystalizaci vychozl soli kyseliny klavu-

lanové z rekrystalizac¢niho prostfedi.

16.Zpisob podle ndroku 1 nebo 2, vy znadujici se
t 1 m, Ze zahrnuje preparativni zplsob, pri kterém se
pripravi sGl kyseliny klavulanové v kapalném prostiedi

s hodnotou pH 6,0 nebo nizsi.

17.Zpusob podle ndroku 16, vy znacujici se
t 1 m, Ze zahrnuje pfipravu aminové solilkyseliny kla-
vulanové s aminem v kapalném prostfedi s hodnotou pH 6,0

nebo nizsi.

18.Zpusob podle ndroku 16, vy znac¢ujici se

t i m, Ze se providdi ve dvoufdzovém systému, kterym je faze
organického rozpoustédla obsahujici kyselinu klavulanovou a
vodnéd féze, do niZ se aminovd sul extrahuje a kterd ma

hodnotu pH 6,5 nebo niZsi.

19.Zptsob podle ndroku 1 nebo 2, vy znacujici se
t 1 m, Ze zahrnuje preparativni zplsob, pfi kterém se
pripravi kovové‘sﬁl kyseliny klavulanové jako produkt
reakci mezi aminovou soli kyseliny klavulanové a pre-
kurzorovou slouleninou kovové soli v kapalném prostredi

s hodnotou pH 6,0 nebo niZsi.
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20.Zplusob podle ndroku 19, vy znacdujici se

t 1 m, Ze se pripravi klavulandt draselny.

21.Zpﬁsob podle naroku 19 nebo 20, vy znacujici

s e t im Ze se provaddi s aminovou soli v roztoku ve
sm&si organického rozpoudtédla misitelného s vodou a vody
bud p¥i hodnot& pH 6,0 nebo niz3i nebo se nasledné& na tuto
hodnotu pH upravi a prekurzor kovové soli se p¥idad k tomuto

roztoku aminové soli.

22.Zptsob podle kteréhokoli z predchozich narokl, v y-
znacd¢dujici se tim Ze je souCasti celkoveho
zplisobu pf¥ipravy klavulandtu draselného ze surové kyseliny

klavulanové jak se vytvori ve fermentacnim bujénu.

23.zZplsob podle ndroku 22, vy znacujici se

t 1 m, Ze zahrnuje kroky

i) fermentace mikroorganismu, ktery produkuje vodny bujén
obsahujici kyselinu klavulanovou, |

ii) extrakce kyseliny klavulanové do organickéhq
rozpoudtédla,

iii) konverzi kyseliny klavulanové na aminovou stl kyseliny
klavulanové, '

iv) expozici aminové soli hodnot& pH 6,0 nebo niZsi,
obzvl4a3té 5,5 nebo nizsi,

v) konverzi aminové soli na klavulandt draselny.

24 .Produktova aminova stl kyseliny klavulanové, ktera je

produktem zplsobu podle kteréhokoli z narokd 1 aZ 18.

25.Klavulanadt draselny, ktery je produktem zptsobu podle

kteréhokoli z narokt 1 aZ 3 nebo 19 aZ 23.
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26.Zpusob podle ktéréhokoli z narokd 8, 9, 14 nebo 15, v y-
znacujici se tim Ze jedna z uvedenych jedné

nebo vice nelistot je N-sukcinyltyrosin.

27.ZpGsob ¢isténi vy znadujici se tim Ze sul
kyseliny klavulanové kterd obsahuje nebo o které se véri,
Ze je kontaminovéna N-sukcinyltyrosinem, se podrobi pod-

minkdm, které jsou zvoleny k odstranéni N-sukcinyltyrosinu.

28.Zplsob C¢idténi podle nédroku 27, vy zna cujici
s e t im, Ze sul se vystavi kapalnému prostredi

obsahujicimu &inidlo, které nici N-sukcinyltyrosin.

29.ZpGsob ¢isténi podle naroku 27, vy znac¢ujicli
s e t im Ze sul se vystavi ¢inidlu, které nici N-suk-
cinyltyrosin, které je zaclenéno do nebo absorbovino na

tuhém substratu.

30.ZplGsob ¢isdténi vy znadc¢uijici se tim, Ze sul
kyseliny klavulanové kterd je obsahuje nebo o které se
véri, Ze je kontaminovana N-sukcinyltyrosinem, se suspen-
duje nebo rozpusti v kapalném prostfedi a vystavi se ma-
teridlu, ktery absorbuje N-sukcinyltyrosin a tim odstra-

nuje N-sukcinyltyrosin ze soli.

31.ZplGsob pfipravy vy zna c¢u jici se tim Ze
sl kyseliny klavulanové se pfipravi za podminek zvolenych
k minimalizaci tvorby N-sukcinyltyrosinu a/nebo jeho
zadrZeni v produktové soli kyseliny klavulanové.

<

32.ZpGsob podle nédroku 31, vy znac¢uijici se
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t I m, Ze stl kyseliny klavulanové se pfipravi v kapalném
prostredi obsahujicim ¢inidla, kterd odstrafiuji N-suk-
cinyltyrosin nebo za chemickych nebo fyzikalnich podminek,

které odstrafiuji N-sukcinyltyrosin.
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