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La presente invenzione riguarda un nuovo procedimen-
to per la preparazione di sali farmaceuticamente accettabili
dell’acido clavulanico.

L’acido clavulanico & di speciale interesse come ad-
ditivo a formulazioni di antibiotici del tipo B-lattame dovuto
alla sua attivitd inibitrice sulle f-lattamasi. Le B-lattamasi
sono degli enzimi che aprono il ciclo g-lattame delle penicil-
line e cefalosporine, dopodich& la loro efficacia antibatteri-
ca & perduta. Le B-lattamasi vengono formate da molti batteri
e sono la causa della loro resistenza verso le penicilline e
cefalosporine (formazione di resistenza). E' dunque vantaggio-
so impiegare antibiotici del tipo B-lattame in miscela con
l7acido clavulanico o i suoi sali farmaceuticamente accettabi-
ii, lrefficacia del B-lattame essendo completamente mantenuta
persino in presenza di batteri producenti g-lattamasi. Un

esempio di gquesto & la combinazione disponibile sul mercato di
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amossicillina e il sale potassico dell’acido clavulanico, lar-
gamente impiegato per trattare le malattie infettive.

L'acido clavulanico & ottenuto per fermentazione di
Streptomyces clavuligerus e viene isolato e purificato secondo
procedimenti complicati, per esempio quelli descritti nella
DOS 2 517 316. Dopo avere separato la massa cellulare, si aci-
difica il filtrato e si estrae l’acido clavulanico con un sol-
vente organico, per esempio l’n-butanolo. Dopo nuova ri-estra-
zione in una soluzione acquosa, seguono procedimenti di puri-
ficazione tecnologicamente complicati ed economicamente costo-
si, come per esempio la cromatografia per mezzo di resine
scambiatrici di ioni o cromatografia su gel. Il brevetto euro-
peo B 00 26 044 descrive l’impiego del sale di terz.-bufilam—
mina dell’acido clavulanico come prodotto intermedio nell’iso-
lamento di guesto. Il sale viene cristallizzato da una miscela
di solventi organici contenenti acetone sotto forma d'un sol-
vato d’acetone. Quando il sale di terz.-butilammina dell’acido
clavulanico viene trasformato in sali farmaceuticamente accet-
tabili dell’acido clavulanico, l’acetone viene ripartito nella
miscela di reazione, complicando cosi il procedimento di lavo-
razione e il riciclaggio dei solventi.

La domanda di brevetto europec 0 387 178 descrive
l’impiego di sali d’ammine organiche per l’isolamento dell’a-
cido clavulanico. L’ammina pud essere primaria, secondaria o

terziaria e pud essere sostituita con resti idrocarburici ali-
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fatici aventi fino a 7 atomi di carbonio o con resti aromati-
ci. Esempi di differenti sali d’ammine cristallini dell’acido
clavulanico sonoc descritti. Tuttavia, i nostri tentativi di
riprodurre questi sali d’ammine sotto forma cristallina sono
falliti, eccetto per le basi sec.-butilammina e benzil-terz.-
butilammina. Mentre la prima produce il sale d’ammina dell’a-
cido clavulanico solo lentamente e con scarsa tendenza alla
cristallizzazione, pregiudicando cosi la purezza del sale, la
seconda ammina & poco comune e molto costosa.

Per l’'applicazione farmaceutica del materia attiva,
i sali d’'ammine dell’acido clavulanico summenzionati vengono
preferibilmente trasformati nei loro sali alcalini farmaceuti-
camente accettabili, specialmente il sale di potassio. Questo
viene effettuato sciogliendo il sale d’ammina in un solvente,
eventualmente con aggiunta di acgqua, e aggiungendovi una solu-
zione d’un sale alcalino facilmente solubile, per esempio il
J_etilesanoato di sodio o di potassio, il sale alcalino
dell’acido clavulanico scarsamente solubile cristallizzando e
potendo venire isolato. Dovuto alla scarsa solubilita dei det-
ti sali drammine in solventi organici appropriati, & necessa-
rio aggiungere acqua, dopodiche la solubilit3d & migliorata.
Tuttavia, guesta aggiunta necessaria aumenta ugualmente in
modo indesiderato la solubilitd del sale alcalino dell’acido

clavulanico che viene fatto precipitare piu tardi, causando

cosl una perdita di resa.
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Vi era sempre una grande domanda nella tecnica per
un procedimento migliorato di preparare sali farmaceuticamente
accettabili dell’acido clavulanico. E’ stato trovato in modo
sorprendente che si pud raggiungere questo impiegandoc un sale
d’ammina specifico dell’acido clavulanico.

La presente invenzione riguarda dunque un procedi-
mento per la preprazione d’un sale farmaceuticamente accetta-
bile dell’acido clavulanico che comprende la formazione del
sale di 2-ammino-2,4,5-trimetilpentano dell’acido clavulanico
e la trasformazione di questo sale in un sale farmaceuticamen-
te accettabile dell’acido clavulanico.

L’acido clavulanico pud venire iscolato sotto forma
del sale con il 2-ammino-2,4,4-trimetilpentanc vantaggiosamen-
te con elevata resa e sotto forma altamente pura a partire da
una soluzione organica di acido clavulanico impuro, ottenuta
per esempio per estrazione con un solvente organico dal brodo
di fermentazione o del suo filtrato. Il sale di 2-ammino-
2,4,4-trimetilpentano dell’acido clavulanico é stato descritto
nel brevetto statunitense 4 650 795, ma soltanto con riguardo
al suo impiego nelle formulazioni farmaceutiche e non per
l1'isolamento e la purificazione dell'acido clavulanico.

La presente invenzione rigquarda in particolare un
procedimento per la preparazione di sali farmaceuticamente
accettabili dell’acido clavulanico comprendente

a) il trattamento d'una soluzione dell’acido clavulanico in un

[
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solvente organico come viene eventualmente ottenuto per
estrazione da un brodo di fermentazione o da un filtrato
derivato da questo brodo, con il Z2—ammino-2,4,4-trimetil~
pentano,

b) l'isolamento del sale di 2-ammino-2,4,4-trimetilpentano
dell’acido clavulanico ed eventulamente ricristallizzazione
del sale di 2-ammino-2,4,4-trimetilpentano dell’acido
clavulanico e

¢) la trasformazione del sale di 2-ammino-2,4,4-trimetilpenta-
no dell’acido clavulanico in un sale farmaceuticamente ac-
cettabile dell’acido clavulanico. |

Secondo un altro aspetto, la presente invenzione ri-
guarda l’impiego del sale di 2-amminoc-2,4,4-trimetilpentano
dell’acido clavulanico come prodotto intermedio nella prepara-
zione di sali farmaceuticamente accettabili dell’acido clavu-
lanico.

I sali farmaceuticamente accettabili particolarmente
accettabili dell’acido clavulanico comprendonoc i sali di me-
talli alcalini e alcalino-terrosi, per esempio di sodio, po-
tassio, calcio o magnesio. I sali di sodio e di potassio sono
i pil appropriati. Il sale di potassio & preferito.

11 procedimento secondo l’invenzione pud venire ef-
fettuato per esempio come segue:

Una soluzione dell’acido clavulanico in un solvente

organico, preferibilmente un chetone, un alcool o un estere
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non miscibile o soltanto parzialmente miscebile con acqua,

per esempio il dietilchetone, il metilisobutilchetone, il ci-
cloesanone, l’n-butanoclo, il cicloesanolo, l’acetato d'etile,
l'acetato di n-butile, preferibilmente il metilisobutilchetone
o l’acetato d’etile, per esempio prodotta per estrazione
dell’acido clavulanico dal brodo di fermentazione o dal suo
filtrato, viene cautamente liberata dall’acqua residua, per
esempio per essiccazione azeotropa sotto pressione ridotta o
per aggiunta d’un agente disidratante come il solfato di ma-
gnesio. Si aggiunge in seguito il 2—ammino-2,4,4-trimetilpen-
tano sotto forma pura o sotto forma di soluzicne, il sale
drammina corrispondente dell’acido clavulanico separandosi
sotto forma d’un solido cristallino. Il procedimento viene
effettuato a qualsiasi temperatura non estrema; in generale
temperature comprese tra 0° e 35°C sono approriate, per esem-
pio tra 0° e 25°C. Il sale che & precipitato viene isolato per
filtrazione e lavato, lavorato ulterioremente dopo essiccazio-
ne o mentre & bagnato con solvente.

Se lo si desidera, il sqle di 2-ammino~2,4,4-trime-
tilpentano dell’acido clavulanico pud venire purificato per
ricristallizzazione. La ricristallizzazione pud venire effet-
tuata per scioglimento del sale di 2-ammino-2,4,4-trimetilpen-
tano dell’acido clavulanico in un solvente appropriato o una
miscela appropriata di solventi, che pud essere un alcool, come

il metanolo, l’etanolo o l’isopropanclo, o acqua o una miscela



di acqua e d'un solvente organico miscibile con acqua come
l’isopropanolo, il tetraidrofurano o l’acetone. La precipita-
zione viene effettuata per aggiunta d’'un solvente in cui il
sale di 2-ammino-2,4,4-trimetilpentano dell’acido clavulanico
& soltanto scarsamento solubile, come per esempio il tetra-
idrofuranco, l’acetone, il dietilchetone, il metiletilchetone,
l7os5ido di metile e di terz.-butile o l’acetato di n-butile.
Per la trasformazione del sale di 2-ammino-2,4,4-
trimetilpentano dell’acido clavulanico in un sale farmaceuti-
camente accettabile dell’acido clavulanico, si scioglie il
sale d’ammina isolato intermediatamente in un solvente orga-
nico, preferibilmente un alcool! come l’etanclo, l’isopropanclo
o il butanolo, l’aggiunta di acqua per migliorare la solubili-
td non essendo necessaria. Si aggiunge una scluzione del sale
alcalino o alcalino-terroso desiderato come sale d’un acido
carbossilico organico. Come esempi di sali di acidi carbossi-
lici appropriati, si possono citare l'acetato, il propiocnato o
il 2-etilesancato. Si impiegano preferibilmente i sali dell’a-
cido 2-etilesanoico. Questc acido forma vantaggiosamente nel
solvente impiegato sali alcalini e il sale di 2-ammino-2,4,4-
trimetilpentano facilmente solubili. Il sale desiderato farma-
ceuticamente accettabile dell’acido clavulanico, per esempio
un sale alcalino o alcalino-terroso, per esempio il sale di
potassio dell’acido clavulanico, precipita cosi con elevata

resa e purezza e viene isolato per filtrazione, lavato ed
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essiccato.

I1 sale di 2-ammino-2,4,4-trimetilpentano impiegato
presenta considerevoli vantaggi in confronto ai sali d’ammine
dell’acido clavulanico impiegati per l'isolamento e la puri-
ficazione dell’acido clavulanico nel brevetto europeo 00 26
044 e nella domanda di brevetto europeo 0 387 178. Un vantag-
gio essenziale del sale d’ammina dell’acido clavulanico secon-
do l’invenzione & che pud venire fatto precipitare sotto forma
cristallina a partire dalla soluzione in un solvente appro-
priato per l’estrazione, senza aggiunta di acetone. Cosi il
ricupero dei solventi impiegati, divenuto molto importante per
motivi ecologici, viene semplificato considerevolmente. Quando
si impiega un unico solvente per l'estrazione, il ricupero di
questo solvente viene semplificato. Un altro vantaggioc € la
rapida cristallizzazione del sale di 2-ammino-2,4,4-trimetil-
pentano dell’acido clavulanico con elevata resa ed elevata pu-
rezza, nonché la facile disponibilitd commerciale del 2-ammi-
no-2,4,4-trimetilpentanc.

Un altro vantaggio di detto sale & la sua eccellente
solubilitd in solventi organici impiegati per la trasformazio-
ne inlsali farmaceuticamente accettabili dell’acido clavulani-
co. L’aggiunta di acqua, necessaria guando si impiegano altri
sali d’ammine dell’acido clavulanico, pud venire evitata cosi.

Il procedimento presentamente rivendicato & appro-

priato su scala industriale.
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Gli esempi che seguono illustrano la presente inven-
zione senza limitarne la portata in alcun modo. In questi
esempi, tutte le temperature sono indicate in gradi Celsius.
Esempio 1

Si mescolano sotto agitazione 100 ml d‘una soluzione
essiccata di metilisobutilchetone contenente 30 g/1 di acido
clavulanico, con 2,5 ml di 2-ammino-2,4,4-trimetilpentanoc. S5i
agita la miscela per 30 minuti a temperatura ambiente, la si
raffredda a 5° e la si agita per 2 ore a questa temperatura.
Si separa per filtrazione il deposito che & precipitato, lo si
lava con metilisobutilchetone e lo si essicca sotto pressione
ridotta a 30°, cid che dd 4,7 g (resa: 95%) del sale cristal-
lino di 2-ammino-2,4,4-trimetilpentano dell’acido clavulanico.
Esempio 2

si mescolano sotto agitazione 130 ml d’una soluzione
essiccata di acetato d'etile contenente 26 g/l di acido clavu-
lanico, con una soluzione d4i 3,0 ml di 2-ammino-2,4,4-trime-
tilpentano in 25 ml di acetato d’etile. Si agita la miscela
per 30 minuti a temperatura ambiente, la si raffredda a 15° e
la si agita per 3 ore a guesta temperatura. $i separa per fil-
trazione il prodotto che & precipitato, lo si lava con acetato
dretile e lo si essica sotto pressione ridotta a 30°, cid che
di 5,2 g (resa: 93%) di sale di 2-ammino-2,4,4-trimetilpentano

dell’acido clavulanico.

Esempio 3

.
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A 4,0 1 d’una soluzione essiccata di acido clavula-
nico in acetato d’etile ottenuta per estrazione d’'un brodo di
fermentazione con acetato d’etile e concentrazione delle fase
organica per distillazione sotto pressione ridotta, si aggiun-
gono 235 ml di 2-ammino-2,4,4-trimetilpentano. 5i agita la mi-
scela per 2 ore a temperatura ambiente, la si raffredda a 5° e
la si agita durante la notte a 5°. Si separa per filtrazione
il precipitato formatosi, lo si lava con acetato d’etile e lo
si essicca sotto pressione ridotta a 30°, cid che da 232 g del
sale di 2-ammino-2,4,4-trimetilpentano dell’acido clavulanico.
Esempio 4

$i sciolgono in 150 ml di isopropanolo a 20°, 4,0 g
di sale di 2-ammino-~2,4,4-trimetilpentano dell’acido clavula-
nico dell’esempio 1 ©¢ 2 e si aggiungono 6,7 ml d’una soluzione
2M di 2-etilesanoato di potassio in isopropanoclo. Si agita la
miscela per 30 miunti a 20° e poi la si raffredda per 2 ore a
0-5°. Se separa per filtrazione il deposito, lo si lava con
isoprbpanolo e lo si essicca sotto pressione ridotta a 30°,
cid che da 2,7 g (resa: 95%) di clavulanato di potassio cri-

stallino.

leie 2in b ha
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Rivendicazioni

1) Un procedimento per la preparazione d’un sale
farmaceuticamente accettabile dell’acido clavulanico, carat-
terizzato dal fatto che si forma il sale di 2-ammino-2,4,4-
trimetilpentano dell’acido clavulanico e si trasforma questo
sale in un sale dell’acido clavulanico farmaceuticamente ac-
cettabile.
2) Un procedimento per la preparazione d’'un sale
farmaceuticamente accettabile dell’acido clavulanico, caratte-
rizzato dal fatto che comprende
a) il trattamento d’una soluzione dell’acido clavulanico in un
solvente organico, come viene eventualmente ottenuto per
estrazione da un brodo di fermentgzione o da un filtrato
derivato da questo brodo, con il 2—ammino-2,4,4-trimetil-
pentano,

b) l’isolamento del sale di 2-ammino-2,4,4-trimetilpentano
dell’acido clavulanico e

c) la trasformazione del sale di 2-ammino-2,4,4-trimetilpenta-
no dell’acido clavulanico in un sale farmaceuticamente ac-
cettabile dell’acido clavulanico.

3) Un procedimento per la preparazione d’un sale
farmaceuticamente accettabile dell’acido clavulanico, caratte-
rizzato dal fatto che si trasforma il sale di 2-ammino-2,4,4-
trimetilpentano dell’acido clavulanico in un sale farmaceuti-

camente accettabile dell’acide clavulanico.
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4) Un procedimento secondo una qualsiasi delle ri-
vendicazioni 1 a 3, caratterizzato dal fatto che il sale far-
maceuticamente accettabile & il sale di potassio dell’acido
clavulanico.

5) Un procedimento secondo la rivendicazione 2, ca-
ratterizzato dal fatto che il solvente organico & scelto tra
il dietilchetone, il cicloesanone, il metilisobutilchetone, il
cicloesanolo, l'n-butanolo, l’acetato d’etile e l’acetato di
n-butile.

6) L'impiego del sale di 2-ammino-2,4,4-trimetilpen-
tano dell’acido clavulanico come prodotto intermedio nella
preparazione di sali farmaceuticamente accettabili dell’acido

clavulanico.
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