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Den foreliggende opfindelse angér en fremgangsméde-til isolering af
- et clavulansyresalt, hvilken fremgangsméde er ejéndommelig ved, at
en ved dyrkning vundet uren oplgsning af et clavulans&resalt brin-
ges i kontakt med et anionbyttermateriale derfor, hvorefter det
gnskede salt af clavulansyre elueres derfra med en vandig oplgs-
ning af en tilsvarende elektrolyt, hvorefter ovefskydende elektro-
lyt fjernes ved afsaltning. Det er et foretrukket aspekt af opfin-
delsen, at den urene oplgsning er vundet ved dyrkning af en stam-

me afVStreptdmyces clavuligerus.

Streptomyces clavuligerus ‘er detaljeret beskrevet af Higgins et al.,
Int.-J. Systematic Bacteriology, 21, 326 (1971). Denne streptomycet
havde interesse, idet den producerede visse B-lactam~antibiotika
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sasom penicillin N, 7-(5-amino-5-carboxyvaleramido)-3-carbamoyloxy-
methyl-3-cephem-4-carboxylsyre og 7-(5-amino-5-~carboxyvaleramido)-
—-3~-carbamoyloxymethyl-7-methoxy-3-cephem-4-carboxylsyre. )

Denne streptomycet er deponeret i Agricultural Research Service
Collection under nummer- NRRL 3585 og i American Type Culture
Collection under nummer ATCC 27064. Streptomyces clavuligerus

er ogsa omtalt i USA patentskrift nr. 3.770.590 og af Nagarajan et
al., J. Amer. Chem. Soc., 93, 2308 (1971), Brannon et al., Antimicrob.

Agents Chemother., 1, 237 (1972) og Antimicrob. Agents Chemother. 1,
247 (1972) og Higgins et al., J. Antibiotics, 27, 298 (1974).

B-Lactamaser er enzymer, som &bner B-lactamringen i Penicilliner og
cephalosporiner, hvorved der fas produkter, som er uden antibakte-

riel virkning. Disse enzymer produceres af mange bakterier, navnlig
af arter eller stammer af Escherichia, Klebsiella, Proteus, Pseudo-
monas, Enterobacter og Staphylococcus, og er i mange tilfazlde for-
klaringen pd resistensen hos visse stammer af séddanne organismer

mod nogle penicilliner og cephalosporiner.

Eksempler pa anvendelsen af visse B-lactamase-resistente semi-syn-
tetiske penicilliner og cephalosporiner er B-lactamase-inhibitorer;

og synergister for penicilliner og cephalosporiner er tidligere be-
skrevet i litteraturen, jfr. f.eks. Sutherland et al., Nature, 201

868 (1964); Sabath et al., Nature, 204, 1066 (1964) og O'Callaghan et al.,
Antimicrob. Agents and Chemotheraphy, 1968, 67 (1969). Imidlertid

har ingen af de kendte midler voldsom virkning pé& spektret af de

andre antibiotika, som forekommer i blandingen.

Visse actinomycetkuiturer er blevet beskrevet som producerende
B-lactamase-inhiberende stoffer, som virker synergistisk med pe-
nicilliner eller cephalosporiner, f.eks. s&danne kulturer, som er
beskrevet i britisk patentskrift nr. 1.363.075, og s&danne, som er
beskrevet af Hata et al., J. Antibiotics, 25, 473 (1972) og Umezawa
-et al., J. Antibiotics, 26, 51 (1973). Ingen af disse fB-lactamase-
inhibitorer af actinomycetal oprindelse har hidtil varet fundet an-
vendelige i klinikken. S@rlig bemarkelsesverdige trzk, som adskil-
ler clavulansyre fra andre PB-lactamase-inhibitorer af actinomycetal
oprindelse, er dens ekstraherbarhed i organiske oplgsningsmidler fra
kulturfiltrat med pH-verdi 2, dens store stabilitet i menneskeblod
og dens bredspektrede antibakterielle og B-lactamase-inhiberende
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virkning, dens lave molekylvegt og dens hgje Rf-vardier ved papir-
chromatografi under anvendelse af forskellige oplgsningsmiddelsyste-

ner.

Det har nu vist sig, at den. aerobiske dyrkning af Streptomvces clavu-.
ligerus i sadvanligt naringsmedium ved ca. 25 - 30 O¢C under stort

set neutrale betingelser fremkalder et B- -lactamase-inhiberende stof,
som ogsd har antibakteriel virkning. Dette hidtil ukendte stof
kaldes "clavulansyre", og fremstillingen af clavulansyre og salte

og estere deraf er beskfevet detaljeret i dansk patent nr.

141.254,

Den forbindelse, som produceres af Streptomyces clavuligerus, og som

har de ovenfor anfgrte egenskaber, har formlen II

CH,0OH

2
' l II

/‘.-——N

o
COOH

Clavulansyre kan saledes benavnes 3-(B-hydroxyethyliden)-7-oxo-4-
-oxa-l-azabicyclo[3,2,0] heptan-2~carboxylsyre.

Stereokemien ved carbonatomerne 5 og 2 i clavulansyren er den samme,
som findes hos naturligt forekommende penicilliner og cephalosporiner,

siledes at clavulansyre kan illustreres med strukturformlen I

H20H

"

\
COOH

Sdledes er et mere fyldestggrende kemisk navn for clavulansyre Z-
- (2R, 5R) -3~ (B-hydroxyethyliden)-7-oxo-4-oxa-l-azabicyclo[3,2,0]hep-
tan-2-carboxylsyre.
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Clavulansyres store nytte kan let forstads, nar man indser, at vis-
se stammer af Klebsiella aerogenes A, hvis vakst ikke inhiberes

ved tilstedevarelse af 125 /ug/ml ampicillin, amoxycillin, carbe-
nicillin eller benzylpenicillin eller ved tilstedevarelse af 10/ug/
ml clavulansyre, inhiberes ved tilstedevarelse af mindre end 12,5/ug/
ml af de ovenfor anfgrte penicilliner, nar der ogsa forekommer 5/ug/
ml clavulansyre. Lignende resultater er iagttaget for kombinationer
indeholdende forskellige estere af clavulansyre. F.eks. inhiberes
stammer af Klebsiella aerogenes A, hvis vakst ikke inhiberes af
125/ug/ml ampicillin eller af lO/ug/ml clavulansyre-methylester,

af mindre end 12,5/ug/m1 ampicillin i narvarelse af S/ug/ml
clavulansyre-methylester. Det har ogsa vist sig, at stammer af Sta-
phylocdccus aureus Russell, hvis vakst ikke inhiberes ved tilstede-
verelse af lOO/ug/ml ampicillin eller af S/ug/ml clavulansyre, in-
hiberes ved tilstedevarelse af mindre end lO/ug/ml ampicillin i
narvaerelse af l/ug/ml clavulansyre. Ved forsgg pd hunmus- har det
vist sig, at blod- og vavsniveauver af clavulansyre pa betydelig
mere end S/ug/ml let kan néds ved subcutan administration af 100 mg/
kg af natriumsaltet af clavulansyre, og at vardifulde niveauer af
clavulansyre kan nds efter oral administration af 100 mg/kg af na-

triumsaltet af clavulansyre.

Serlig velegnede salte af clavulansyre er farmaceutisk tolerable
salte sdsom natrium-, kalium~, calcium—, magnesium-, aluminium-,
ammonium- og.substituerede ammoriiumsalte sdsom trimethylammonium-,
. benzathin-, procain- og lignende salte, som sadvanligvis dannes med
penicilliner eller cephalosporiner. Ikke-farmaceutisk tolerable
salte af clavulansyre er ogsa interessante,

da de er verdifulde mellemprodukter ved fremstillingen af estere

af clavulansyre, f.eks. kan sdledes lithium- eller sglvsalte af
clavulansyre omsettes med benzylbromid til dannelse af den verdi-

fulde benzylester af clavulansyre.

Salte af clavulansyre synes at vare mere stabile end selve syren,
og fremgangsméden ifglge opfindelsen angdr isoleringen af disse.
Sarlig velegnede salte af clavulansyre er natrium- og kaliumsaltene,

som har de nedenst&ende formler III og IV
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krystallinske former af sadanne salte kan indeholde hydratvand.

Clavulansyre og dens salte er desuden verdifulde mellemprodukter
ved fremstilling af antibakterielt virksomme estere som beskrevet
i dansk patentskrift nr. 141.254. '

Egnede estere af clavulansyre er saddanne, som rent teoretisk er
afledt af alkoholer sasom methanol, ethanol, propanol, butanol,
2,2,2-trichlorethanol, 2,2,2-trifluorethanol, benzylalkohol, p-nitro-

benzylalkohol, phenol, acetoxymethanol, pivaloyloxymethanol og 2-di-
methylaminoethanol. ‘

Som tidligere anfgrt har clavulansyre og salte og estere deraf ver-
difulde terapeutiske egenskaber. Der kan derfor fremstilles et far-
maceutisk praparat, som indeholder clavulansyre eller et salt eller

en ester deraf sammen med et farmaceutisk tolerabelt barestof.

Sddanne praparater foreligger i en form, som er egnet til oral, to-
pisk eller parenteral anvendelse, og de kan anvendes til behandling-
en af infektioner hos pattedyr, herunder mennesker.

Injicerbare eller infunderbare praparater af clavulansyre eller salte
deraf er s@rlig velegnede, da hgje vavsniveauer af forbindelsen af
clavulansyre kan optrazde efter administration ved injektion eller
infusion. Et foretrukket prazparat indeholder clavulansyre eller et

salt deraf i steril form.

Enhedsdosisprazparater indeholdende clavulansyre eller et salt eller
en ester deraf og bearbejdet til oral administration er sarlig

velegnede.

Under visse betingelser kan effektiviteten af orale praparater af
clavulansyre og salte og estere deraf forbedres, hvis sddanne prapa-
rater indeholder et pufferstof eller et enterisk overtraksmiddel, sdledes
at de omhandlede forbindelser ikke har forlanget kontakt med starkt sur
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mavesaft. Sddanne pufrede eller enterisk overtrukne praparater kan frem-

stilles i overensstemmelse med sadvanlig farmaceutisk praksis.

Clavulansyren eller salte eller estere deraf kan forekomme i prapa-
ratet som eneste terapeutiske middel eller kan forekomme sammen med
andre terapeutiske midler sdsom et B-lactam-antibiotikum som beskre-
vet i dansk patentskrift nr. 141.254.

Den urene oplgsning af et clavulansyresalt, der anvendes ved frem-
gangsméden ifglge opfindelsen, er fortrinsvis en oplgsning, der
er yundet ved dyrkning af Streptomyces clavuligerus ATCC 27064.

I nervarende beskrivelse betegner udtrykket "dyrkning" den bevidste
aerobe vakst af en clavulansyre-producerende organisme i narvarelse
af assimilerbare kilder til carbon, nitrogen og mineralsalte. En sa-
dan aerob vakst kan finde sted i et fast eller halvfast naringsmedi-
um eller i et flydende medium, hvor naringsstofferne er opldgst

eller suspenderet. Dyrkningen kan finde sted p& en aerob overflade
eller ved submers kultur. Neringsmediet kan vare sammensat af com-
plexe naringsstoffer eller kan vare kemisk defineret. Vi har fundet
medier indeholdende complexe neringsstoffer sidsom garekstrakt eller
sojabgnnemel s@rlig velegnede.

Naringsmediet, som kan anvendes til dyrkning af Streptomyces clavu-
ligerus, kan indeholde 0,1 - 10% complex or-

ganisk nitrogenkilde sdsom garekstrakt, majsstgbevand, vegetabilsk
protein, frgprotein, hydrolysater af sddanne proteiner, malkepro-
teinhydrolysater, fiske- og kgdekstrakter og hydrolysater sdsom pep-
toner. Alternativt kan der anvendes kemisk veldefinerede nitrogen-
kilder sdsom urinstof, amider, enkelte eller blandinger af alminde-
lige aminosyrer sisom valin, asparagin, glutamsyre, prolin og phenyl-
.alanin; Carbonhydrater (0,1 - 5%) kan forekomme i n®ringsmediet,

men glucose er i visse medier ugnsket, da den har en negativ effekt
pa udbyttet af den ¢gnskede clavulansyre. Stivelse eller stivelse-
hydrolysater sdsom dextrin, saccharose, lactose eller andre sukker-
arter eller glycerol eller glycerolestere kan ogséd anvendes.
Carbonkilden kan ogsa vere afledt af vegetabilske olier eller ani-
malske fedtstoffer. Carboxylsyrer'og salte deraf kan anvendes som
carbonkilde til vakst og produktion af B-lactamase-inhibitorer. Et
serlig velegnet, billigt medium er et medium indeholdende sgjabgnne-
mel ("Arkasoy") plus tgrret maltdestillationsvaske ("Scotasol")

plus dextrin.
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Det kan vare ngdvendigt at tilsatte antiskummidler sasom "Pluronic -

L81" for at regulere skumdannelse i visse medier i fermenteringsbe-
holdere.

Mineralsalte sdsom NaCl, KC1l, MgCl,, znCl,, FeCl;, Na,80,, FeSO,,
MgSO4
for beskrevne medium, isar hvis dette er kemisk defineret; CaCO3

og Na+- eller K -salte af phosphorsyre kan sattes til det oven-

kan tilsattes som en kilde til Ca++—ioner eller pa grund af sin
puffervirkning. Salte af sporgrundstoffer sdsom nikkel, cobalt el-
ler mangan kan ogs& tilsattes. Om gnsket kan der tilsattes vitami-

ner.

Dyrkning af S£reptomyces clavuligerus finder normalt sted i et tem-
peraturomrdde pa 15 - 40°C, sadvanligvis 20 - 35°C og fortrinsvis
25 - 30°C, og ved en pH-vardi mellem 5 og 8,5, fortrinsvis mellem

6 og 7,5.

Streptomyces clavuligerus kan dyrkes i de ovenfor anfgrte medier

i koniske glaskolber, som luftes ved rystning pd et roterende ryste-
apparat, eller i med prelplader forsynede rustfri stédlfermenteringsbehol-
dere, som omrgres med en vingeskiverotor og luftes med et luftind-
blesningshoved. Fermenteringen kan ogsd udfgres pd kontinuerlig.

made.

Udgangs-pH-vardien ved fermentationen ligger typisk ved 7,0, og

et maksimumudbytte af clavulansyre fds i lgbet af 2 - 10 dage ved
20 - 35°C. I en omrgrt rustfri stdlfermenteringsbeholder under
anvendelse af "Arkasoy"/"Scotasol"/"Dextrin"-mediet, som ovenfor
anfgrt, er den foretrukne temperatur 26°C, og spidsudbytter af cla-

vulansyre fds i lgbet af 5 dage.

Clavulansyre kan ekstraheres fra kulturfiltratet pé& forskellig
mide. Ifglge opfindelsen anvendes en metode, der er baseret pa
den anioniske natur af metaboliten, ved anvendelse af et anion-
byttermateriale. Cellerne af Streptomyces clavuligerus fjernes
normalt fgrst fra fermenteringsbeholderen ved filtrering eller

centrifugering, f@r isoleringen pabegyndes.
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Ved anionbytterharpiksprocessen kan et klarede kulturfiltrat percoleres
ved enromtrentlig neutral eller let sur pE-vardi, f.eks. ved

pH-verdi 6 - 7, ned over en sgjle af en svag eller sterk baseanion-
bytterharpiks, f.eks. "Amberlite IR 4B" eller "Zerolite FFIP", ind-

til harpiksen er mattet, og det B-lactamase-inhiberende stof tran-

ger ud fra bunden. S¢jlen vaskes derefter med vand og elueres med

en vandig oplgsning af den til det ¢gnskede salt svarende elektrolyt.
Ifglge opfindelsen foretrzkkes det, at elektrolyten er natriumchlo-

rid. De B-lactamase-inhiberende fraktioner kan opsanles, sammenhaldes,
afsaltes og frysetgrres, hvorved der fis et rit, fast salt af cla-

vulansyre.

"Amberlite IR 4B" er et eksempel pd en svagt basisk anionbytterhar-
piks med polyamin-aktive grupper og tvaerbundet polystyren-divinyl-
-benzen-matrix. "Zerolite FFIP" er en stark basisk anionbytterharpiks
med kvaternare ammonium-aktive grupper og en tverbundet polyvinyl-di-
vinyl-benzen-matrix. Harpikser, som er i lighed med "Zerolite FFIP", er
"Isopor FFIP" og "DeAcidite FFIP SRA.64". Disse harpikser markeds-
fores af BDH Chemicals Limited, Poole, Dorset, Storbritannien.

Det foretrakkes ifglge opfindelsen, at anionbyttermaterialet er en
stark baseanionbytterharpiks. Et andet foretrukket aspekt af opfin-
delsen g&r ud pd, at anionbyttermaterialet er en svag baseanion-
bytterharpiks.

Yderligere rensning af de ra& faste stoffer, som er fremstillet pa

den ovenfor beskrevne made, kan udfgres pd mange forskellige mé-

der, men ionbytningssgjlechromatografi er szrlig velegnet, isar

nér der anvendes "Isopor", "DeAcidite FFIP SRA64" eller DEAE-cellu-
lose. "DeAcidite"-sg¢gjlen kan gradientelueres med en vandig oplgs-

ning af et salt sasom natriumchlorid (0 -~ 0,5M). S¢jlen af DEAE-
-cellulose i 0,01N phosphatpuffer med pH-vardi 7 kan elueres med

en saltoplgsning, normalt en NaCl-oplgsning (0 - 0,2M NaCl i 0,01M
phosphatpuffer, pH-verdi 7). Aktive fraktioner kan pavises ved deres
B-lactamase-inhiberende virkning og deres antibakterielle virkning

mod Klebsiella aerogenes ved et agar-diffusionsforsg¢g. Fraktionerne
ﬁed denne aktivitet kan derefter sammenhazldes og inddampes til et lille
rumfang under vakuum. Dette rapreparat af clavulansyresaltet kan afsal-
tes ved percolering over en sgjle med "Bio Gel P2". ("Bio Gel P2"

er et eksempel pad en sterkt lipofil harpiks, pa hvilken organiske
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stoffer kan adsorberes, men som ikke tilbageholder uorganiske salte.
"Bio Gel P2" er en polyacrylamidgel, som markedsfgres af Bio Rad,

. 32nd and Griffen Avenue, Richmond, Ca 94804, U.S.A.). Det aktive af-
saltede materiale kan derefter inddampes, blandes med ethanol og chroma-

tograferes yderligere p8 en cellulosesgjle, avor der som oplgsnings—
middel anvendes butanol/ethanol/vand i v/v-vorholdet 4/1/5 topfase.

Fraktioner indeholdende materiale, som inhiberer Espherichia coli~-
~B~lactamase, kan sammenhaldes, inddampes til tgrhed under vakuum, gen-
oplgses i vand og frysetgrres, hvorved der fés et salt af clavulansyre
i form at et hvidt fast stof.

De metoder, som har vist sig mest anvendelige til pavisning af cla-
vulansyre i kulturfiltrater, er papirchromatografi og et bioauto-
grafisk p&visningssystem. Clavulansyre kan pavises ved at ggre

brug af dens B-lactamase-inhiberende virkning. Tyndtlagschromatogra-

fi kan anvendes til at pévise clavulansyre i faste praparater.

Disse pavisnings- og undersggelsesteknikker beskrives nedenfor.

Clavulansyren eller et salt deraf kan omdannes til en ester ved
esterificeringsreaktioner, som nedenfor beskrives. Den foretrukne
metode til fremstilling af den ¢gnskede ester af clavulansyre er
omsetning af et salt af clavulansyre med et esterificeringsmiddel,
f.eks. et reaktivt halogenid eller en sulfonatester. Sadanne reak-
tioner udfgres hyppigt i et organisk oplgsningsmiddel med hgj di-
elektricitetskonstant, f.eks. dimethylformamid, dimethylformamid/
acetone, dimethylsulfoxid, N-methylacetamid eller hexamethylphosphor-
amid.

Om gnsket kan saltet af clavulansyre oplgses i oplgsningsmidler

pé sadvanlig mdde, eller det kan bindes til et polymerbarestof.
"Egnede barestoffer til anvendelse ved denne fremgangsmide er star-
ke baseanionbytterharpikser, iszr siddanne, som har en makroretikuler
natur, som tillader anvendelsen af ikke-vandige oplgsningsmiddel-
systemer. Det har vist sig, at "Amerblyst A26" er anvendelig til
dette formdl. Clavulansyresaltet kan adsorberes pa& harpiksen fra
kulturfiltratet, og harpiksen kan derefter suspenderes i dimethyl-
formamid indeholdende natriumiodid, eller det kan elueres fra en
s¢jle med en oplgsning af natriumiodid i dimethylformamid eller

i en blanding af dimethylformamid og acetone.
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Den ester, som fis ved ovennzvnte fremgangsmdde, er sadvanligvis &f
acceptabel renhed, men materialet kan, om ¢gnsket, genchromatogra-

feres.

Egnede metoder til esterdannelse omfatter omsatning af et salt
af clavulansyre med en forbindelse med den almene formel Q - R,
hvor Q betegner €I let udskiftelig gruppe, og R betegner en
organisk gruppe.

Egnede salte af clavulansyre, som kan omsattes med forbindelser R - Q,
er f.eks. alkalimetalsalte sdsom natrium~ eller kaliumsalte eller

andre sadvanlige salte, f.eks. sglvsaltet.

Egnede grupper Q omfatter sddanne atomer eller grupper, som vides

at vere udskiftelige med carboxylatanioner, og omfatter chlor-,

'brom— og iodatomer, sulfonsyreestere sasom OSOZCH3— eller 630206H4CH3—
-grupper, aktive estergrupper sasom OCOH- eller OCOCF3-grupper og
andre sadvanlige grupper, som kan udskiftes med nucleofile grupper.

Prgver, som kan anvendes til pdvisning af clavulansyre, er udfgr-
ligt beskrevet i dansk patentskrift nr. 141.254.

I nedenst8ende "Beskrivelser" er beskrevet dyrkningen af Strep-
tomyces clavuligerus. Fremgangsmaden ifglge opfindelsen er be-
lyst narmere ved nedenstdende eksempler 1 - 6, omdannelsen af
et clavulansyresalt til en ester er beskrevet i eksempel 7, og
data vedrgrende den antibakterielle virkning af nogle ved frem-
gangsmaden ifglge opfindelsen isolerede salte er beskrevet i

eksempel 8 og 9:

Beskrivelse 1.

Dyrkning af Streptomyces clavuligerus.

.Streptomyces clavuligerus dyrkes ved 26°%¢ pé& agarskrékultur inde-
holdende 1% "Yeatex" (garekstrakt), 1% glucose og 2% "oxoid" agar
nr. 3, pH-vaerdi 6,8. Et sterilt ¢je anvendes til at overfgre mycelium
og sporer fra skrékulturen i 100 ml af et flydende medium i en 500
ml Erlenmeyer-kolbe. Det flydende medium har nedenstaende sammen-

s@tning:
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"Ox0id" maltekstrakt 10 g/liter
"oxoid" bakteriologisk pepton 1.0 g/liter
Glycerol 20 g/liter
Ledningsvand 1 liter.

Mediet indétilles p& pH-vardi 7 ved tilsatning af natriumhydroxid-
oplgsning, og 100 ml's rumfang fordeles i kolberne, som lukkes med
skumpropper fg¢r autoklavering ved 1,0545 kg/cm2 i 20 minutter. En
podet kimkolbe rystes i 3 dage ved 26°¢ pd& et rotationsrysteapparat
med en slaglangde p& 5 cm. og en hastighed pad 240 omdrejninger/mi-
nut. Produktionstrinskolber indeholdende det flydende medium som
ovenfor beskrevet podes med 5%'s vegetativt inokulum og dyrkes un-
der samme betingelser som kimkolben. Prgver af kulturfiltrat under-
sgges for inhibitorvirkning mod B-lactamase fra Escherichia coli
JT4. Optimal aktivitet f&s efter 3 dages forlgb. Resultaterne er

anfgrt i nedenstdende tabel I. En zone af clavulansyre ved Rf—vardi
0,46 afslgres, nar kulturfiltratet undersgges ved den papirchromato-

grafiske metode. Vaksten i zonens stgrrelse svarer til vaksten i

B-lactamase-inhibitorstyrkebestemmelsen.

Streptomyces clavuligerus dyrkes ogsd i 2-liters rystekolber inde-
holdende 400 ml af medium (produktionstrin) under anvendelse af

samme medium og dyrkningsbetingelser som beskrevet tidligere i det-
te eksempel. I disse stgrre beholdere er organismens vakst langsomme-
re, og den optimale B-lactamase-inhiberende virkning fés 7 - 9

dage efter podningen med den vegetative kim. Resultaterne er ogsa
anfgrt i tabel I. ' )

Tabel I.

B-Lactamase-inhiberende virkning af Streptomyces clavuligerus.
Vaekst i 500 ml's og 2000 ml's kolber.
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% inhibering af Escherichia coli-
B-lactamase ved en endelig fortynding pi

Fermenteringstid (dage) 1/2500 af kulturfiltratet
500 ml's rystekolbe 2000 ml's rystekolbe
1 15 -
2 30 -
3 55 -
4 50 10
5 51 21
6 57 36
7 - 51
-8 - 53
9 - 50.

Beskrivelse 2.
Dyrkning af Streptomyces clavuligerus.

100 ml sterilt vand sattes til en sporekultur, som er dyrket pd

Bennetts-agar i en Roux-flaske i 10 dage ved 26°c. Der fremstilles
en mycelium/sporesuspension, og den anvendes til at pode 75 liter
dampsteriliseret medium med nedenstdende sammensatning i lednings-

vand:
Dextrin 2 vagt/volumenprocent
"Arkasoy 50" 1 vagt/volumenprocent

10% "Pluronic L81" i
sojabgnneolie 0,03 volumen/volumenprocent.

pH-Vardien i mediet indstilles p& 7,0.

Mediet er i en lOO—liters rustﬁri stélfermentefingsbeholder med
prelplader og omrgres af en 19,05 cm's vingeskiverotor ved 140 om-
drejninger/minut. Der tilfgres steril luft i en mangde pd 75 liter/

minut, og tanken inkuberes i 72 timer ved 26°c.

Indholdet af kimfermenteringsbeholderen anvendes til at pode 1500 7
liter dampsteriliseret medium med nedenstdende sammensatning i led-

ningsvand:
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"Arkasoy 50" 1,5 vaét/volumenprocent
Glycerol 1,0 vagt/volumenprocent
KH,PO, 0,1 vegt/volumenprocent
10% "Pluronic L81" i
sojabgnneolie 0,2 volumen/volumenprocent.

pH-Vardien i mediet indstilles pa 7,0.

Dette medium indeholdes i en 2000 liters rustfri stidlfermenterings-
beholder, som fuldstandig er forsynet med prelplader, og som omrgres af
to 48,4 cm's vingeskiverotorer m€d 106 omdrejninger/minut.

Steril luft ledes ind i en m@ngde p& 1200 liter/minut. Nar det er
ngdvendigt, tilsattes antiskummidler i 25 ml's portioner. (10%
"Pluronic L81" i sojabgnneolie). Fermenteringen holdes ved 26°¢,
indtil der er ndet et maksimalt udbytte af clavulansyre efter 3 -

5 dages forlgb, hvor der er produceret 200 - 300/ug/ml clavulan-

syre.

Eksempel 1.
Isolering af ré&t clavulansyre-natriumsalt.

1 liter kulturfiltrat med 53%'s inhibering ved 1/2500 i B-lactémase-
inhiberingsforsgget og fremstillet som beskrevet i beskrivelse 2 per-
coleres ned over en 2,54 cm x 15,24 cm sgjle af "Permutit Isopore
harpiks FF 1P (SRA 62)" i Cl -form (markedsfg¢rt af Permutit Co.

Ltd., 632 - 652 London Road, Isleworth, Middlesex, Storbritannien).
Rulturfiltratet efterfglges af 300 ml destilleret vand for at vaske
sg¢jlen. Eluering af den aktive B-lactamase-inhibitor udfgres med
0,2M NaCl~oplgsning. Der opsamles 20 ml's fraktioner, og de undexr-

sgges i en endelig fortynding pa 1/2500 ved P-lactamase-inbiberingsfor—
s¢g. Aktive fraktioner sammenhaldes og inddampes under vakuum til

20 ml. Denne oplgsning afsaltes ved geludelukkelseschromatografi
pa en "Biorad Biogel P2"-sgjle med en diameter p& 3,81 cm og et
gelleje pad 40,64 cm og elueres med 1% n-butanol i vand ("Biogel
P2" markedsfgres af Biorad Laboratories, 32nd and Griffin Avenue,
Richmond, California, U.S.A.). De aktive fraktioner, bestemt

ved PB-lactamase-inhiberingsforsgget, sammenh®ldes. Natriumchlorid
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elueres efter clavulansyre og bestemmes under anvendelse af sglv-
'nitratopl¢sning. De kombinerede aktive fraktioner inddampes og

frysetgrres. .

Af 1 liter kulturfiltrat £&8s ved den ovenfor angivne behandling
0,45 g rat fast clavulansyreprodukt med en Igy-vardi
pé 0,92/ug/ml. Dette faste stof oplagres ved -20°C inden yderligere

rensning.

.EkSempel 2.
Partiel rensning af ra clavulansyre.

R& clavulansyrepraparater fremstillet som beskrevet i eksempel

1 renses ved ionbytterchromatografi. 18 g materiale fremstillet
som béskrevet i eksempel 1 med en Iso—verdi pa 1,3/ug/ml (endelig
koncentration) oplgses i 25 ml destilleret vand og haldes pad et
3,81 cm x 40,64 cm leje af "Permutit FF 1P (SRA 62)" harpiks i

cl -form. Spjlen elueres med en natriumchloridgradient dannet ved
tyngdekrafttilledning af 0,5M natriumchlorid til et blandekar inde-
holdende 1 liter destilleret vand, som igen ledes til chroma-
tografisgjlen. 10 ml's fraktioner opsamles, og den B-lactamase-in~
hiberende virkning undersgges under anvendelse af en 1/2500 fortyn-
ding af fraktionerne. Aktiviteten elueres efter et hovedfarveband
mellem fraktionerne 24 og 30. De aktive fraktioner sammenhzldes

og koncentreres til 30 ml.

Denne oplgsning afsaltes under anvendelse af et 5,08 cm x 45,72 cm
leje af "Biorad Biogel P2" og elueres med 1% n-butanol i vand.

20 ml's fraktioner undersgges for clavulansyreindhold under anven-
delse af P-lactamaseinhiberingsforsgg. Fraktionerne sattes ogsa

‘pa papirsstrimler, og der forstgves med enten "Ehrlich"- eller triphe-
nyltetrazolium-forstgvningsreagenser , Den

B~lactamase-inhiberende virkning korreleres med henholdsvis lyserg-
de og rgde pletter, som fremkaldes af disse reagenser. Aktive
fraktioner sammenhzldes, med undtagelse af sédanné, som indeholder
naﬁriumchldrid, og inddampes til tgrhed under vakuum. Derved £féas

520 mg partielt renset clavulansyre-natriumsalt med en Iso—vardi

pa O,Z/ug/ml ved standard B~lactamase-inhiberingsforsgget.
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Tyndtlagschromatografi (silicagel) af dette clavulansyrepraparat

giver fglgende Rf-vardier:

n-butanol/ethanol/vand i forholdet 4:1:5 volumen/volumen, top-

fase, Rf—vardi 0,37;

n-butanol/eddikesyre/vand i forholdet 12:3:5 volumen/volumen, Rf—var—
di 0,44;

isopropanol/vand i forholdet 7:3 volumen/volumen, Rf—verdi 0,78.
Disse zoner bestemmes ved pdsprgjtning af "Ehrlich"-reagens. 6-Ami-
nopenicillansyre lades lgbe med som markeringsstof og bestemmes

med samme sprgjtemiddel og har Rf-vardier p& henholdsvis 0,38,

0,39 og 0,77.

Eksempel 3.
Isolering af fast clavulansyre-natriumsalt.

Et partielt renset fast prazparat af clavulansyre (500 mg) fremstil-
let som beskrevet i eksempel 2 ‘haldes pd en "Whatman" mikrokry-
stallinsk CC 3l-cellulosesgjle med en lejestgrrelse pa 2,54 cm x
50,89 cm. Det chromatografiske oplgsningsmiddel er n-butanol/ethanol/
"vand i volumen/volumen-forholdet 4:1:5, topfase. Sgjlen drives ved
4OC, og der opsamles fraktioner pd 4 ml. Fraktionerne undersgges
for tilstedevarelse af clavulansyre ved at blive sat

pé filterpapir og sprgjtet med "Ehrlich" (lysergde prgver)- eller
triphenyltetrazolium (rgde prgver)-forstgvningsreagens. Disse
pletprgver bekraftes ved P-lactamase-inhiberingsforsg¢g i en for-
tynding pad 1/1250. Aktive fraktioner sammenhzldes og tgrres under
vakuum pd en roterende fordamper. Det faste stof oplgses i et rin-
ge volumen destilleret vand og frysetgrres. Der f&s 40 mg af et
hvidt fast preparat af natriumsaltet af clavulansyre med en
Iso—vardi pé 0,08/ug/ml i B-lactamase~inhiberingsforsgget.
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Eksempel 4.
Isolering af fast clavulansyre-natriumsalt.

Koncentreret reekstrakt (6 liter) (fra ultrafiltrering) inde-
holdende 10 g clavulansyre ifglge B-lactamase-inhiberingsforsgg.
Dette percoleres med en hastighed pd 1 liter/time pa en 5,08 cm x
60,96 cm sgjle af "Permutit Zerolit FF 1 P SRA 62"-anionbytter-
harpiks i chlorid-form. S¢jlen vaskes derefter med 2 liter deioni-
seret vand f¢r eluering med en natriumchloridgradient. Gradienten
dannes af et reservoir indeholdende 4 liter 1,4M NaCl, som ledes
til et omrgrt reservoir indeholdende 4 liter 0,7M NaCl, som igen
fgres til et omrgrt reservoir indeholdende 4 liter deioniseret
vand, som via en pumpe er forbundet med sg¢gjlen. Sgjlen elueres
med en hastighed p& 2,5 ml/minut, og der opsamles fraktioner pa
25 ml. Fraktionerne undersgges ved hjzlp af B-lactamase-inhibe-

ringsforsgget.

- De aktive fraktioner (numrene 140 - 230) sammenhazldes og inddampes
i vakuum til nasten tgrhed. 500 ml ethanol tilsattes, og det faste
stof frafiltreres efter kraftig rystning. Ethanolekstrakten ind-
dampes derefter i vakuum til tgrhed pa en rotationsfordamper og
genoplgses i 40 ml deioniseret vand. Dette haldes pd en 10,16 cm X
60,96 cm spjle med "Biorad Biogel P2" og elueres med en 1%'s n-bu-
tanoloplgsning. Der opsamles fraktioner.pa 25 ml, og de undersgges
for B-lactamase-inhiberende virkning i en endelig fortynding pa

.1/2500. Undersggelser for natriumindhold i 1/25-fortyndinger af
fraktionerne udfgres under anvendeise af sglvnitratoplgsning. Frak-
tionerne indeholdende clavulansyre uden natriumchlorid sammenhazldes,
koncentreres til 20 ml ved afdampning af oplgsningsmidlet under re-
duceret tryk og frysetgrres. Derved fids 4,8 g af natriumsaltet af
clavulansyre (Iso—verdi ca. 0,06/ug/ml).

Eksempel 5.
Fremstilling af magnesiumclavulanat.
En oplgsning indeholdende natriumclavulanat (bedgmt som ca. 4,4 g)

i 15 ml vand haldes pa& en ionbyttersgjle, Zerolit FF(lP), SRA62,
og spjlen vaskes med &t rumfang vand. S¢jlen elueres med 0,2M mag-
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nesiumchloridoplgsning, og de opsamlede fraktioner undersgges
ved papirchromatografi (p&visning med Ehrlich's reagens), og
de mest intense fraktioner sammenhazldes og inddampes under vakuum

til et lille rumfang.

Dette r§ praparat af magnesiumsaltet afsaltes ved percolering
gennem en sg¢jle af "Biogel" P2 (papirchromatografi-Ehrlich's

spray) .

Det afsaltede materiale inddampes derefter, blandes med ethanol
og chromatograferes pa en cellulosesgjle under anvendelse af
butanol/ethanol/vand i forholdet 4:1:5 v/v topfase som eluant.
Fraktioner indeholdende stgrstedelen af materialet sammenhaldes
og inddampes til tgrhed i vakuum. Ved triturering med acetone
efterfulgt af filtrering f&s det ¢gnskede salt i form af 0,58 g
hvidt fast stof. H¢jtryksvaskechromatografi—unders¢gelse viser
91% rent magnesiumclavulanat. Atomabsorption viser 5,13% Mg++.
Karl Fischer-analyse viser 6,8% vand.

1

IR-Spektrum (KBr): v .. = 1780, 1693 og 1610 cm .

Eksempel 6.
Kaliumsaltet af clavulansyre.

Et urent frysetgrret fast preparat (10 g af ca. 30%'s renhed) af
kaliumsaltet af clavulansyre oplgses i 15 ml vand og h®ldes pa

en ionbytterkolonne (7 cm x 35 cm) af "Zerolit" FF (IP) SRA 62

pé chlorid-form, og kolonnen vaskes med et rumfang vand. Kolonnen
elueres derefter med 0,2M kaliumchloridoplgsning. De opsamlede
fraktioner (30 ml) bedgmmes ved papirchromatografi (p&visning
med Ehrlich's reagens) og tyndtlagschromatografi (pavisninag med
kaliumpermanganat-spray). Den B-lactamase-inhiberende aktivitet

i de positive fraktioner mdles under anvendelse af en 1/1000 for-
tynding af fraktionerne. De aktive fraktioner sammenhzldes og ind-
dampes til et ringe rumfang (ca. 10 - 15 ml) under vakuum.

Det resulterende preparat af kaliumsaltet afsaltes ved perkolering
ned over en kolonne (7,5 cm x 48 cm) af "Biogel" P2 og eluering
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med 1% n-butanol i vand. De opsamlede fraktioner bedgmmes som oven-
for beskrevet, og de kraftige fraktioner sammenhaldes og inddampes
under vakuum til ca. 10 ml. Der tilsattes ca. 10 ml ethanol, og
oplgsningen chromatograferes pa en cellulosekolonne (7 cm x 30 cm)
under anvendelse af butanol/ethanol/vand, 4:1:5, topfase, som
eluant. Fraktioner indeholdende stgrstedelen af materialet (kraf-
tige fraktioner identificeret som ovenfor anfgrt) sammenhazldes

og inddampes under vakuum. P& dette trin fremkommer noget gul

olie og noget krystallinsk materiale. Den gule'olie fraskilles

ved dekantering, og ca. 20 ml n-butanol sattes til den resterende
nazsten farvelgse overstdende vaske. Oplgsningen inddampes til

ca. 50 ml under vakuum. Det krystallinske faste stof i kolben skra-
bes ned i hele oplgsningen, som derefter lades henstd natten over

i kgleskab. Det resulterende krystallinske kaliumsalt af clavulan-
syren frafiltreres, vaskes med ether og t¢rres, hvorved der £f38s 1,1 g

af det ¢gnskede materiale.
IR-Spektrum (nujol mull): 3320, 1790, 1700 og 1595 cmfl.

IR-Spektrum (KBr): 3315, 3005, 2955, 2905, 2868, 1790, 1700, 1595,
1486 (w), 1408(w), 1383, 1353(w), 1302, 1264, 1258, 1204 (w), 1190,
1150, 1125, 1085, 1063, 1040, 1020(w), 1006, 988(w), 942, 906 (w),
898, 840, 808, 788, 768, 710, 695(w), 660, 602, 576, 542, 505, 490,
420, 368 og 299 cm L.

NMR-Spektrum (DZO’ acetonitril 6 2,0 som intern standard): 3,03 (1H,
a, g, 17,5Hz, 6B-CH), 3,5 (1§, &4, J 3 og 17,5Hz, 6a-CH) , 4,1 (2H, 4,
J 8Hz, CEZOH), 4,88 (1H, s, 3-CH), 4,85 (1H, dt, J 1,5 og 8Hz,
CgCHZOH, delvist forstyrret af signal ved 4,88), 5,66 (1H, 4, J 3EZ,
-CH) .

5=

Hgjtryksvaeskechromatografiforsgg: Angivne vardier pa 75,4 og 76,3
vegt/vegtprocents renhed udtrykt som ren fri clavulansyreakvivalent,
hvilket svarer til et gennemsnit pa 75,8 vagt/vagtprocents renhed
udtrykt som ren fri clavulansyrezkvivalent. Denne verdi svarer til
90,3 vagt/vagtprocent rent kaliumsalt af clavulansyre.

Imidazolanalyse: 89,1 og 90,9 vegt/vagtprocents renhed udtrykt som
kaliumsalt af clavulansyre med et gennemsnit pa 90 vagt/vegt-
procents renhed udtrykt som kaliumsalt af clavulansyre.
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Vandanalyse (Karl Fischer): 1,54 og 1,41% med et gennemsnit pd 1,47%

vand.

Kaliumindhold (atomabsorption): 15,4 vagt/vagtprocent.

Rgntgenanalyse (CuKo-strdling, reflektioner ved 20): 11,7, 12,9, 17,1
22,75, 23,65, 25,05, 25,3, 26,2, 26,6 og 28,3.

Eksempel 7.

Fremstilling af en ester af clavulansyre (methylester).

CH,OH

CH.O :
o CH,I —KO 2
N ya
7 7

COONa COOCH

3

19,8 mg af natriumsaltet af clavulansyre oplgses i 0,5 ml tgrt di-
methylformamid og behandles med 0,25 ml methyliodid. Efter henstand
ved stuetemperatur i 1 1/2 time under vandfrie betingelser fjernes
oplgsningsmidlerne i vakuum. Remanensen renses ved P.L.C. pd sili-
cagel (Kieselgel 60F254, markedsfgrt af E.Merck, Darmstadt, Vest-
tyskland) og eluering med ethylacetat, hvorved der fis clavulansyre-
~methylester i form af en farvelgs olie (Rf—vardi 0,38; rgd farve
med triphenyltetrazoliumchloridspray), og olien har nedenstdende

egenskaber:

Analyse:

Beregnet for C9H11N05: c 50,70 H 5,20 N 6,57
Fundet: C 50,49 H 5,43 N 6,29.

UV-spektrum (methanol: Amax: ingen absorption >215 nm;

IR-spektrum: vmax (film): 3300 - 3600 (bredt), 1800, 1750, 1695 cm—l.
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"Tilnermet fgrste ordens NMR-spektrum (CDC13): 2,49 (bred S, 1, ud-
skiftet med DZO), 3,05 '

(&, 1, 3 = 17,5 Hz), 3,54 (44, 1, J = 17,5 Hz, J, = 2,5 Hz), 3,84
(8,3)

4,24 (@, 2, 3 =7 Hz), 4,93 (dt, 1, J = 7 Hz, J, = 1,5 Hz),

5,07 (4, 1,.J = 1,5 Hz), 5,72 (4, 1, J = 2,5 Hz).

Molekylvaegt (massespektrum): 213,0635.

Beregnet for C9HllNO5: 213,0637.

Tyndtlagschromatografi pd methylesteren viser en enkelt zone i

hver af de nedenstiende oplgsningsmiddelsystemer: butanol/ethanol/
vand i volumen/volumen-forholdet 4:1:5, topfase Rf-vardi 0,75; iso-
propanol/vand i volumen/volumen-forholdet 7:3, Rf-vardi 0,95; ethyl-
acetat/ethylalkohol i volumen/volumen-forholdet 8:2, Rf-vardi 0,87.
Disse zoner bestemmes ved biocautografi under anvendelse af Klebsiel-
la aerogenes med tilsat benzylpenicillin (synergismesystem).

Eksempel 8.
_ Antibakterielt spektrum for clavulansyre-ratriumsalt.

Den antibakterielle virkning af clavulansyre-natriumsalt mod en
rekke bakterier bestemmes under anvendelse af mikrotitermetoden.
Seriefortyndinger af clavulansyre-natriumsaltet i "Oxoid"-sensitivi-
tetsforsggsvaske i en mikrotiter plastbakke podes med en dyrknings-
kultur, der har. stdet natten over, af hver organisme, saledes at
den ehdelige fortynding af inokulet er 0,5 x 10-4. Kulturerne in-
kuberes natten over, og punkterne med bakterievekst bestemmes naste
morgen ved at observere kulturens uklarhed. Resultaterne, udtrykt
som tilnarmelsesvise MIC~vardier (minimum inhiberingskoncentration
/ug/ml) er anfgrt i nedenstdende tabel II, som viser, at forbin-

delsen har bredspektret antibakteriel virkning.
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Tabel TII.
Antibakterielt spektrum for clavulansyre-natriumsalt.

Bakteriestammer Minimum inhiberings-
koncentration /ug/ml

Staphylococcus aureus (Oxford H) . 7,5
Staphylococcus aureus (Russell) . 7,5
Bacillus subtilis _ 62
.Streptococcus faecalis >500
Streptococcus pyogenes CN 10 125
Escherichia coli NCTC 10418 31
Klebsiella aerogenes 31 - 62
Klebsiella oxytocum 62
Enterobacter aerogenes T 624 31
Enterobacter cloacae 62
Acinetobacter anitratus 125
Providentia stuartii 125
Serratia marcescens 125
Proteus mirabilis C977 62
Proteus vulgaris WO090 31
Salmonella typhimurium 31
Shigella sonnei 62
Pseudomonas aeruginosa A 500

Eksempel 9.

Antibakteriel synergisme mellem ampicillin og clavulansyre-natrium-
salt. o

Den minimale inhiberingskoncentration (MIC-vardi) for ampicillin,
clavulansyre-natriumsalt og ampicillin i tilstedevarelse af l/ﬁg/ml
clavulansyre~natriumsalt bestemmes for en rakke B-lactamase-produ-
cerende bakterier. Organismerne podes i "Oxoid" sentivitetstests-
dyrkningsvaske anbragt i smd skakter i en plastbakke og indeholden-
de forskellige koncentrationsgradienter af ampicillin, clavulansyre-
-natriumsalt eller ampicillin plus l/ug/ml clavulansyre-natriumsalt
(mikrotitermetode). Den endelige fortynding af inokulet i dyrknings-
vesken, dyrket natten over, er 0,5 x 10-2. Bakken inkuberes ved
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37% natten over, og naste morgen bestemmes endepunkterne for bak-
terievgksten. MIC-vardierne i /ug/ml er anfgrt i tabel III, hvoraf
det fremgdr, at synergisten ved den lave koncentration pa l/ug/ml

‘pé& afggrende méde forbedrer den antibakterielle virkning af ampicil-
lin mod visse grampositive og gramnegative bakterier. Mekanismen

i denne synergisme antages at bestd i inhibering af ampicillin-
-nedbrydende B-lactamase-enzymer, men eksistensen af andre meka-

nismer kan ikke udelukkes.

Der f&s lignende resultater som dem, som vises i tabel III, ndr am-
picillin erstattes med amoxycillin eller med phthalidylesteren af

ampicillin.

Tabel IIIX
Antibakteriel synergisme mellem ampicillin og clavulansyre-natriumsalt

Bakteriestamme Minimal inhiberingskoncentration /ug/ml
' Clavulansyre-  Ampicillin  Ampicillin i
-natriumsalt tilstedevarelse

af 1,ug/ml cla-
vulafsyre-natri-

unsalt

Escherichia coli

NCTC 10481 31 1,8 <0,4
Escherichia coli B 11 62 >500 125
Klebsiella aerogenes A 31 125 <£0,4
Klebsiella sp 62 31 125 <0,4
Enterobacter cloacae 62 250 62
Serratia marcescens 125 >500 62
Staphylococcus aureus :

(Russell) 15 ’ 500 «<0,4
Staphylococcus aureus 62 250 7,5

ten methicillinresistent
stamme)
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Pavisning af synergisme mellem natriumclavulanat

mod Staphylococcus aureus.

150488

0og penicilliner

Tabel IV

MIC (/ug/ml)

Russell ‘H 5275 Nobel
Ampicillin alene 1000 1000 500 500
Ampicillin + synergist 0,6 1,25y 2,5-1,25 0,6
l/ug/ml
Ampicillin + synergist 0,019 0,3 0,15 0,03
S/ug/ml
Amoxycillin alene 1000 1000 500 500
Amoxycillin + synergist 1,25 1,25 2,5 0,6
l/ug/ml
Amoxycillin + synergist [0,15-0,07 0,3 0,15 0,15
S/ug/ml
Carbenicillin alene 62,5 62,5 62,5 31
Carbenicillin + synergist 5,0 5,0 5,0 2,5
1/ug/ml
Carbenicillin + synergist 0,6 2,5 0,6 1,25
5/ug/m1
Ticarcillin alene 31 62,5 62,5 31-15,6
Ticarcillin + synergist 5,0 2,5 5,0 2,5
l/ug/ml
Ticarcillin + synergist 0,6 1,25 1,25 2,5
5/ug/ml
Benzylpenicillin alene 1000 1000 1000 500
Benzylpenicillin.+ syner- 5,0 2,5 10 1,25
gist 1/ug/ml
Benzylpenicillin + syner- 0,03 0,15 0,3 0,07
gist S/ug/ml
Natriumclavulanat alene 15,6 7,8 7,8 7,8
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PATENTKRAV

1. Fremgangsm&de til isolering af et clavulansyresalt,
kendetegnet ved, at en ved dyrkning vundet uren op-
1gsning af et clavulansyresalt bringes i kontakt med et anionbyt-
termateriale derfor, hvorefter det gnskede salt af clavulansyre
elueres derfra med en vandig oplgsning af en tilsvarende elektro-
lyt, hvorefter overskydende elektrolyt fjernes ved afsaltning.

2. Fremgangsmdde ifglge krav 1,
‘kendetegnet ved, at den urene oplgsning er vundet ved

dyrkning af en stamme af Streptomyces clavuligerus.

3. Fremgangsmide ifglge krav 1 eller 2,
kendetegnet ved, at anionbyttermaterialet er en stark

baseanionbytterharpiks.
4. Fremgangsmdde ifglge krav 1 eller 2,
kendetegnet ved, at anionbyttermaterialet er en svag

‘baseanionbytterharpiks.

5. Fremgangsmade ifglge krav 1,
kendetegnet ved, at elektrolyten er natriumchlorid.

Fremdragne publikationer:
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