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Menetelmd klavulaanihapon valmistamiseksi - F8rfarande for

framstdllning av klavulansyra

Tdma keksintd kohdistuu uuteen menetelm3ian klavulaanihapon
(I):

H

e CH,OH

I \)_—_/
/U :

CO,H

ja sen farmaseuttisesti hyvdksyttdvien suolojen ja esterei-

den valmistamiseksi.

Klavulaanihappoa valmistetaan normaalisti fermentoimalla
klavulaanihappoa tuottava mikro-organismi, kuten erilaiset
mikro-organismit, jotka kuuluvat erilaisiin Streptomyces-
kantoihin, kuten S. clavuligerus NRRL 3585, S. jumoninensis
NRRL 5741, S, katsurahamanus IFO 13716 ja Streptomyces sp.
P 6621 FERM P2804, esim. kuten JP Kokai 80-162993:ssa kuva-
taan. Saatu vesiliemi voidaan alistaa konventionaalisiin
puhdistus- ja konsentrointimenetelmiin, esimerkiksi joihin
kuuluu suodattaminen ja kromatografinen puhdistaminen, ku-
ten GB-1508977:ss8 ja JP Kokai 80-626993:ssa selostetaan,
ennen vesiliuoksen uuttamista orgaanisella liuottimella

raa'an klavulaanihapon liuoksen tuottamiseksi orgaanisessa

liuottimessa.

GB-1508977:ss8 selostetaan muun muassa, ettda klavulaaniha-
pon suolat voidaan saada absorboimalla suodatetussa liemes-
sd oleva klavulanaattianioni anioninvaihtohartsiin, eluoi-
malla siitd elektrolyytilld, suolan poistamisella saadusta
liuoksesta, levitt&mdlld liuos, josta on poistettu suola
toiseen anioninvaihtohartsiin, eluoimalla siitd kromatogra-
fisesti elektrolyytilld, poistamalla suola saadusta liuok-
sesta ja poistamalla sen jadlkeen liuotin. Tatd menetelmdi
voidaan kayttdd puhtaan materiaalin hyvaksyttdvien saanto-

jen saamiseen mutta hartsipylvdiden kdyttd6n liittyy mer-
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kittdvia investointeja ja ne voivat johtaa rajoituksiin
suuren skaalaan tuotantotoiminnoissa. Siten olisi toivot-

tavaa olla saatavissa vaihtoehtoinen menetelmd, johon liit-

tyy vahan vaiheita, joissa kaytetddn hartsia.

GB-1543563:ssa selostetaan menetelmd klavulaanihapposuolo-
jen valmistamiseksi saostamalla litiumklavulanaatti. GB-
1578739:ssd selostetaan erilaisia klavulaanihapon amiini-
suoloja farmaseuttisina yhdisteind. EP-0026044:ssd seloste-
taan klavulaanihapon tertiaarisen butyyliamiinisuolan kdyt-
toa kayttdkelpoisena vdlituotteena klavulaanihapon valmis-
tuksessa. Suola on selostettu BE-862211:ssd mutta vain so-
pivana aineosana farmaseuttisiin formulointeihin. PT-
94908:ssa selostetaan klavulaanihapon tri- (alempi alkyy-
li)amiinisuolojen ja dimetyylianiliinisuolojen kdytto kla-
vulaanihapon puhdistusmenetelmadssd, jossa klavulaanihapon
trietyyliamiinisuola muodostetaan ja muutetaan sitten kla-
vulaanihapon silyylidiesteriksi. EP-0887178A:ssa seloste-
taan menetelmd klavulaanihapon puhdistamiseksi, jossa voi-
daan kdytt3a orgaanisia amiineja valituoteamiinisuolan muo-

dostamiseksi klvulaanihapon kanssa epdpuhtaassa liuoksessa.

Esilld oleva keksintd saa aikaan klavulaanihapon suolan

kaytdn amiinin kanssa, jolla on kaava (II):

Rr1

N——R3

/
R2 (I1)

valituotteena menetelmdssd klavulaanihapon tai sen farma-
seuttisesti hyvdksyttdvien suolojen ja estereiden valmis-
tamiseksi, jolloin R1, R2 ja R3 on valittu seuraavien op-
tioiden mukaisesti:

(1) R1:n ollessa optionaalisesti substituoitu syklinen ryh-

md, jolla on yleinen kaava:

R- (CHR4 ) -
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jossa m on nolla tai kokonaisluku 1-5, R on optionaalisesti
substituoitu alifaattinen hiilivetyrengasjdrjestelmd, joka
sisdltd3 3-8 rengashiiliatomia, R% on vety tai alkyyli,
amino- tai hydroksisubstituoitu alkyyli tai substituoitu
amino-substituoitu alkyyli tai saman yleisen kaavan mukai-
nen ryhmd tai R! edelld, RZ2 ja R3 voidaan valita samoista
ryhmistd, joista R! on valittu, tai vedyst3, alkyylist3,
alkenyylistd, amino- tai hydroksisubstituoidusta alkyylistd
tai alkenyylistd tai substituoitu amino-substituoitu alkyy-
listd tai alkenyylistd, mutta poikkeuksena sykloheksyyli-
amiini, tai '

(2) jokainen R1, R2 ja R3 ovat samanlaiset tai erilaiset

ja ne on valittu itsendaisesti vedystda, alkyylistd, alkenyy-
listd@8 tai amino- tai hydroksi- tai alkoksisubstituoidusta

alkyylistd tai alkenyylistd, tai substituoitu amino-substi-
tuoitu alkyylista tai alkenyylistd mutta poikkeuksena t-
butyyliamiini, s-butyyliamiini, N,N-dimetyylietyyliamiini,
1,2-dimetyylipropyyliamiini, neopentyyliamiini ja 2-amino-
3,3-dimetyylibutaani ja edellyttden ettd jos amiini (II)
on trimetyyliamiini tai trietyyliamiini, klavulaanihapon
suola amiinin (II) kanssa muodostetaan reagoittamalla kla-
vulaanihappo tai sen labiili johdannainen liucksena orgaa-
nisessa liuottimessa amiinin (II) tai sen labiilin johdan-
naisen kanssa ja suola eristetddn sitten sellaisenaan tai
erillisessd vaiheessa orgaanisesta liuottimesta tai

(3) R1:n ollessa optionaalisesti substituoitu aryyliryhm&,

jolla on yleinen kaava:

R )
o

jossa R4 on vety tai yksi tai useampi substituentti ja m
on nolla tai kokonaisluku 1-5 ja R2 ja R3 on valittu itse-
ndisesti vedystd, alkyylista, amino- tai hydroksisubsti-
tuoidusta alkyylistd tai substituoitu amino-substituoitu
alkyylistd tai saman yleisen kaavan ryhmist3 kuin R] edel-

lyttden ett3i jos R4 on vety ja m on nolla, niin R2 ja R3
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eiv8t molemmat ole metyyli mutta poikkeuksena bentsyyliter-
butyyliamiini, tai

(4) R':n ja R2:n ja optionaalisesti R3:n ollessa yhdessd
esitetyn typpiatomin kanssa optionaalisesti substituoidun
heterosyklisen rengasjdrjestelmdn t&hde k3sittden typpiato-
min renkaan jdsenend ja kdsittden optionaalisesti yhden tai
useamman lisH#rengasheteroatomin, ja jos R3 ei ole rengas-
jdrjestelmdn osa, se valitaan itsendisesti vedystd, alkyy-
listd, amino- tai hydroksisubstituoidusta alkyylistd tai
substituoitu amino-substituoitu alkyylistd, mutta
poikkeuksena piperidiini tai

(5) R1:n ollessa yleisen kaavan

5
R

N ——ECHZCHZNH }— CH,CH, —
/ m

4

R
mukainen ryhm#, jossa R4 ja R® ovat itsendisesti vety, al-
kyyli, aminosubstituoitu alkyyli tai substituoitu amino--
substituoitu alkyyli ja RZ2 ja R3 on valittu itsendisesti
vedystd, alkyylist¥, amino- tai hydroksisubstituoidusta al-
kyylistd tai substituoitu amino-substituoitu alkyylistd ja
m on nolla tai kokonaisluku 1-5, tai
(6) toinen tai molemmat R1:std ja R2sta ovat vety ja R3 on
aminohapon tdhde, jossa aminohapon karboksylaattiryhmd@ voi

olla esterfity tai amidin muodossa.

Kun alkyyliryhmdt tai substituoidut alkyyliryhm3dt ovat tds-
sd mainitut, jos muuta ei ole mi3dritetty, ne voivat sisdl-
t33 sopivasti 1-6 hiiliatomia alkyylijdrjestelmdssid. Sopi-

vat substituentit aminoryhmissd kdsittavdt alkyylin.

Edelld olevassa optiossa (1) amiini (II) on sopivasti muu
kuin amiini, jossa R! on sykloalkyyliryhmd ja m on nolla
ja R2 ja R3 on kumpikin valittu sykloalkyylistd tai vedystd

tai CpHyp4+1:std, jossa n on 1-7.

Edella olevassa optiossa (1) syklinen ryhmd R voi olla so-

pivasti tyydytetty m:n ollessa sopivasti nolla. Ryhmd R voi
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olla monosyklinen tai polysyklinen ja jokainen rengas voi
sisaltdd sopivasti 5, 6 tai 7 rengasatomia mukaan lukien
atomit, jotka ovat jakautuneet renkaiden vdliin fuusioitu-
neina tai silloittuneina rengasjarjestelmind. Sopiva syk-

linen ryhm& R voi olla substituoimaton.

Sopiva amiini (II) voi sis&dltdd kaksi tai useampia syklisié
ryhmid R! tai fuusioituneen rengasjirjestelmin R, jossa on
esimerkiksi yksi tai useampi alkyylisubstituentti, kuten
metyyli. Sopiva R2 ja R3 voi olla muu kuin vety, esim. toi-

nen tai molemmat voivat olla alkyyli tai substituoitu al-

kyyli.

Esimerkit t&dllaisista amiineista kdsittdvat syklopentyyli-
amiinin, sykloheptyyliamiinin, NN-dimetyylisykloheksyyli-
amiinin, disykloheksyyliamiinin, adamantyyliamiinin, NN-
dietyylisykloheksyyliamiinin, N-isopropyylisykloheksyyli-
amiinin, N-metyylisykloheksyyliamiinin, syklopropyyliamii-
nin, syklobutyyliamiinin, norbornyyliamiinin ja dehydroabi-

etyyliamiinin.

Edelld olevassa optiossa (2) amiini (II) on sopivasti muu
kuin amiini, jossa R1 on vety tai ChH2n+1, Jjossa n on 1-7
ja R2 ja R3 ovat myds kumpikin valittu vedysta tai

CnH2p4+1:std, jossa n on 1-7.

Edell3 olevassa optiossa (1) R1 voi olla sopivasti alkyyli

tai substituoitu alkyyliryhmd, jolla on yleinen Kkaava:

r4
|
R6 - ¢ -

RS

jossa R4, R5 ja R® ovat itsendisesti C1-10-alkyyli tai ami-
no- tai hydroksisubstituoitu alkyyli tai substituoitu ami-

no-substituoitu alkyyli.
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R4, R5 ja R0 ovat sopivasti alkyyli, sopivasti kahden R4:s-
td, R4:st3d tai RO:sta ollessa metyyli. Esimerkit t#llaisis-
ta amiineista kasittavdt t-oktyyliamiinin (so. 2-amino-
2,4,4-trimetyylipentaani) ja t-amyyliamiinin. Vaihtoehtoi-
sesti kaksi R4:std, R4:std tai RO:sta voivat olla alkyyli
ja yksi voi olla hydroksisubstituoitu alkyyli. Esimerkit
tdllaisista amiineista kdsitt3dvdt 1-hydroksi-2-metyyli-2-

propyyliamiinin,

Edelld olevassa optiossa (2) R! voi olla vaihtoehtoisesti
C1_20-alkyyli, esim. Cg_pp-alkyyli, Ci1_2¢p-alkenyyli, Ci_20-
hydroksialkyyli tai Cq_pp-aminoalkyyli.

Esimerkit tdllaisista amiineista kasittdvdt tri-n-propyyli-
amiinin, tri-n-oktyyliamiinin, tri-n-butyyliamiinin, dime-
tyyliamiinin, i-propyyliamiinin, di-n-heksyyliamiinin, di-
n-butyyliamiinin, dietyyliamiinin, 2-aminoetanolin, NN-di-
etyylietanoliamiinin, NN-dimetyylietanoliamiinin, etanoli-
amiinin, n-butyyliamiinin, n-heksyyliamiinin, n-oktadekyy-
liamiinin, N-etyylietanoliamiinin, 1-hydroksietyyliamiinin,
dietanoliamiinin, NN-dimetyylietanoliamiinin, N-etyyli-di-
etanocliamiinin, 1,6-diaminoheksaanin, trietanoliamiinin,
di-isobutyyliamiinin, di-isopropyyliamiinin, 2-metoksietyy-
liamiinin, hydroksyyliamiinin, ammoniakin, metyyliamiinin,
etyyliamiinin, n-propyyliamiinin, n-butyyliamiinin, n-pen-
tyyliamiinin, n-heksyyliamiinin, n-heptyyliamiinin, n-ok-
tyyliamiinin, n-nonyyliamiinin, n-dekyyliamiinin, n-unde-
kyyliamiinin, n-dodekyyliamiinin, n-prop-2-yyliamiinin, n-
but-2-yyliamiinin, n-pent-2-yyliamiinin, n-heks-2-yyliamii-
nin, n-hept-2-yyliamiinin, n-okt-2-yyliamiinin, n-non-2-
yyliamiinin, n-dek-2-yyliamiinin, n-undek-2-yyliamiinin,
n-dodek-2-yyliamiinin, n-heks-3-yyliamiinin, n-hept-3-yyli-
amiinin, n-okt-3-yyliamiinin, n-non-3-yyliamiinin, n-dek-
3-yyliamiinin, n-undek-3-yyliamiinin, n-dodek-3-yyliamii-
nin, n-okt-4-yyliamiinin, n-non-4-yyliamiinin, n-dek-4-yy-
liamiinin, n-undek-4-yyliamiinin, n-dodek-4-yyliamiinin,
n-non-5-yyliamiinin, n-undek-5-yyliamiinin, n-dodek-5-yyli-

amiinin ja n-oktadekyyliamiinin.
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Edelld olevassa optiossa (3) amiini (II) el ole sopivasti
amiini, jossa RZ2 ja R3 n valittu vedystd tai CnhHop+1:std,

jossa n on 1-7, tai bentsyyli tai substituoitu bentsyyli.

Edelld olevassa optiossa (3) Rl sopivat substituenttiryhmat
R4 sisiltivat C1_-g-alkyylin, kuten metyylin, fenyylin tai
optionaalisesti substituoidun fenyylin, karboksyyli- tai
sulfonihapporyhmédn ja tdllaisten happoryhmien johdannaiset,
kuten esterit (esim. Cq_g-alkyyliesterit) ja amidit, nit-
ron ja halogeenin, kuten bromin. Sopivasti m voi olla nol-
la, 1 tai 2 ja R3S voi olla vety tai metyyli. Sopivasti R2
ja R3 voi olla vety tai toinen R2:sta ja R3:sta voi olla
vety ja toinen voi olla saman yleisen kaavan mukainen aro-

maattinen ryhmi kuten R?.

Esimerkit t&@llaisista amiineista kdsittdvit 1-fenyylietyy-
liamiinin, p-toluidiinin, p-aminobentsoehapon, p-bromiani-
liinin, etyyli-4-aminobentsocaatin (so. bentsokaiini), bent-
syyliamiinin, difenyyliamiinin, p-metyyliaminobentseenisul-
fonamidin, m-nitroaniliinin, N,N'-dibentsyylietyleenidi-
amiinin (so. bentsatiini), difenyylimetyyliamiinin, 4-me-

tyylibentsyyliamiinin ja 4-fenyylibutyyliamiinin.

Edella olevassa optiossa (4) rengasjarjestelmd voi olla
aromaattinen tai alifaattinen ja monosyklinen tai polysyk-
linen. Sopivasti jokainen rengas jirjestelmdssia voi sisdl-
tda 5 tai 6 rengasatomia mukaan lukien rengastyppiatomit
ja mukaan lukien atomit, jotka ovat jakautuneet renkaiden
vdliin. Sopivat optionaaliset substituentit rengasjirjes-
telmdssd kdsittavat lisarengasheteroatomit esitettyyn typ-
piatomiin, tdllaiset hetercatomit voidaan valita sopivasti

typestd ja hapesta.

Esimerkit tdllaisten amiinien luokista kdsittavat substitu-
oidut piperidiinit ja optionaalisesti substituoidut piperi-
diinit, esimerkiksi jolloin substituentit on valittu alkyy-
listd, hydroksialkyylistd, halogeenista, aminosta, substi-
tuoidusta aminosta ja aminosubstituoidusta alkyylista. Tal-

laisten amiinien spesifiset esimerkit kdsittdvat N-etyyli-
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piperidiinin, 2,6-dimetyylipiperidiinin, 2-metyyli-N-hyd-
roksipropyylipiperidiinin (so. syklo-methykaani), 4-metyy-
lipiperatsiinin, 1-metyyli-4-fenyylipiperatsiinin, N-etyy-
limorfolamiinin, heksametyleeni-imiinin, pyridiinin, 2-pro-
pyylipyridiinin, 3-kloori-2-aminopyridiinin, morfolamiinin,
1,5-diatsabisyklo(4,3,0]lnon-5-eenin, 1,4-diatsabisyklo-
[2,2,2]oktaanin, pyrrolidonin, kvinuklidiinin ja ksantino-

lin.

Edell¥ olevassa optiossa (5) R4 ja R2 voivat olla sopivasti
vety tai toinen voi olla vety ja toinen alkyyli. RZ2 ja R3

voivat olla sopivasti vety tai alkyyli.

Esimerkit tdllaisista amiineista kdsittdvat etyleenidiamii-
nin, NN-dietyylietyleenidiamiinin, NN'-di-isopropyyliety-

leenidiamiinin ja trietyleenitetramiinin.

Edelld olevassa optiossa (6) aminohappo voi olla luonnol-
lisesti esiintyvd aminohappo. Aminohappoesterit voivat olla
alkyyliryhmien tai substituoitujen alkyyliryhmien, kuten

bentsyyli, kanssa.

Esimerkit t#dllaisista amiineista kasittdvdt arginiinin,
ornitiinin, histidiinin, lysiinin, bentsyyliglysiinin, 3-
amino-3-metyylivoihapon, L-etyylilysinaatin L-metyylihis-
tidinaatin, metyyli-N-karbobentsyylioksi-L~lysinaatin, me-
tyyli-L-fenyylialanaatin, etyyliglysyyliglysinaatin, etyy-
li-p-hydroksifenyyliglysinaatin, etyyli-p-hydroksi-fenyyli-
glysinaatin, etyyliglysinaatin, etyyli-L-tyrosinaatin, p-
metoksibentsyyli-alfa-aminofenyyliasetaatin, n-butyyli-
alfa-aminofenyyliasetaatin, metyyliarginaatin, bentsyyli-
glysiinin, bentsyylifenyyliglysiinin, 1-nitrobentsyylife-
nyyliglysiinin, n-butyylifenyyliglysiinin, p-metoksibent-
syylifenyyliglysiinin, etyylifenyyliglysiinin, p-nitrobent-
syyli-p-hydroksifenyyliglysiinin, p-nitrobentsyyliseriinin,
n-butyyliseriinin, metyyliarginiinin, dimetyyliglutamaatin,
p-nitrobentsyylityrosinaatin, p-nitrobentsyyliglysinaatin,
bentsyyliglysinaatin, p-nitrobentsyyli-alfa-amino-p-hydrok-

sifenyyliasetaatin, p-nitrobentsyyli-alfa-aminofenyyliase-
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taatin, etyyli-alfa-amino-p-hydroksifenyyliasetaatin, etyy-

li-L-tyrosinaatin.

Kun amiini (II) sisdltad useamman kuin yhden typpiatomin,
klavulaanihappo voi muodostaa suolan yhden tai useamman
typpiatomin kanssa, esimerkiksi NN'-di-isopropyylietyleeni-

diamiinidiklavulanaatissa.

Edelld mainituista amiineista edullisia amiineja ovat: fe-
nyylietyyliamiini, t-amyyliamiini, t-oktyyliamiini, 1-hyd-
roksi-2-metyyli-2-propyyliamiini, syklopentyyliamiini, syk-
loheptyyliamiini, 1-adamantaaniamiini, N-etyylipiperidiini,
N'N'-di-isopropyleenietyleenidiamiini ja NN-dimetyylisyk-
loheksyyliamiini.

Lisdkohteessa esilld oleva keksintd saa aikaan menetelman
klavulaanihapon tai sen farmaseuttisesti hyvdksyttdvdn suo-
lan tai esterin valmistamiseksi ja/tai puhdistamiseksi,

joka menetelma kasittad:

i) epdpuhtaan klavulaanihapon tai sen labiilin johdannaisen
saattamisen kosketukseen liuoksena orgaanisessa liuottimes-
sa kaavan (II) mukaisen amiinin tai sen labiilin johdannai-
sen kanssa,

ii) kaavan (II) mukaisen amiinin kanssa muodostetun klavu-
laanihapon suolan eristdmisen ja

iii) tdten muodostuneen suolan muuttamisen klavulaanihapok-
si tai sen farmaseuttisesti hyvaksyttavaksi suolaksi tai

esteriksi.

Esilld olevan keksinndn mukaisessa menetelmdssd klavulaa-
nihapon suolaa amiinin (II) kanssa voidaan kaytt33 epdpuh-
taan klavulaanihapon puhdistamiseen sen valmistuksen aika-
na. Siksi suola voidaan muodostaa klavulaanihapon tai sen
labiilin johdannaisen liuoksessa, joka sisdltd3 epdpuhtauk-
sia, eristdmdlla suola erillisend vaiheena, esim. kiinte&na
sakkana, liuoksesta, joka sisdltdd jdanndsepidpuhtauksia,

muodostamalla sitten uudestaan klavulaanihappo tai muodos-
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tamalla sen farmaseuttisesti hyvdksyttdvd suola tai este-

ri.

Sopivat klavulaanihapon labiilit johdannaiset kdsittavat
suolat, esim. alkalimetallisuolan, kuten litium- tai nat-
riumklavulanaatin, tai esterit, kuten silyyliesterit. Sopi-
vat amiinin (II) labiilit johdannaiset k&sittdvdt suolat,
kuten fosfaatin, boraatin, kloridin, kloraatin, perkloraa-
tin, bromidin, tolueenisulfonaatin tai alkanoaatit, kuten
asetaatti- tai etyyliheksonoaatin. Sopivasti amiini (II)
itsessddn saatetaan kosketuksiin epdpuhtaan klavulaanihapon

itsensd kanssa liuoksena orgaanisessa liuottimessa.

Edella oleva menetelmd@ suoritetaan sopivasti orgaanisessa
liuvottimessa, joka vaikkakin se on edullisesti kuivaa, esi-
merkiksi sisdlt33d alle 6 g/1, esim. 0,25-0,6 g/l vettd, se
voi sisdltad hieman vettd liuottimena klavulaanihapolle ja
amiinille (II). Sopiva kuivuusaste saavutetaan konventio-
naalisella vedenpoistomenetelm&lld, kuten sentrifugoimalla.
Liuottimessa oleva vesi voidaan liuottaa tai se voi olla

tippojen muodossa erillisend@ faasina.

Klavulaanihapon liuos orgaanisessa liuottimessa voidaan
saada uuttamalla happamaksi tehty klavulaanihapon vesiliu-
os, kuten edelld mainittu fermentointineste. Klavulaaniha-
pon alkul&hde on liemi, joka saadaan klavulaanihappoa tuot-
tavan mikro-organismin, kuten aiemmin mainittujen, fermen-
toinnista, sitten klavulaanihapon sopivan konsentraation
livotinuutteen saamiseksi kdytettdvdksi tdssid menetelmassa
voi olla toivottavaa, ettei lientd itsedin uuteta vaan
poistetaan vdhintdan joitakin liemeen suspendoituneista
kiintoaineista, esim. suodattamalla ennen uuttamista. Li-
sdksi voi olla myds toivottavaa esikonsentroida fermennoin-
nissa saatu klavulaanihapon vesiliuos siten, ettd esimer-

kiksi klavulaanihapon vesiliuos on useita kertoja useammln

konsentroitu klavulaanlhapolta kuln Eiéiiﬁislleml, esimer-

R o RO
e e R S

kiksi e51konsentr01tu konsentraatloon noin 10-100 mg/ml,
esim. 10-40 mg/ml, kuten 10-25 g/1 klavulaanihappoa.
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Sopivat esikonsentrointimenetelmdt kasittaviat klavulaani-
hapon absorboinnin anioninvaihtohartsiin, mitd seuraa kla-
vulaanihapon eluointi siit& elektrolyytin, kuten natrium-
kloridin, vesiliuoksella ja optionaalisesti suolanpoisto.
On my8s edullista tehda vesiliuos happamaksi, esimerkiksi
liemi tai esikonsentroitu vesiliuos ennen liuotinuuttoa,
esim. pH:hon 1-3, esim. noin pH:hon 1,5-2,5. On myds edul-
lista kuivata orgaaninen liuotin tai poistaa siitd vesi
ennen suolan muodostamista amiinin (II) kanssa, esim. alle
6 gl:aan vettd. Uuttaminen suodatetaan edullisesti 1lampo-

tilassa 5-15 °C.

Sopivat orgaaniset liuottimet, joissa klavulaanihappo voi-
daan saattaa kosketuksiin amiinin (II) kanssa, kasittavat
hiilivetyliuottimet, kuten tolueenin ja heksaanin, eette-
rit, kuten tetrahydrofuraanin, dioksaanin, dietyylieette-
rin, halogenoidut liuottimet, kuten dikloorimetaanin ja
kloroformin, ketonit, kuten asetonin ja metyyli-isobutyyli-
ketonin, ja esterit, kuten etyyliasetaatin. Liuvottimet,
jotka kdsittavat karbonyyliryhmdt, esimerkiksi ne, joilla

on kaava (III):

R8 - ¢ - RY
(IIT)

jossa R8 on Cqj_g-alkyyliryhmd tai Cqi_g-alkoksiryhmid ja R®
on Cq{_g-alkyyliryhmd3, ovat esimerkkejd sopivien liuottimi-
en, esimerkiksi ketonien tai orgaanisten alkanoaattieste-
rien alaluokasta. Esilld oleva keksintd kasittada myos tal-

laisten liuottimien seokset.

Sopivimmin orgaaninen liuotin on sellainen, jota voidaan
kdyttdd suoraan happamaksi tehdyn, vesipitoisen uuttami-
seen, esimerkiksi orgaaniset alkyylialkanoaattiesterit,
ketonit ja tietyt alifaattiset alkoholit tai niiden
seokset, kuten etyyliasetaatti, metyyliasetaatti, propyyli-
asetaatti, n-butyyliasetaatti, metyylietyyliketoni, metyy-

li-isobutyyliketoni, tetrahydrofuraani, butanoli ja tdllai-

-~
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set. Sopivat amiinin (II) liuottimet k&sittdvat ne edellad
mainitut, joihin klavulaanihappo voidaan liuottaa tai uut-
taa, esimerkiksi asetonin, etyyliasetaatin, metyyli-isobu-

tyyliketonin ja metyylietyyliketonin.

Ndyttdd olevan erityisen toivottavaa sisdllyttdad liuotin-
jarjestelmddn ketoneja, kuten asetoni, koska ne nayttavit
estdvan klavulaanihapon suolan muodostumisen amiinin (II)

kanssa muodostumisen 6ljynd.

Yleensd klavulaanihapon suolan valmistamiseen kdytetadian
vksi ekvivalentti amiinia (II) tai lievd ylim33ra sitd moo-
lia klavulaanihappoa kohti. Klavulaanihapon ja amiinin (II)
liuokset voidaan esimerkiksi sekoittaa hitaasti sekoitta-
malla ja seosta sekoitetaan jonkin aikaa lisd@3dmisen loppu-
misen jalkeen. Klavuliinihapon tai sen labiilin johdannai-
sen vdlinen reaktio suoritetaan sopivasti lampdtilassa,
joka on alle ympdristdn lampdtilan, esimerkiksi 0-15 °C,
esim. 0-10 °C, esim. -5 °C. Sopiva klavulaanihapon tai sen
labiilin johdannaisen konsentraatio liuoksessa on v38hintaan
1,0 g/l1, esimerkiksi alueella 1,0-4,0 g/1 klavulaanihappoa.
Voi olla edullista konsentroida liuotinuute edelleen kon-

sentraatioon sen ylimddrand, esim. yli 20 g/l.

Esimerkiksi toisessa menetelmdgsd amiini (II) voidaan si-
sdllyttad sekoittamalla klavuliinihapon liuoksen virtaan
livottimessa siten, ettd suola muodostuu virtaan joko suo-
lan liuoksena tai partikkeleina tai suspendoituna liuonneen
suolan tippoina suspensiossa. Tdlla tavalla sisdallytetty
amiini (II) voi olla sisdllytetty sekoittamattomana tai se
voidaan sisdllyttd3 liuoksena liuottimessa, esimerkiksi
samassa orgaanisessa liuottimessa kuin johon klavulaanihap-

po on liuotettu.

Sitten haluttu klavulaanihapon suola amiinin (II) kanssa
voidaan eristda. Talld tavalla klavulaanihapon suola amii-
niin (II) kanssa erotetaan melkein kaikista tai kaikista

epdpuhtauksista. Eristidminen voidaan suorittaa konventio-
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naalisella tavalla, esimerkiksi sentrifugoimalla tai suo-

dattamalla.

Vaihtoehtoisessa erotusmenetelmdssd klavulaanihapon suola
amiinin (II) kanssa voidaan eristd3 orgaanisesta liuotti-
mesta, jos liuotin on kokonaan tai osittain veteen liukene-
matonta, saattamalla liuotin kosketukseen veden kanssa suo-
lan uuttamiseksi, joka voi olla liuoksena tai suspensiossa,
orgaanisesta liuvottimesta ja suolan vesiliuoksen muodosta-
miseksi., Koska klavulaanihapon suolat amiinin (II) kanssa
ovat melko veteen liukenevia, tdllainen vesiliuos voi olla
hyvin konsentroitunutta, esim. noin 20-30 prosenttia pai-

no:paino.

T&l1ld tavoin klavulaanihapon orgaanisessa liuottimessa ole-
va orgaanisten epdpuhtauksien massa jd8 orgaaniseen liuot-
timeen, kun taas klavulaanihappo, joka on suolansa muodossa
amiinin (II) kanssa, saadaan suhteellisen puhtaassa tilassa
vesiliuoksena. Siten muodostuneen klavulaanihapon vesiliuos
voidaan alistaa konventionaaliseen lisdkdsittelyyn, kuten
puhdistus, tai klavulaanihapoksi tai sen farmaseuttisesti
hyviksyttdvdksi suolaksi tai esteriksi muuttamiseen j&ljem-

pdnd kuvatusti.

Toisessa vaihtoehtoisessa tai lis8menetelmissd klavulaani-
happo ja amiini voidaan sekoittaa liuoksena ensimmd@iseen
orgaaniseen liuottimeen, sitten aiheutetaan suolan eroami-
nen liuoksesta lisd#dmdll3 toista orgaanista liuotinta. En-
simmdinen orgaaninen liuotin voi olla sopivasti orgaaninen
esteri, kuten etyyliasetaatti, ja toinen liuotin voi olla
esimerkiksi halogenoitu liuotin, kuten klororoformi, eet-
teri, kuten dietyylieetteri, hiilivety, kuten tolueeni,
alkoholi, kuten etanoli, tai edelld olevan kaavan (III)
mukainen liuotin, kuten asetoni tai metyyli-isobutyylike-

toni.

Joidenkin edelld mainittujen klavulaanihapon suolojen us-
kotaan olevan uusia yhdisteitd ja ne ovat sellaisenaan t&-
mdn keksinndn lisdkohde, esimerkiksi klavulaanihapon suolat



10

15

20

25

30

35

14

fenyylietyyliamiinin, t-amyyliamiinin, 1-hydroksi-Z-metyy-
li-2-propyyliamiinin, syklopentyyliamiinin, sykloheksyyli-
amiinin, 1-adamataaniamiinin, N-etyylipiperidiinin, NN-
dimetyylisykloheksyyliamiinin ja NN'-di-isopropyylietylee-

nidiamiinin kanssa.

Tdmdn keksinndn erddssd suoritusmuodossa klavulaanihapon
suolaa amiinin (II) kanssa voidaan kayttad asetonisolvaat-
tina. Asetonisolvaateilla on joissakin tapauksissa edulli-
set stabiilius- ja puhtauspiirteet verrattuna klavulaani-
hapon suoloihin amiinien itsensa kanssa. Tdllaiset solvaa-
tit ovat erityisen kdyttokelpoisia esilld olevassa keksin-
nossa, koska ne voidaan eristda usein erittdin puhtaana ja
vakaana kiteisend yhdisteend.

Ndin ollen esilla oleva keksintd saa aikaan myds klavulaa-
nihapon suolan amiinin (II) kanssa asetonisolvaatin muodos-
sa. Eristdmisen ja/tai kuivaamisen aikana hieman asetonia
voi kadota, koska liuottamisen voimakkuus ei voi olla suu-

ri, mutta asetonin md3irad tuotteessa ei ole kriittinen.

Asetonisolvaatti voidaan muodostaa saattamalla klavulaani-
happo kosketukseen amiinin (II) kanssa asetonin ldsndolles-
sa. Yleensd klavulaanihappoa sisdlt&vidd@n liuokseen voidaan
sekoittaa vd@hintdan sama tilavuus asetonia yhdessd amiinin

(II) kanssa, jos suola saostetaan.

Amiini (II) voidaan liuottaa asetoniin ja siihen voidaan
sekoittaa klavulaanihapon liuosta orgaanisessa liuottimes-
sa. Edulliset orgaaniset liuottimet kdsittdvat etyyliase-
taatin, tetrahydrofuraanin, metyylietyyliketonin, metyyli-
siobutyyliketonin ja tdllaisten liuottimien seokset, joista
etyyliasetaatti on edullinen. Vaihtoehtoisesti klavulaani-
hapon suolan vesiliuokseen amiinin (II) kanssa, joka on
saatu edelld kuvatusti vesiuuttona, voidaan sekoittaa ase-
tonia solvaatin muodostamiseksi. Konsentroituun suolan ve-
siliuokseen voidaan sekoittaa sopivasti ylim33ri asetonia

solvaatin muodostamiseksi.
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Klavulaanihapon suolan tai asetonisolvaatin uudelleenkite-
yttdminen voi olla edullista epdpuhtaustason vdhentdmiseksi
edelleen. Uudelleenkiteyttdmiseen sopiva liuotin on aseto-
nin vesiliuos. Tdllainen uudelleenkiteyttdminen suoritetaan
konventionaalisella tavalla, esimerkiksi suola tai solvaat-
ti liuotetaan veteen, se kd3sitellddn pienelld md3&rdlld ase-
tonia, suodatetaan ja k8sitelld3n sitten suuremmilla tila-
vuuksilla asetonia sekoittaen ja/tai j&3ihdyttden optionaa-

lisesti uudelleenkiteytyneen tuotteen saamiseksi.

Erddssd kohteessa esilld oleva keksint® saa aikaan menetel-
mdn klavulaanihapon tai sen farmaseuttisesti hyvaksytt&dvin
suolan tai esterin valmistamiseksi, joka menetelmd k3sittadi
klavulaanihapon suolan kaavan (II) mukaisen amiinin kanssa
muuttamisen klavulaanihapoksi tai sen farmaseuttisesti hy-

vaksyttdvaksi suolaksi tai esteriksi.

Td&mdn keksinndn mukaisella menetelmdlli valmistetut klavu-
laanihapon farmaseuttisesti hyvdksyttdvidt suolat ja esterit
kdsittdvdt ne, jotka on kuvattu GB-1508977:ss3da ja
1508978:ssa ja jotka sisdllytetddn tdhdn viitteeksi.

Erityisen sopivat farmaseuttisesti hyvdksyttdvit suolat
kdsittdvdt farmaseuttisesti hyvaksyttavdt alkali- ja maa-
alkalimetallisuolat, esimerkiksi, natrium-, kalium-, kal-
sium- ja magnesiumsuolat. Ndistd suoloista natrium- ja ka-

liumsuolat ovat sopivimpia ja kalium on edullinen.

Sopivat esterit klavulaanihapon tai sen suolan aikaansaami-
seksi kdsittdvdt ne, jotka ovat kemiallisilla menetelmilld,
kuten vetyhajotuksella tai tai biologisilla menetelmilld

pilkkoutuvia.

Klavulaanihapon suola amiinin (IXI) kanssa, joka on optio-
naalisesti asetonisolvaattinsa kanssa, voidaan muuttaa kla-
vulaanihapoksi tai sen farmaseuttisesti hyvadksyttdvdksi
suolaksi tai esteriksi esimerkiksi ionikorvauksella vapai-

den happojen tai suolojen tapauksessa tai esterdimdlla.
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Ionikorvaus voidaan suoritaa kdyttdmdlla ioninvaihtohartse-
ja, esimerkiksi viemdlld suolaliuos natrium- kalium- tai
kalsiummuodossa olevan kationinvaihtohartsinpatjan ldpi.
Sopivat kationinvaihtohartsit kasittavdt Amberlite IR120:n

ja ekvivalenttihartsit.

Vaihtoehtoisesti ionikorvaus voidaan suorittaa reagoitta-
malla protonoitu amiinikationi suolaprekursoriyhdisteen
kanssa, joka voi olla emds, esimerkiksi farmaseuttisesti
hyvdksyttavan alkali- tai maa-alkalimetaalin karbonaatti,
bikarbonaatti tai hydroksidi, tai orgaanisen karboksyyli-
hapon suola farmaseuttisesti hyvdksyttdvan kationin kanssa,
kuten alkali- tai maa-alkalimetaali, esimerkiksi alkaaniha-

pon suola, jolla on kaava (IV):
R10_coyu

jossa R10 on alkyyliryhm3, joka sis3lt33 esimerkiksi 1-20
hiiliatomia, edullisesti noin 1-8 hiiliatomia. Esimerkit
sopivista suoloista kdsittdvat asetaatti-, propionaatti-
tai etyyliheksanocaattisuolat kalium-2-etyyliheksanocaatin
ja natrium-2-etyyliheksanocaatin ollessa edullinen. Tyypil-
lisesti klavulaanihapon suola amiinin (II) kanssa liuoksena
voidaan reagoittaa alkalimetallin suolan kanssa, jossa on
happoa (I1V), liuoksena tai suspensiona sopivassa liuotti-
messa, joka voi olla esimerkiksi orgaaninen liuotin, vesi
tai veden ja orgaanisen liuottimen, kuten isopropanoli,
seos. Klavulaanihapon suolan, jossa on amiinia (II), ja
suolaprekursoriyhdsiteen sopivat liuokset voidaan sekoittaa
ja farmaseuttisesti hyviksyttavan suolan annetaan kiteytya.
Sopiva reaktio voidaan suorittaa lampdtilassa, joka on alle
ympdristdn lampdtilan, esim. 0-15 °C, esim. 0-10 °C, sopi-
vasti 0-0,5 °C. Jos klavulaanihapon suola amiinin (II)
kanssa muodostetaan sopivasti vesiliuoksena, se voidaan

saostaa sekoittamalla vesiliuokseen ylimd3rd asetonia.

Sopivat esterdintimenetelmdt kasittavat:
a) klavulaanihapon suolan, jossa on amiinia (II), reagoit-

tamisen kaavan Q-R'! mukaisen yhdisteen kanssa, jossa Q on
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helposti syrjdytyvissd oleva ryhmd ja R11T on orgaaninen
ryhmd.

b) klavulaanihapon suoclan, jossa on amiinia (II), reagoit-
tamisen alkoholin tai tiolin kanssa kondensaatiota edistd-
v8n aineen, kuten karbodi-imidin, l&sndollessa, ja

c) klavulaanihapon suolan, jossa on amiinia (II) reagoit-

tamisen diatsoyhdisteen kanssa.

Edell3 olevat menetelmidt kattavat ne kohteet, joissa klavu-
laanihapon suola amiinin (II) kanssa muutetaan klavulaani-
hapoksi tai sen toiseksi suolaksi ja sen jdlkeen se muute-
taan halutuksi esteriksi. Esterir®intimenetelmien lisdyk-
sityiskohtia on selostettu GB-1508977:ssd ja 1508978:ssa.
Esilld olevan keksinn®n kdyttd mahdollistaa klavulaanihapon
suolojen ja estereiden saamisen helpommin puhtaassa muodos-
sa kuin GB-1508977:n ja 1543563:n menetelmien toiminnossa.

Keksint8d selostetaan nyt esimerkin avulla.

Esimerkki 1

Jokainen seuraava menetelmd oli sama, amiini sekoitettiin
klavulaanihappoon liuoksena THF:ssd ja havaittiin nopea

kiteytyminen kiintoaineen muodostumiseksi.

Amiini Kommentit Suolan stabiilius
D-(+)-alfafenyyli- kiteinen vakaa > 70 h, 20 °C,
etyyliamiini kiintoaine 50 % huoneenldmpotila,
t-oktyyliamiini kiteinen vakaa »70 h, 20 °C
50 % huoneenldmpttila
1-hydrcksi-2-metyyli- kiteinen
2-propyyliamiini suola
syklopentyyliamiini kiteinen suola 50 % huoneenldmpdtila,
tummuu 72 h kuluttua
sykloheptyyliamiini kiteinen suola 50 % huoneenlampdtila,
tummu 72 h kuluttua
1-adamantaaniamiini kiteinen suola 50 % huoneenldmpdtila,
20 °C:ssa vakaa >70 h
N-etyylipiperidiini kiteinen suola 50 % huoneenldmpdtila,

20 °C:ssa vakaa >70 h
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N,N-dimetyylisyklohek- kiteinen suola 50 2 huoneenlampotila,
syyliamiini 20 °C:ssa vakaa >90 h
ammoni akki kiteinen suola >70 h, 50 % huoneen
lampStila, hieman
haalistumista
ksantinoli valkea hygroskooppinen
kiintoaine
trietyleenitetramiini kalpea keltainen pieni analyysi
kiintoaine
p-metoksibentsyyli- kiinted suola valkoinen 16 h kuluttua
alfa-aminofenyyli- kuivassa ilmakehdss3,
asetaatti huoneenldmpdtilassa,

keltainen 16 h kuluttua,

50 % huoneenlampotila

n-butyyli-alfa-amino- kiinted suola valkoinen 16 h kuluttua

fenyyliasetaatti kuivassa ilmakehdssd,
oranssi 16 h kuluttua
, 50 % huoneenlampotilassa
metyyliarginaatti kiinted suola valkoinen 16 h kuluttua

kuivassa ilmakeh&ss3d,
100 ° lampStilassa,
oranssi 16 kuluttua

50 % huoneenlampdtilassa

Esimerkki 2
Seuraavassa muodostettiin klavulaanihapon suola amiinin

kanssa liuoksena ensimmdisessd liuottimessa ja sitten se
saatettiin eroamaan liuoksesta kiintea@ni sakkana sekoitta-

malla toista orgaanista liuotinta.

2a. t-oktyyliamiini
Klavulaanihapon varastoliuos etyyliasetaatissa, joka sisdl-

tdd noin 8 g/l klavulaanihappoa epdpuhtaassa muodossa, val-

mistettiin uuttamalla epdpuhdas S. clavuligerus -fermen-
tointiliemi etyyliasetaatilla. 46 ml:aan tatd lisdttiin t-
oktyyliamiinia (0,84 g).
tuli sameaksi ja suolan hienoja kiteitd kiteytyi pois. Liu-

oksen alikvoottiin lisdttiin kloroformia, mikd sai aikaan

Kymmenen minuutin kuluttua seos

suurempien neulasten muodostumisen. Toiseen alikvoottiin

lisdttiin asetonia, mikd sai aikaan edelleen neulaskiteiden
X ‘
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muodostumisen, mutta pienempien ja vdhemmdn nopeasti kuin
kloroformilla. Loppuliuokseen lisdttiin noin 20 ml kloro-
formia, sitten asetonia tilavuus, joka on suunnilleen yhté&-
ldinen liuoksen alkumassan kanssa, joka saatiin aikaan neu-

laskiteiden oleellisen m3iaran saostuksessa.

2b. Disyvkloheksyyliamiini
46 ml:aan varastoliuosta, joka valmistettiin kuten edelld

2a:ssa, lisattiin disykloheksyyliamiinia (1,18 g). Tamd sai
aikaan kirkkaan liuoksen. Asetonia lisd@ttiin yhteen alik-

voottiin muodostaen hieno amorfinen kerrostuma.

2c. Ammoniakki
500 ml:aan varastoliuosta, joka valmistettiin kuten edelld

2alssa, lisdttiin ammoniakkia (21,1 ml 2,5 M ammonium-2-
etyylieksanoaattia etyyliasetaatissa, so. noin 1 ekviva-
lentti). 50 ml:n teollista metyloitua pirtua (IMS) lisd&mi-
nen sai aikaan hienojen neulasten saoksen helpon muodostu-
misen. Huomattiin, ettd kdytettdessd klavulaanihapon epa-
puhdasta liuosta, joka ilmeni liuoksen vdrista, liuokseen

jai varillisid epdpuhtauksia huomattava maddrd. Saanto 75

2:

2d. N,N-dimetyylisykloheksyyliamiini
500 ml:aan varastoliuosta, joka valmistettiin kuten edelld

2b:ssd, lisdttiin N,N-dimetyylisykloheksyyliamiinia (6,7

ml). Lisd3misen alussa muodostui dljy. Asetonia lisdattiin
asteittain, mik3d sai aikaan samean liuoksen. Ta&mdn samean
liuoksen alikvootti otettiin ja siihen lisdttiin dietyyli-
eetterid, mikd sai aikaan kiteytymisen. Dietyylieetterid
(100 ml) lisdttiin liuoksen pddmassaan, mikd sai aikaan via-
littOdman kiteytymisen. Kiteet (13,4 g) suodatettiin ja pes-

tiin asetonilla.

2e. t-oktyvliamiini
500 ml:aan varastoliuosta, joka valmistettiin kuten edellid

2atssa, lisdttiin t-oktyyliamiinia (6,7 g). Liuos tuli hie-
man utuiseksi. Asetonia (20 ml) lis3ttiin, mika kirkasti

liuoksen. Liuoksen alikvoottiin lisattiin dietyylieetterid,
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mikd sai aikaan vdlittdmdn kiteytymisen. Dietyylieetterid
(55 ml) lisdttiin liuoksen pddmassaan, mikd sai aikaan ki-
teytymisen. Kiteet suodatettiin ja pestiin asetonilla.
Saanto (12,9 g) on klavulaanihapon 77 % talteenotto liuok-

sesta.

2f. Bentsatiini
Bentsatiinidiasetaattiin (9,16 g) sekoitettiin natriumhyd-
roksidin vesiliuosta (5N, 10,15 ml). Vesiliuos uutettiin

etyyliasetaatilla (55 ml) ja uutu lis#ttiin klavulaanihapon

varastoliuokseen, joka valmistettiin kuten edelld 2a:ssa
(1,0 1). Aluksi muodostui &ljy. Asetonia (600 ml) 1lisdt-
tiin ja muodostui kiteitd (Noin 10 ml dietyylieetterid 1li-
sdttiin jddnndksend testiputkikokeesta). Sitten lisdttiin
metyyli-isobutyyliketonia (200 ml) ja sitten seos tehtiin
2 l:ksi asetonilla. Muodostuneet kiteet suodatettiin ja
pestiin asetonilla. Saanto oli 11,5 g, joka on klavulaani-

hapon 59,1 % talteenotto liuoksesta.

Esimerkki 3
Klavulaanihapon liuos etyyliasetaatissa (noin 20 ug/ml)
laimennettiin yht3ldiselld tilavuudella asetonia. t-oktyy-

liamiinin asetoniliuos (1,25 moolin ekvivalentit) lisdttiin

sitten tipoittain yli puolessa tunnissa 10 °C:ssa. 1 tunnin
lisdsekoittamisen jdlkeen saostuneet kiteet kerdttiin, pes-

tiin asetonilla ja kuivattiin tyhj&ssd.

Sakka muodostui melko helposti ja se oli vA3rilt3an valkois-

ta. Saanto (korjattu puhtaudeltaan) 0 75 %.

Esimerkki 4
0,012 M bentsyyliklavulanaatin liuos THF:ssd hydrattiin

katalyyttisesti klavulaanihapon liuoksen muodostamiseksi

THF:ssd. Tdhdn liuokseen (100 ml) lisdttiin 1-aminoadaman-

taania (25 ml 0,012 M THF:ssd) ympdristdn l&mpdtilassaa.
Esiintyi nopea kiteytyminen. Liuosta sekoitettiin ympdris-
t6n ldmpdtilassa 30 minuuttia, sitten 5 °C:ssa kaksi tun-

tia. Sitten liuos suodatettiin ja kiteet pestiin ja kuivat-
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tiin. Saanto = 83 %. Suolan sulamispiste oli 190-192 °C
(d).

Esimerkki 5

Bentsyyliklavulanaatti (puhdistettu Sephadex-kromatografi-
alla, 20 g, 0,07 moolia) liuotettiin tetrahydrofuraaniin
(tislattu kalsiumhydridistd, 400 ml) ja 10-%:ista palladi-
umia hiilikatalyytilld (5,7 g) lisdttiin. Seosta hydrattiin
sekoittaen ympdriston lampotilassa noin 103,42 kPa:ssa noin
20-30 minuuttia. Reaktion tila arvioitiin ohutkerroskroma-

tografialla kayttden piidioksidilevyjd, Jjotka kehitettiin
etyyliasetaatilla ja visualisoitiin k3yttden trifenyylitet-
ratsoliumkloridisprayreagenttia. Klavulaanihappo Rf 0,0,

bentsyyliesteri 0,4.

Reaktioseos suodatettiin ja suodatustyyny pestiin hyvin.
Yhditetyt filtraatit (500 ml), jotka sisiltdvidt klavulaa-
nihappoa, kdsiteltiin sekoittamalla 2-amino-2,4,4-trimetyy-
lipentaanilla (9,0 g, 0,07 moolia) kuivassa tetrahydrofu-
raanissa (50 ml). Kiteytyminen havaittiin yhdessd minuutis-
sa. Seosta sekoitettiin 0,5 tuntia ympadristdn ldmpdtilassa
ja sitten 2 tuntia 5 °C:ssa. Tuote suodatettiin pois, pes-
tiin kuivalla tetrahydrofuraanilla (100 ml) ja kuivattiiin
tyhj8ssd 12 tuntia 23,0 g:n 100 % otsikkosuolaa tuottami-
seksi, jonka sulamispiste on 160-170 ° (4).

Esimerkki 6

Saostaminen suoritettiin kuten esimerkissd 5 kdyttden bent-
syyliklavulanaattia (0,9 g, 0,003 moolia) ja kasittelemalld
saatu klavulaanihappoliuos 2-amino-2-metyylipropaanilla
(0,22 g, 0,003 moolia) kuivassa tetrahydrofuraanissa (10
ml). Otsikkosuolan 0,6 g, 73 % saanto, sulamispiste oli
150-152 °(4).

Esimerkki 7

Valmistaminen suoritettiin kuten esimerkiss3d 5 kayttden
bentsyyliklavulanaattia (0,9 g, 0,003 moolia) ja kasitte-
lemdlld saatu klavulaanihappoliuos D(+)-1-metyylibentsyyli-

amiinilla kuivassa tetrahydrofuraanissa (10 ml). Seosta
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varastoitiin 5 °C:ssa kaksi pdivda, jona aikana esiintyi
hidas kiteytyminen. Suodattaminen tuotti otsikkosuolan 0,6

g, 62 % saanto, sulamispiste oli 125 °(d).

Esimerkki 8
Litiumklavulanaatin vesiliuokseen sekoitettiin alkyyliam-

moniumfosfaatin vesiliuosta. Saostunut litiumfosfaatti suo-
datettiin pois ja amiiniklavulanaattisuola saostettiin 1li-
sdamalld asetonia. Havaittiin, ettd voidaan kdyttad myds
natriumklavulanaattia, mutta silloin t83ytyy lisdti etanolia
natriumfosfaatin erottumisen edist@miseksi. My8s amiinihyd-

roklorideja voidaan kdytt3a.

T&1l3d tavalla kdytetddn litiumklavulanaattia N-etyylipipe-

ridiiniklavulanaatin valmistamiseen.

Esimerkki 9
Klavulaanihapon epdpuhtaaseen liuokseen, joka on raakauute

S. clavuligerus-fermentointiliemestd vdhdisen esipuhdistuk-
sen ioninvaihdolla jdlkeen (500 ml, 21 pg/ml etyyliasetaa-
tissa) sekoitettiin asetonia (150 ml) ja sitd kdsiteltiin
asteittain N,N-dimetyylisykloheksyyliamiinin (6,7 ml) liu-
oksella asetonissa (25 ml). Alikvootti poistettiin ja sitd
kdsiteltiin dietyylieetterilld ja ilmeni v31itdn kiteytymi-
nen. Pdamassan ymppdaminen johti nopeaan valkeiden hiuta-
leiden kiteytymiseen, joka tehtiin tdydellisemmi3ksi lisad-
mdll3d eetterid (110 ml). Amiinisuola suodatettiin pois ja
pestiin asetonilla (3 x 100 ml) ja ilmakuivattiin. Saanto

= 13,4 g, 82 % talteenotto, 64,9 % pfa (teoreettinen 61,0
%).

Esimerkki 10

Esimerkissd 9 kaytettyyn klavulaanihapon epdpuhtaaseen liu-
okseen (500 ml, 21 upg/ml), joka sisldlsi lisdksi asetonia
(20 ml), lisdttiin t-oktyyliamiinia (7,6 g, 1,0 e.g.), mika
tuotti lievan utuisuuden. Dietyylieetterin (55 ml) lisd3mi-
nen aiheutti amiinisuolan erottumisen hienoina valkoisina

kiteind, Jjotka suodatettiin pois ja pestiin asetonilla.

“
7
Z
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Saanto = 12,9 g, 77,2 % talteenotto, 62,9 % pfa (teoreet-
tinen 62,8 %).

Esimerkki 11

Klavulaanihapon epdpuhtaaseen liuokseen etyyliasetaatissa
(1 1, 10,14 yug/ml), joka saatiin uuttamalla S. clavulige-
rus-fermentointiliemi etyyliasetaatilla ja esipuhdistamalla

hieman ioninvaihdolla, sekoitettiin asetonia (600 ml) 3ja
sitd kdsiteltiin bentsatiinilla (6,15 g) etyyliasetaatissa
(55 ml). Seos alkoi kiteytyd, kun bentsatiinin lisdys ldhe-
ni loppua. Metyyli-isobutyyliketonia (200 ml) lisdttiin
sitten saostumisen tekemiseksi t8ydellisemmdksi. Kiteet
suodatettiin pois ja pestiin asetonilla (3 x 100 ml). Saan-
to = 11,5 g, 67 % talteenotto.

Esimerkki 12
Esimerkin 11 menetelmd toistettiin kdytt&mdll3 epdpuhdasta,

markda (noin 1 % vett#d) klavulaanihapon liuosta etyyliase-
taatissa. Tdmdn liuoksen 1 litran erien erottamiseksi li-
sdttiin sekoittamalla ylimd&rd puhdasta etyleenidiamiinia,
NN'-dietyylietyleenidiamiinia ja NN'-di-isopropyylietylee-
nidiamiinia kunkin amiinin ollessa m3ir&n ylim&3rdnd, jota
tarvitaan diammoniumsuolan muodostamiseksi klavulaanihapon
kanssa. Jatkuvan sekoittamisen j#lkeen muodostui suolan
saos. Toinen kidesato saatiin lis¥#imi113 ylim&3rd asetonia.
Saostunut diammoniumsuola suodatettiin pois ja pestiin ase-

tonilla.

Jokaisen tdten muodostuneen diammoniumsuolan kiteet muutet-
tiin kaliumklavulanaatiksi liuottamalla suola minimim&Zr3&n
vettd, mitd seurasi kalium-2-etyyliheksanocaatin ylimd&r&n
liuoksen isopropyylialkoholissa lisdd@minen. Jatkuvan se-
koittamisen jdlkeen muodostui kaliumklavulanaatin sakka ja
se suodatettiin, pestiin isopropyylialkoholilla ja kuivat-

tiin.

Esimerkki 13
Klavulaanihapon liuosta (00,0046 moolia) tetrahydrofuraanis-
sa (30 ml) kd@siteltiin trimetyyliamiinin liuoksella (1,0 ml
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25-%:ista paino/til. 1liuosta, noin 00,0042 moolia), miki
tuotti kalpean keltaisen liuoksen. Kiteyttdminen indusoi-
tiin ymppddm&ll8 ja se pddtettiin seisottamalla ydn ajan
+4 °C:ssa. Tuote suodatettiin pois, pestiin pienell¥ tila-
vuudella tuoretta liuotinta (noin 5 ml) ja kuivattiin tyh-
j6ssd. Saanto 0,9 g (75 %), sp. »310°, muuttuu hitaasti
ruskeaksi yli 130 °C:ssa.

Testi B 24641: Havaittu C, 51,32, H, 7,15, N, 10,68 %
C11H1gN»05 edellyttds ¢, 51,16, H, 7,02, N, 10,94 %
Testi A 15230: Imidatsoli 77,2, 76,4 % (laskettu 77,1 %,

noin 99,5 % puhtaus)
Vesi 1,18, 1,34 %

Yhdiste (kerman v&riset hienot neulaset) pilaantuu seiso-
tettaessa ilmassa useita pdivid, ottaen vettd ja muuttuen

hitaasti keltaiseksi.

Esimerkki 14

Edelld olevan yhdisteen kaksi valmistetta sisdllytettynd
kumpikin tuotti hieman erilaisen tuloksen. Ensimmlinen
tuotti vettd sisdltidvdn tuotteen saannon laajuudessa, joka
vastaa hemihydraattia, kun taas toinen tuotti oleellisesti

vedettBmin materiaalin vaikkakin alhaisena saantona.

142

Klavulaanihappoa (0,00346 moolia) tetrahydrofuraanissa (25
ml) kdsiteltiin trimetyyliamiinilla (0,4 g, 0,00346 mooli-
a) ja sekoitettiin homogeenisen kirkkaan liuoksen saamisek-
si. Kiteyttd@minen pantiin alkuun ymppddm&ll3d ja se pdidtet-
tiin seisottamalla y8n ajan +4 °C:ssa. Tuote suodatettiin
pois ja kuivattiin tyhj8ss&d. Saanto 0,9 g (63 %) suurina

kellertdvadn valkoisina neulasina.

Testi B 24639: Havaittu C, 54,74, H, 7,95, N, 8,94 %
C14Hp4N205 edellyttdi c, 56,05 H, 8,00, N, 9,33 %
C14Hp4N2051/2H20 edellyttdd C, 54,36 H, 8,14, N, 9,05 %
Testi A 15220: Imidatsoli 61,0, 61,1 % (laskettu 64,4 %,
noin 95,0 % puhtaus)
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Vesi 2,64 % (hemihydraatti edellyttaa 12,91 %)

14B

Klavulaanihappoa (0,021 moolia) tetrahydrofuraanissa (60
ml) k&3siteltiin trimetyyliamiinilla (2,1 g, 0,021 moolia)
ja sekoitettaminen tuotti kirkkaan liuoksen, joka ympdttiin
autenttisella suolalla. Tuote alkoi kiteytyd pitkind neula-
sina huoneenldmpdtilassa ja prosessi padtettiin +4 °C:ssa.
Tuote kerdttiin suodattamalla, pestiin suodattimessa tuo-
reella liuottimella (noin 10 ml) ja dietyylieetterilld
(noin 20 ml) ja kuivattiin lopuksi tyhjdssd. Saanto 1,7 g

(27 %).

Testi B 24676: Havaittu C, 56,07, H, 7,83, N, 9,32 %
C14Hp4N»05 edellyttdi C, 56,05 H, 8,00, N, 9,33 %
C14H24N2051/2H20 edellyttad C, 54,36 H, 8,14, N, 9,05 &
Testi A 15268: Imidatsoli 65,1, 65,1 % (laskettu 66,3 %,
noin 98,2 % puhtaus)

Vesi 0,9

[alfalp24 +47,0° (c=0,2 % vedessid)

Kuten trimetyyliamiinisuola, tuote pilaantuu seisotettaessa

ilmassa useita pdjivii.

Ndm3 kaksi esimerkkid valaisevat erittdin puhtaiden klavu-

laanihapposuolojen muodostamista orgaanisissa liuottimissa.

Esimerkki 15
Erilliset ndytteet esimerkkien 13 ja 14 trimetyyliamiini-

klavulanaattia ja trietyyliamiiniklavulanaattia liuotetaan

minimimddrddn kylmda vettd. Ni3ihin liuoksiin lisidtd&dn ka-
lium-2-etyyliheksanoaatin voimakasta liuosta isopropanolis-
sa sekoittamalla. Jatkuvan sekoittamisen jdlkeen kaliumkla-
vulanaatin kiteet erocavat ja ne voidaan suodattaa pois,

pestd kylmdlld isopropanolilla ja kuivata.

Esimerkki 16

Klavulaanihapon epdpuhdas liuos, joka saatiin S. clavulige-

rus-fermentointiliemestd esipuhdistamalla ioninvaihtokroma-
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tografialla tai yleensd edelld kuvatusti, ja joka sisdltad
noin 17,1 g/1, tehtiin happamaksi pH:hon 2,0 25-%:isella
til./til. rikkihapolla, ja sit¥8 uutettiin sitten jatkuvasti
etyyliasetaattiin. Etyyliasetaattiuute jddhdytettiin 2
°C:een, siitd poistettiin vesi sentrifugoimalla ja sitten
se kuivattiin MgSO4:118, sitten se vietiin CPG-hiilipylvd&n
13pi. Tdssi vaiheessa etyyliasetaattiuute sis¥lsi 6,02 g/l
klavulaanihappoa ja sitten se konsentroitiin haihduttamalla
konsentraatioon 25,7 g/l klavulaanihappoa ja se kdytettiin
tdssd@ konsentraatiossa. Konsentraatin kosteustaso oli noin
0,26 % til./til.

7,8 ml:aan t-oktyyliamiinia sekoitettiin 25 ml tuoretta
etyyliasetaattia. Tamd seos lisdttiin hitaasti 2 1litraan
klavulanaattirikasta etyyliasetaattiuutetta, joka laimen-
nettiin takaisin 23,0 g/l:n tiitteriin tuoreella etyylaise-
taatilla nopeasti sekoittaen. Lietettd sekoitettiin edel-
leen tunti 5 °C:ssa. t-oktyyliamiiniklavulanaatti eristet-
tiin sitten suodattamalla ja pestiin etyyliasetaatilla.
Lopullinen kuivaaminen suoritettiin y8n ajan tyhjSuunissa

20 °C:ssa typpivuodolla. Tuotepaino 6,13 g.

Esimerkki 17
5 g esimerkiss¥ 16 tuotettua amiinisuolaa liuotettiin 97

ml:aan isopropanolia. Tuote ei liuennut helposti ja havait-

tiin tarpeelliseksi k&yttd3i vdhdistid limmitystd 24 °C:een
kokonaisliukenemisen aikaansaamiseksi. 14 ml 1,5 N kalium-
2-etyyliheksanoaattia isopropanolissa lisdttiin 10 minuutin
aikana. Sitten lietettd sekoitettiin 1,5 h 5 °C:ssa. Tuote
kaliumklavulanaatti suodatettiin sitten pois, pestiin pie-
nilli md8&rill3 isopropanolia, sitten asetonia ja kuivattiin
tyhj6ssd y6bn ajan typpivuodolla 20 °C:ssa. Tuotepaino =~
3,16 g.

Esimerkki 18

Suodatettu (RFV) S. clavuligerus-fermentointiliemi, joka
sisdltd3d 2 g/1 klavulaanihappoa, tehtiin happamaksi pH:hon
1,6 25-%:isella til./til. rikkihapolla, ja sitd uutettiin
jatkuvasti etyyliasetaattiin. Liuotinuute jddhdytettiin 3
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°C:een, siit¥d poistettiin vesi sentrifugoimalla ja sitten
se kuivattiin MgS0y4:113, sitten se vietiin CPG-hiilipylviin
l3pi. Hiilelld kdsitelty uute konsentroitiin haihduttamalla

konsentraatioon noin 20 g/l kosteustason ollessa noin 0,06

% til./til.

13,5 ml:aan t-oktyyliamiinia sekoitettiin 43 ml tuoretta
etyyliasetaattia. Tdmd seos lisdttiin hitaasti 400 ml:aan
klavulanaattirikasta etyyliasetaattiuutetta 20 g/1l:n klavu-
laanihappoa tiitterissd nopeasti sekoittaen. Lietettid se-
koitettiin edelleen tunti 5 °C:ssa. t-oktyyliamiiniklavula-
naatti eristettiin sitten suodattamalla ja pestiin etyyli-
asetaatilla. Lopullinen kuivaaminen suoritettiin y¥n ajan
tyhjBuunissa 20 °C:ssa typpivuodolla. Tuotepaino 12,44 g.

Esimerkki 19
11 g esimerkissd 18 tuotettua amiinisuolaa liuotettiin 213

ml:aan isopropanolia. Tuote ei liuennut helposti edes vda-
hdisen ldmmittdmisen 24 °C:een j3lkeen. Vettd (3,75 ml) li-
sdttiin liukenemisen mahdollistamiseksi. Kun saatiin liuos,
lisdisoprpanolia lisdttiin vesipitoisuuden vidhentdmiseksi
ennen kiteyttdmist3d. 30 ml 1,5 N 2-etyyliheksanoaattia 1li-
sdttiin 15 minuutin aikana. Sitten lietettd sekoitettiin
1,5 h 5 °C:ssa. Kaliumklavulanaattituote suodatettiin sit-
ten pois, pestiin pienilld m33rilld isopropanolia, sitten
asetonia ja kuivattiin tyhjdssid y®n ajan typpivuodolla 20

°C:ssa. Tuotepaino = 7,29 gq.
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Patenttivaatimukset

1. Klavulaanihapon ja kaavan (II) mukaisen amiinin muo-

dostaman suolan kayttd

R (IT)

valituotteena menetelmdssd klavulaanihapon tai sen farma-
seuttisesti hyvadksyttdvien suolojen ja estereiden puhdis-
tamiseksi, jolloin R, R? ja R® on valittu seuraavasti:

R' on optionaalisesti substituoitu syklinen ryhmda, jolla on

yleinen kaava:
R- (CHR®) -

jossa m on nolla tai kokonaisluku 1-5, R on optionaalisesti
substituoitu alifaattinen hiilivetyrengasjarjestelmd, joka
sisdltdd 3-8 rengashiiliatomia, rR* on vety tai alkyyli,
amino- tai hydroksisubstituoitu alkyyli tai substituoitu
aminosubstituoitu alkyyli tai saman yleisen kaavan mukainen
ryhmd tai R edelld, R? ja R voidaan valita samoista ryhmi -
sta, joista rR' on valittu, tai vedysta, alkyylista, alke-
nyylistd, amino- tai hydroksisubstituoidusta alkyylista tai
alkenyylista tai substituoidusta aminosubstituoidusta al-
kyylistd tai alkenyylistd, mutta poikkeuksena sykloheksyy-
liamiini.
\

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen ' menetelmd, tunnettu
siitd, ettd amiini (II) on muu kuin amiini, jossa R on
sykloalkyyliryhmd ja m on nolla ja R? ja R on kumpikin va-
littu sykloalkyylistd tai vedystd tai CpHpp,1:Std, jossa n

on 1-7.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd amiini (II) kdsittdd kaksi tai useampia sykli-

sia ryhmia R' tai fuusioituneen rengasjdrjestelman R' tai
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substituoituneen rengasjdrjestelmdn R; tai R? ja R® ovat

muu kuin vety.

4. Patenttivaatimuksen 2 tai 3 mukainen menetelmd, tun-
nettu siitd, ettd amiini (II) on wvalittu syklopentyyli-
amiinista, sykloheptyyliamiinista, NN-dimetyylisykloheksyy-
liamiinista, disykloheksyyliamiinista, adamantyyliamiinis-
ta, NN-dietyylisykloheksyyliamiinista, N-isopropyylisyklo-
heksyyliamiinista, N-metyylisykloheksyyliamiinista, syklo-
propyyliamiinista, syklobutyyliamiinista, norbornyyliamii-

nista ja dehydroabietyyliamiinista.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd klavulaani-
hapon tai sen farmaseuttisesti hyvaksyttdvan suolan tai es-
terin puhdistamiseksi, tunnettu siitd, ettd menetelmd ka-
sittda:

i) epdpuhtaan klavulaanihapon tai sen labiilin johdannai-
sen saattamisen kosketukseen liuoksena orgaanisessa liuot-
timessa kaavan (II) mukaisen amiinin tai sen labiilin joh-
dannaisen kanssa,

ii) kaavan (II) mukaisen amiinin kanssa muodostetun klavu-
laanihapon suolan eristdmisen ja

iii) tdten muodostuneen suolan muuttamisen klavulaanihapok-

si tai sen farmaseuttisesti hyvadksyttdvaksi suolaksi tai

esteriksi.

6. Menetelmd klavulaanihapon tai sen farmaseuttisesti hy-
vaksyttavdn suolan tai esterin puhdistamiseksi, tunnettu
siitd, ettd menetelmd kdsittdd klavulaanihapon suolan kaa-
van (II) mukaisen amiinin kanssa muuttamisen farmaseutti-

sesti hyvdksyttdvdksi kaliumklavulanaattisuolaksi.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettda farmaseuttisesti hyvédksyttdvd suola muodoste-
taan reagoittamalla protonoitu amiinikationi kalium-2-

etyyliheksanocaatin tai natrium-2-etyyliheksanocaatin kanssa.
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