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(54) VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON CLAVULANSKURE-AMINSALZEN

(57) Die vorliegende Erfindung betrifft ein neues Verfahren
2ur Herstellung von Clavulansaure-Aminsalzen, sowie deren
Verwendung als Zwischenprodukte zur Herstellung von Cla-
vulansdure und deren pharmazeutisch annehmbaren Sal-
zen, dadurch gekennzeichnet, da3 man
a) den gesamten, nach der Fermentation mit einem Clavul-

ansaure produzierenden Mikroorganismus erhaltenen
unfiltrierten Erntebrei, bei nativ-pH (5,5 - 7,5) mit einem
mit Wasser nicht mischbaren Losemittel aus der Verbin-
dungsklasse der Ether, Ketone, Ester oder Alkohole
extrahiert oder
b) den nach der Fermentation mit einem Clavulansaure
produzierenden Mikroorganismus erhaltenen Erntebrei
nach einer optionalen Vorbehandlung durch Zusatz von
Flockungsmittein durch gangige Filtrationsverfahren fil-
triert, das Kulturfiltrat konzentriert und gegebenenfalls
reinigt und danach mit einem mit Wasser nicht mischba-
ren Losemittel aus der Verbindungsklasse der Ether,
Ketone, Ester oder Alkohole bei pH 5,5 - 7,5 extrahiert,
anschlieBend den Wirkstoff durch mehrstufige Extraktion
bei saurem pH-Wert von 1,5 bis 2,5 in ein mit Wasser nicht
mischbares Losemittel aus der Verbindungskiasse der
Ketone, Ester oder Alkohole extrahiert und nach bekannten
Methoden zu einem Aminsaiz der Clavulansiure umsetzt
sowie ein erhaltenes Aminsalz nach bekannten Methoden in
ein pharmazeutisch annehmbares Salz der Clavulansaure,
wie das Kaliumsalz, umwandelt.
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Die vorliegende Erfindung betrifft ein neues Verfahren zur Herstellung von Clavulansdure-Aminsalzen,
sowie deren Verwendung als Zwischenprodukte zur Herstellung von Clavulansdure und deren pharmazeu-
tisch annehmbaren Salzen, z.B. Kaliumclavulanat.

Clavulansdure, (2R,5R,Z)-3-(2-Hydroxyethyliden)-7-oxo-4-oxa-1-aza-bicyclo-[3,2,0]-heptan-2-carbonsiu-
re, ist wegen ihrer hemmenden Wirkung auf g-Lactamasen von speziellem Interesse als Zusatz fur §-
Lactamantibiotika-Formulierungen. Da die freie S3ure nicht stabil ist, wird ein Alkalimetallsalz der Clavulan-
séure, vorwiegend Kaliumclavulanat, verwendet.

Clavulansdure wird durch mikrobielle Fermentation von verschiedenen Species der Gattung Streptomy-
ces (z.B. S.clavunligerus, S.jumoninjensis u.a.) erhalten, wobei im technischen MaBstab gerlhrte und
bellftete Fermenter und komplexe NdhriSsungen verwendet werden. Deshalb sind komplizierte Verfahren
zur Isolierung und Reinigung der Wirksubstanz erforderlich. Bei einigen dieser Verfahren, wie sie z.B. in DE
25 60 074, EP 26 044 beschrieben werden, wird nach der Fermentation zuerst die Zellmasse durch
geeignete Verfahren wie Filtration, Mikrofiltration oder Zentrifugation abgetrennt. Das erhaltene Filtrat wird
danach auf pH 1 - 3 angesduert und die Clavulansdure mit einem organischen Lésemittel, z.B. Butanol,
Ethylacetat oder Methyliscburylketon, extrahiert.

In den in DE 25 60 074 beschriebenen Verfahren wird die Clavulansdure danach aus der organischen
Losung in eine wifrige Puifferldsung, z.B. eine wiBrige Bikarbonatldsung, unter anndhernd neutralen
Bedingungen rlickextrahiert, und das erhaltene Salz aus der wéBrigen Ldsung durch Entfernen des
L&semittels isoliert. Dieses Rohprodukt mu88 dann durch aufwendige chromatographische Methoden weiter
gereinigt, entsalzt und nochmals chromatographisch gereinigt werden. Diese Verfahren bendtigen groBie
Mengen an Ldsemitteln und sind im groBtechnischen MaBstab nur beschrénkt anwendbar.

GemdB dem in EP 26 044 beschriebenen Verfahren zur Herstellung von Clavulansdure und deren
pharmazeutisch annehmbaren Salzen werden die anspruchsvolien Methoden der Reinigung mittels chroma-
tographischer Verfahren weitgehend vermieden. Dem Verfahren liegt die Herstellung des tert.-Burylaminsal-
zes der Clavulansidure zugrunde. Das tert.Butylaminsalz der Clavulansdure wird seinerseits durch die -
Behandiung des rohe Clavulansdure enthaltenden organischen Extraktes, der gemas dem in DE 25 60 074
beschriebenen Verfahren hergestelit wird, mit tert.Butylamin gewonnen.

Andere als Zwischenprodukt zur Herstellung von Clavulansdure und deren pharmazeutisch annehmba-
ren Salzen geeignete Aminsalze werden z. B. in AT 400 033, AT 399 155, EP 387 178, EP 5394 099, WO
93/25557, WO 94/21647, WO 94/22873, WO 95/23870 oder WO 96/20199 beschrieben. Zur Herstellung
dieser Aminsalze wird bei allen erwdhnten Verfahren das Kulturfiltrat gegebenenfalls konzentriert, auf pH 2 -
3 angesduert und die Clavulansdure mit einem organischen L&semittel extrahiert. Der erhaltene Extrakt wird
danach gegebenenfalls gewaschen, getrocknet, aufkonzentriert und gereinigt und mit einem Amin versetzt,
wobei das Aminsalz der Clavulansdure ausfdllt und abfiltriert werden kann.

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, Clavulansdure und deren pharmazeutisch annehmbaren
Salze, wie das Kaliumsalz, auf eine neue und einfache Weise herzustellen, bei der man die gewiinschte
Substanz mit einer hohen Reinheit und einer hohen Ausbeute erhilt.

Es wurde Uberraschenderweise gefunden, daB diese Aufgabe dadurch geldst werden kann, indem man

a) den gesamten, nach der Fermentation mit einem Clavulansdure produzierenden Mikroorganismus
erhaltenen unfiltrierten Erntebrei, bei nativ-pH (5,5 - 7.5) mit einem mit Wasser nicht mischbaren
L&semittel aus der Verbindungsklasse der Ether, Ketone, Ester oder Alkohole extrahiert oder

b) den nach der Fermentation mit einem Clavulansdure produzierenden Mikroorganismus erhaltenen
Erntebrei nach einer optionalen Vorbehandiung durch Zusatz von Flockungsmittein durch géngige
Filtrationsverfahren filtriert, das Kulturfiltrat konzentriert und gegebenenfalls reinigt und danach mit einem
mit Wasser nicht mischbaren L&semittel aus der Verbindungsklasse der Ether, Ketone, Ester oder
Alkohole bei pH 5,5 - 7,5 extrahiert,

anschlieBend den Wirkstoff durch mehrstufige Extraktion bei saurem pH-Wert von 1,5 bis 2,5 in ein mit
Wasser nicht mischbares Ldsemittel aus der Verbindungsklasse der Ketone, Ester oder Alkohole
extrahiert und nach bekannten Methoden zu einem Aminsalz der Clavulansdure umsetzt sowie ein
erhaltenes Aminsalz nach bekannten Methoden in ein pharmazeutisch annehmbares Salz der Clavulan-
séure, wie das Kaliumsalz, umwandeit.

Diese Extraktion vor der Fallung der Aminsalze bringt eine deutliche Verbesserung gegeniber dem
bisher bekannten Verfahren beziiglich Ausbeute und Reinheit der erhaltenen Aminsalze.

Beim erfindungsgeméBen Verfahren kdnnen beispielsweise folgende Verfahrensschritte durchgeflinrt
werden:

a) Vorextraktion des gesamten, unfiitrierten Erntebreis bei nativ-pH (5,5 - 7,5) mit einem mit Wasser nicht
mischbaren L&semittel aus der Verbindungsklasse der Ether, Ketone, Ester oder Alkohole. Das Extrak-
tionsverhaltnis von L&semittel zu Erntebrei betrdgt vorzugsweise 0,5:1 bis 3:1.
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b) Extraktion des Wirkstoffes aus dem Raffinatbrei der Vorextraktion durch mehrstufige Extraktion bei
saurem pH-Wert von 1,5 bis 2,5 in ein mit Wasser nicht mischbares L3semittel aus der Verbindungsklas-
se der Ketone, Ester oder Alkohole. Das Extraktionsverhdltnis von L&semittel zu vorextrahiertem
Erntebrei betrdgt vorzugsweise 1:1 bis 5:1.
c) Optionales Auswaschen des wirkstoffhiltigen sauren Gesamtextraktes mit Wasser oder einem geeig-
neten Puffer. Nach Zumischen des Waschwassers kann die Phasentrennung von der organischen Phase
entweder durch Schwerkraft oder mit Hilfe von Zentrifugen (z.B. Zentrifugalseparatoren oder Zentrifugal-
dekantern) durchgefiihrt werden. Die Menge Wasser oder Puffer betrigt vorzugsweise 5 bis 30 % des
organischen Extraktes.
d) Eindampfen des organischen Extraktes in einem geeigneten Vakuumverdampfer bis auf eine Konzen-
tration von 20 bis 80 g Clavulansdure/kg.
e) Entfernung von Farbe und sonstigen Verunreinigungen, z.B. von Biomasseresten, durch Adsorption,
wobei folgende Md&glichkeiten bestehen:
i) Aktivkohle in pulvriger Form in einer Menge von vorzugsweise 0,5 % bis 5 % auf Basis des
Extraktkonzentrat-Gewichtes.
ii) Aktivkohle in granulierter Form, die, in eine S3ule gefllit, den durchperkolierenden vorkonzentrier-
ten Extrakt reinigt.
iii) Adsorber- oder lonentauscherharze, die geeignet sind, aus organischen L&semitteln Farbstoffe und
andere Verunreinigungen selektiv zu entfernen. Anwendung dieser Harze im Batch- oder im Siulen-
Perkolations-Verfahren.
f) Aus dem gereinigten Konzentrat wird, gegebenenfalls unter Zusatz von einem Lsemittel (z.B. Aceton,
Methylisobutylketon oder Diethylketon) im Bereich von 0 bis 200 % (Basis Konzentratgewicht), durch
Zusatz eines Amins ein Zwischenprodukt (Aminsalz in Form eines Mono- oder Diclavulanats) hergestellt,
das als zusitzlicher Reinigungsschritt fir die Isolierung eines pharmazeutisch vertraglichen Produkts
dient.
Als Amine k&nnen Amine der Formel

worin

a) Ry, Rz und Rs gleich oder verschieden sind und jeweils fiir eine gegebenfalls substituierte cyclische
Gruppe der Formel R(CHRs), steht, wobei m eine ganze Zahl von 0 bis 5, R einen gegebenentalls
substituierten aliphatischen Ring mit 3 bis 8 Kohlenstoffatomen und Ry Wasserstoff, gegebenfalls durch
Amino oder Hydroxy substituiertes Alkyl oder substituiertes durch Amino substituiertes Alky! bedeuten,
Rz und R; zusitzlich auch flir Wasserstoff, gegebenenfalls durch Hydroxy oder Amino substituiertes
Alkyl oder Alkenyl oder substituiertes durch Amino substituiertes Alky! stehen, oder

b) Ry, Rz und Ry gleich oder verschieden sind und jewsils Wasserstoff, gegebenfalls durch Amino,
Hydroxy oder Alkoxy substituiertes Alkyl oder Alkenyl oder substituiertes durch Amino substituiertes
Alkyl oder Aikeny! bedeuten, oder

¢) Ry, Rz und Rs gleich oder verschieden sind und jewsils eine gegebenenfalls substituierte Arylgruppe

der aligemeinen Formel
RA
@CHR . —)m—

wobei Re und m obige Bedeutung besitzen, bedeuten, Ry und R; zusdtzlich auch fir Wasserstoff,
gegebenentalls durch Amino oder Hydroxy substituiertes Alky! oder substituiertes durch Amino substitu-
iertes Alkyl stehen, oder
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d) R, Rz und gegebenenfalls R; gemeinsam mit dem Stickstoffatom einen gegebenenfalls substituierten
Heterocyclus bilden, der gegebenentalls ein oder mehrere zusétzliche Heteroatome enthalten kann,
wobei R falls Rs nicht Teil des Ringsystems ist, flir Wasserstoff, gegebenenfalls durch Hydroxy oder
Amino substituiertes Alkyl oder substituiertes durch Amino substituiertes Alkyl steht, oder

e) R, fiir eine Gruppe der Formel

R

S
N
p N -——ECH2CH2NH3-— CH,CH, —
m

R

4

steht, wobei R« und Rs gleich oder verschieden sind und jeweils fir Wasserstoff, gegebenenfalls durch
Amino substituiertes Alkyl oder substituiertes durch Amino substituiertes Alky! stehen, Rz und Rj gleich
oder verschieden sind und jeweils Wasserstoff, gegebenenfalls durch Amino oder Hydroxy substituiertes
Alkyl oder substituiertes durch Amino substituiertes Alkyl bedeuten und m obige Bedeutung besitzt, oder
f) einer oder beide Substituierten Rs und R, Wasserstoff bedeuten und Rs flir den Rest einer
Aminosiure steht, wobei die Carboxygruppe der Aminosdure verestert oder in Form des Amids vorliegen
kann,

oder Amine der Formel

N—/(CH,), —C|:H——(CH2)°—N\ i

/

R X R

7

worin Rs, Ry, Rs und Re gleich oder verschieden sind und jeweils fiir gegebenentalls substituiertes
(C1-8)Alkyl, (Cs-g)Cycloalky! oder (Cs-g)Cycloatkyl(Ci-g)alkyl stehen oder Ringssysteme mit 4 bis 7
Ringatomen bilden, X Wasserstoff oder einen Wasserstoffbriickenbildende Gruppe bedeutet und n und p
gleich oder verschieden sind und jeweils flr einen ganze Zahl von 0 bis 5 stehen,

oder Amine der Formel

worin Ry fir eine Alkylengruppe steht, die gegebenenfalls einen oder mehrere Substituenten hat, Ry
und Ri2 gleich oder verschieden sind und jeweils fur Wasserstoff oder eine Alkylgruppe stehen, die
gegebenentalls einen oder mehrer inerte Substituenten haben, oder Ry1 und Ri2 gemeinsam mit dem N-
Atom einen heterozyklischen Ring mit 4 bis 7 C-Atomen bilden, der wiederum gegebenenfalis einen oder
mehrere inerte Substituenten haben kann,

oder Amine der Formel
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@/cr«—wz v
R

14

worin Ris und Ris unabhédngig voneinander Wasserstoff, niederes Alkyl, Halogenalkyl, Alkoxy oder
Acyloxy bedeuten, verwendet werden.
Bei der Durchfiihrung dieser Verfahrensschritte kdnnen gegebenenfalls folgende Vorgangsweisen

gewihit werden:

a) Vorbehandlung des Erntebreies durch spezifische pH-Adjustierung und/oder Zusatz von Flockungsmit-
tein.
b) Trennung von Kulturfiltrat und Biomasse durch géngige Filtrationsverfahren, z.B.
i) Precoatfiltration am Vakuumdrehfiter unter Zuhilfenahme von Filterhilfsmitteln auf mineralischer-
oder Zellulose-Basis,
iy Crossflow-Filtration mit oder ohne vorhergehender Siebung von Grobanteilen.
C) Konzentrieren des Kulturfiltrates auf eine fiir die nachfolgende Extraktion geeignete Wirkstoffkonzen-
tration von 10 bis 30 g/kg, wobei folgende Methoden angewendet werden kénnen:
i) Feinvakuumverdampfer
ii) Crossflow-Reverse-Osmose (RO)
iiiy Crossflow-Nanofiltration (NF)
d) Zusétzliche Reinigung des wiBrigen Konzentrats durch
i) Permeation Uber eine UF von sehr geringer Porenweite (1-3 kD) in Crossflow-Fahrweise
i) Aktivkohle in pulvriger Form in einer Menge von vorzugsweise 0,5 % bis 5 % auf Basis des
Extraktkonzentrat-Gewichtes
i) Aktivkohle in granulierter Form, die, in eine S&ule gefiilit, das durchperkolierende wiBrige
Konzentrat reinigt
iv) Adsorber- oder lonentauscherharze, die geeignet sind, aus dem wiBrigen Konzentrat Farbstoffe
und andere Verunreinigungen selektiv zu entfernen
e) Vorextraktion des optional vorgereinigten, wéBrigen Konzentrates bei pH 5,5 - 7,5 mit einem mit
Wasser nicht mischbaren L&semittel aus der Verbindungskiasse der Ether, Ketone, Ester oder Alkohole.
Zur Phasentrennung im technischen MaBstab werden Zentrifugalseparatoren oder Zentrifugaldekanter in
einer oder mehreren Stufen verwendet. Das Extraktionsverhéltnis von Lsemittel zu Konzentrat betrégt
vorzugsweise 0,5:1 bis 3:1.
f) Extraktion des Wirkstoffes aus dem wiBrigen Raffinat der Vorextraktion durch mehrstufige Extraktion
bei saurem pH-Wert von 1,5 bis 2,5 in ein mit Wasser nicht mischbares L&semittel aus der Verbindungs-
klasse der Ketone, Ester oder Alkohole. Das Extraktionsverhiitnis von L&semittel zu wéBrigem Raffinat
betrdgt vorzugsweise 1:1 bis 5:1.
g) Auswaschen des wirkstoffhdltigen sauren Gesamtextraktes mit Wasser oder einem geeigneten Puffer.
Die Menge Wasser oder Puffer betrdgt vorzugsweise S bis 100 % des organischen Extraktes.
h) Eindampfen des organischen Extraktes in einem geeigneten Vakuumverdampfer bis auf eine Konzen-
tration von 20 bis 80 g Clavulansdure/kg, wobei der Verdampfer so konstruiert ist, da8 eine weitgehende
Abreicherung des im gewaschenen Extrakt gelGsten Wassers nach dem Prinzip der Heteroazeotropde-
stillation erfoigt.
i) Entfernung von Farbe und sonstigen Verunreinigungen, wobei foigende Méglichkeiten bestehen:
a) Aktivkohle in pulvriger Form in einer Menge von vorzugsweise 0,5 % bis 5 % auf Basis des
Extraktkonzentrat-Gewichtes
B) Aktivkohle in granulierter Form, die, in eine Sdule gefiillt, den durchperkolierenden vorkonzentrier-
ten Extrakt reinigt
x) Adsorber- oder lonentauscherharze, die geeignet sind, aus organischen L&semitteln Farbstoffe und
andere Verunreinigungen selektiv zu entfernen.
j) Herstellung eines Aminsaizes der Clavulansiure aus dem gereinigten Konzentrat nach bekannten
und/oder beschriebenen Methoden.
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Beispielsweise kann beim erfindungsgemaBen Verfahren folgendermaBen vorgegangen werden:

Der nach der Fermentation mit einem Clavulansdure produzierenden Mikroorganismus erhaltene Erntebrei
mit einem pH-Wert von 5,5 bis 7,5 wird im Volumsverhiltnis von 1 Teil Erntebrei zu 0,5 bis 3,0 Teile,
bevorzugt 1,0 bis 1,5 Teile eines mit Wasser nicht mischbaren organischen Ldsemittels extrahiert. Als
Lésemittel kdnnen alle mit Wasser nicht mischbaren Ldsemittel aus der Verbindungsklasse der Ether,
Ketone, Ester oder Alkohole verwendet werden, bevorzugt werden géngige L&semittel wie Methylisobutylke-
ton, Methylethylketon, Diethylketon, Ethylacetat, Propylacetat, n-Butanol oder i-Butanol, insbesondere be-
vorzugt werden jene L&semittel, die anschiieBend zur Extraktion der Clavulansiure verwendet werden, wie
Ethylacetat, Methylisobutylketon oder Diethylketon, da dadurch die Riickgewinnung der L3semittel betracht-
lich vereinfacht werden kann. Der extrahierte Erntebrei wird danach nach bekannten Methoden mit einer
Siure auf pH 1,0 bis 3,0, bevorzugt 1,5 bis 2,5 gestellt und gleichzeitig mit einem mit Wasser nicht
mischbaren L&semittel aus der Verbindungsklasse der Ketone, Ester oder Alkohole extrahiert, wobei die
Clavulansdure in die organische Phase extrahiert wird. Die weitere Aufarbeitung erfoigt nach bekannten
Methoden durch Waschen der organischen Phase, Aufkonzentrieren, Reinigen durch Aktivkohle, Versetzen
mit einem Cosolvens aus der Gruppe Aceton, Methylisobutylketon oder Diethylketon, sowie Fillung eines
Aminsalzes. Diese Methoden sind z.B. in WO 95/23870, AT 399 155, WO 94/21647, WO 93/25557, EP 26
044, EP 387 178, EP 594 099 oder WO 94/22873 beschrieben.

Alternativ dazu kann das Verfahren so durchgefiihrt werden, da8 der nach der Fermentation mit einem
Clavulans3ure produzierenden Mikroorganismus erhaltene Erntebrei durch géngige Filtrationsverfahren, z.B.
Precoatfiltration oder Crossflowfiltration, filtriert wird. Das erhaltene Filtrat wird danach aufkonzentriert, bis
eine Wirkstoffkonzentration von 10 - 30 g / kg erreicht wird, und danach mit pulvriger Aktivkohle in einer
Menge von 0,5 % bis 5 % behandelt. Das erhaltene vorgereinigte wéBrige Konzentrat wird dann bei pH 5.5
bis 7,5 im Volumsverhdltnis von 1 Teil Erntebrei zu 0,5 bis 3,0 Teile, bevorzugt 1,0 bis 1,5 Teile eines mit
Wasser nicht mischbaren organischen L&semittels extrahiert. Flr die Auswahi des LOsemittels gelten
dieselben Kriterien wie flir die Gesamtbreiextraktion, die weitere Verarbeitung kann ebenfalls gleich wie bei
der Gesamtbreiextraktion erfolgen.

im technischen MaBstab werden zur Phasentrennung bei der Gesamtbreiextraktion oder auch bei der

Extraktion aus dem konzentrierten Kulturfiltrat sowie bei der Waschung der organischen Extrakte vorzugs-
weise Zentrifugalseparatoren oder Zentrifugaldekanter verwendet, wobei aufgrund des schiechten Vertei-
lungskoeffizienten der Clavulansdure die Extraktion des Produktes in die organische Phase nur mit
mehrstufiger Gegenstromfahrweise zu wirtschaftlich sinnvoilen Ausbeuten fiihrt. Zur Erreichung einer
zufriedenstellenden Phasentrennung kann der Zusatz von geeigneten Flockungs- oder Netzmitteln in
Mengen von 0,001 bis 1 % (Netzmittel, z.B. Armogard D-5411®, Cetyltrimethylammoniumbromid, Dodi-
gen®, Demulso® und vergleichbare und/oder Flockungsmittel wie Bozefloc®, Ferrocryl®, Locron® und
vergleichbare) erforderlich sein. Bei der Crossflow-Filtration zur Abtrennung der Biomasse aus dem
Erntebrei sind verschiedenste Modulbauarten handelsiblich, z.B.: Platten-, Rohr- oder Spiralmodule; die
Werkstoffe der Membranen kdnnen auf Polymerbasis oder auf Keramikbasis sein. Die Trenngrenzen der
Membranen kénnen sich vom UF-Bereich (ca. 10 - 300 kD oder 0,005 bis 0,1 ium) bis zum MF-Bereich (ca.
0,1 bis 2 um) bewegen. Die Ublichen Querstrom-Pumpgeschwindigkeiten liegen um 2 bis 7, vorzugsweise 4
bis 6 m/s, um Membranfouling zu minimieren.
Fur das thermische Aufkonzentrieren von wiBrigen Kulturfiltraten sind spezielle Vakuumverdampfer erfor-
derlich, die bei sehr niedrigen Driicken und kurzer Verweilzeit das Produkt schonen, am besten eignen sich
dazu Kurzweg-Dinnschichtverdampfer. Als modernere Alternative dazu werden Membranverfahren wie
Reverse Osmose (RO) oder Nanofiltration (NF) verwendet. Es sind verschiedene Membranmaterialen
(Polymere oder Keramik) sowie verschiedene Modulbauarten (Spiral, Rohr, Platten) bekannt. RO und NF
unterscheiden sich durch die Trenngrenze; wihrend die RO alle geldsten Stoffe > 98-99 % zurlickhalt,
kdnnen bei der NF monovalente kieine lonen ins Permeat passieren, so da8 aufgrund des verringerten
osmotischen Drucks héhere Produktkonzentrationen im Retentat md&glich sind. Die zusitzliche Reinigung
des RO/NF-Konzentrats von hochmolekularen Substanzen erfolgt effektiv Uber sehr enge UF-Membranen,
die z.B. als Spiralmodule mit Trenngrenzen von 1-3 kD am Markt erhiltlich sind.

Die nachfolgenden Beispiele sollen die Erfindung naher erldutern, ohne ihren Umfang einzuschranken.
Alle Temperaturangaben erfolgen in Celsiusgraden.

Beispiel 1:
105 kg Erntebrei werden durch Crossflow-Ultra/Diafiltration von der Biomasse befreit. Es werden 200 kg

Permeat erhalten, die mittels RO unter guter Kiihlung auf einen Clavulansduregehalt von rund 15 g/kg
aufkonzentriert werden. 34 kg RO-Konzentrat werden mit der dreifachen Menge Ethylacetat unter Kiihlung
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bei neutralem pH vorextrahiert. Das vorextrahierte Konzentrat wird unter guter Kihlung bei pH 2 in
mehreren Stufen mit Ethylacetat extrahiert, es werden mit HPLC 80 % Extraktionsausbeute nachgewiesen.
Die gesammelten Extrakte werden im Vakuum auf ca. 8 g/kg eingedampft und das Konzentrat mit 350 g
Na-Sulfat (wasserfrei) getrocknet. Zu der Ethylacetat/Na-Sulfat-Mischung werden 140 g Aktivkohle zugege-
ben und dann blankfiltriert. Der gereinigte Extrakt wird auf rund 30 g/kg eingedampft und das Konzentrat im
Verhdltnis 1:1 mit Aceton verdinnt. Die Fillung des Aminsalzes erfolgt bei 20 ° durch Zugabe einer 15 %-
igen L&sung von tert.Butylamin in Aceton bis pH 6,1. Nachkristallisation 1 Stunde bei ca. 20 *. Es entsteht
eine flockige, grobe Fillung. Das tert.Butylamin Clavulanat wird isoliert und nach Waschen mit Aceton
getrocknet. Das erhaltene Acetonsolvat des Aminsalzes hat einen HPLC-Gehalt von 95 % (auf I6semittelfrei-
er Basis).

Beispiel 2:

900 kg Erntebrei (pH 7,0) werden (iber eine Crossflow-Ultrafiltrationsanlage vorkonzentriert und das
Retentat durch Zugabe von entionisiertem Wasser zur Ausbeuteverbesserung diafiltriert. Es werden 2700 kg
Kulturfiltrat erhalten. 1200 kg Filtrat werden bei 4 * Uber RO/NF auf einen Clavulansduregehalt von 9 g/kg
aufkonzentriert. Das Retentat wird durch Ultrafiltration (2 - 3 kD) zusitzlich gereinigt. 62 kg Permeat werden
bei neutralem pH mit der dreifachen Menge Ethylacetat vorextrahiert, wobei etwa die gleiche Menge an
lipophilen Verunreinigungen entfernt wird wie Clavulansiure in der wiBrigen Phase verbleibt. Die vorgerei-
nigte wéBrige L8sung wird bei pH 2,0 unter guter Kiihiung {iber eine zweistufige Gegenstromextraktionsan-
lage (2 Zentrifugalseparatoren) kontinuierlich mit der vierfachen Menge Ethylacetat extrahiert. 320 kg
Ethylacetatextrakt werden im Riihrkesselverdampfer auf eine Wirkstoffkonzentration von 80 g/kg einge-
dampft. 1,9 kg Konzentrat werden mit der 0,3 fachen Aktivkohlemenge bezogen auf Wirkstoffmasse
behandelt und blankfiltriert. Die Kohle wird mit Ethylacetat nachgewaschen, bis die Konzentration im Filtrat
30 g/kg betrdgt. Nach Zusatz der gleichen Menge Aceton wird die Aminsalzfallung bei 20 ° durch
langsame Zugabe von 1,2 Aquivalenten einer 25 %-igen L3sung von tert.Ocrylamin in Aceton erwirkt (pH
6,3). Nach Kuhlung auf 4 ° wird das Kristallisat isoliert, mit Aceton gewaschen und getrocknet. Das
erhaltene tert.Octylamin Clavulanat hat einen HPLC-Gehalt von 98 % (atro).

Beispiel 3:

1000 kg Erntebrei (pH 7,0) werden mittels Crossflow-Ultrafiltration auf 750 kg Retentat konzentriert und
anschlieBend mit 2200 kg entionisiertem Wasser diafiltriert. Rund 1000 kg Kulturfiltrat werden mittels
Nanofiltration auf einen Clavulansiuregehalt von 6-10 g/kg aufkonzentriert. Rund 140 kg Konzentrat werden
mit 340 kg Ethylacetat bei neutralem pH vorextrahiert. Das vorgereinigte Konzentrat wird unter guter
Kihlung bei pH 2,0 Uber eine zweistufige Gegenstromextraktionsanlage mit 700 kg Ethylacetat kontinuier-
lich extrahiert. Der Ethylacetatextrakt wird in einem Vakuumverdampfer auf eine Wirkstoffkonzentration von
37 g/kg aufkonzentriert. Das Konzentrat wird mit der 0,5 Lachen Aktivkohlemenge Norit CG1, bezogen auf
Clavulansduremasse, behandelt und blankfiltriert. Das Filtrat wird mit Aceton (1:1, G/G) verdlnnt. Die
Aminsalzféliung wird bei 20 * durch langsame Zugabe einer 25 %-igen Ldsung von tert.Octylamin in
Aceton durchgefiihrt. Es wird bis pH 6,0 zugegeben, wobei 1,1 Aquivalent tert.Ocrylamin verbraucht
werden. Nach Kristallisation bei 4 *, Isolierung und Trocknung wird in 65 %-iger Ausbeute tert.Octylamin
Clavulanat mit einer HPLC-Reinheit von 98 % (atro) erhalten.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Herstellung von Clavulansiure und ihren Alkalisalzen durch Extraktion der Clavulansiure
aus dem durch mikrobielle Fermentation erhaltenen Kulturbrei, Reaktion mit einem Amin zu einem
Aminsalz der Clavulansdure und Umsetzung zu Clavulansiurealkalisalzen, dadurch gekennzeichnet,
da8 man

a) den gesamten, nach der Fermentation mit einem Clavulansiure produzierenden Mikroorganismus
erhaltenen unfiltrierten Erntebrei, bei nativ-pH (5,5 - 7,5) mit einem mit Wasser nicht mischbaren
Ldsemittel aus der Verbindungsklasse der Ether, Ketone, Ester oder Alkohole extrahiert oder

b) den nach der Fermentation mit einem Clavulansiure produzierenden Mikroorganismus erhaltenen
Erntebrei nach einer optionalen Vorbehandlung durch Zusatz von Flockungsmitteln durch gdngige
Filtrationsverfahren filtriert, das Kulturfiltrat konzentriert und gegebenenfalls reinigt und danach mit
einem mit Wasser nicht mischbaren L&semittel aus der Verbindungsklasse der Ether, Ketone, Ester
oder Alkohole bei pH 5,5 - 7,5 extrahiert,
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anschiieiend den Wirkstoff durch mehrstufige Extraktion bei saurem pH-Wert von 1,5 bis 2,5 in ein
mit Wasser nicht mischbares Lisemittel aus der Verbindungsklasse der Ketone, Ester oder Alkohole
extrahiert und nach bekannten Methoden zu einem Aminsalz der Clavulansdure umsetzt sowie ein
erhaltenes Aminsalz nach bekannten Methoden in ein pharmazeutisch annehmbares Salz der
Clavulansdure umwandelt.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB ais das mit Wasser nicht mischbare
L&semittel Methylisobutylketon, Methylethylketon, Diethylketon, Ethylacetat, Propylacetat, n-Butanol
oder i-Butanol verwendet wird.

Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, da8 das mit Wasser nicht mischbare
Lésemittel in einem Volumsverhiltnis von 1 Teil Erntebrei/Kulturfiltrat zu 0,5 bis 3, vorzugsweise 1 bis
1,5 Teilen Losemittel eingesetzt wird.
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