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Este invénto se refiere a un nuevo anti-
bidtico y sus sales y a Ln procedimiento para su produc
cidén en forma pura., .

Se sabe que la fermentacién del Strep-
tomyces clavuligerus, y;;n particular la cepa NRRL 3585
produce cierto niimero déésustancias antibidticas y asi

; , .
la memoria de la patente briténica n2 1,315,177 descri-

be y reivindica el culti%o de Streptomyces clavulizarus
cepa NRRL 3585 hasta quetse produce una cantidad sustan
cial de dos antibiéticos% denominados Antibidticos A
16886 T y A 16886 II,

Se ha encgntrado ahora que puede obtener-
se un antibidtico mas a ;artir de este organismo, esto
es, el &cido (2R, 5R, Z)33-2-hidroxietiliden)-?-oxof4-
oxa-l-azabicicloég,z,Q7—ﬁeptan-2-carboxilico que tiene
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denominado en lo sucesivo por conveniencia "&cido clavu
l8nice". El presente invento incluye este compuesto y
también sus sales.

Las sales de acuerdo con este invento in
cluyen las sales de metales alcalinos, por ejemplo sa-
les de sodio, potasio y litio; sales de metales alcali-
no-térreos, por ejemplo sales de calcio, magnesio y ba-
rio; la sal de amonio; y sales de bases orgadnicas por
ejemplo sales derivadas de aminas primariss, secundarias,
terciarias o N-cuaternarias, por ejemplo sales de mono-
alcohilamonio, dialcohilamonio o trialcohilamonios, ta-
les como salesdemetilamonio y trietilamonio y sales de
bases heterociclicas tales como sales de piperidinio.

Las sales de bases inorgénicas y la ma-
yor parte de las sales de bases orgénicas, son en gene~-
ral, mis estables en solucidén acuosa que el Acido clavu
lénico libre. Las sales pueden existir en forma de solva
tos, ez decir que tienen agua y/o otro disolvente de
cristalizacidn.

Se ha obtenido el &cide clavulénico ¥y
sus sales con una pureza de al menos 75% y en general
al menos 85%, es decir que tienen no mas del 25% y ge-
neralmente no més del 15%, en peso de impurezas e isd-
meros que provienen de la produccidn.

Ademés, empleando las técnicas descri=-

- 3 -
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tas a continuacidn, se han obtenido sales del &dcido cla
vuldnico en un grado incluso superior de pureza, estan-
do sustancialmente libres de impunrezas e isbémeres que
provienen de la producci&n, por ejemple teniendo pure-
zas del 98% o superiores, es decir que contienen menos
del 2% en peso de impurezas o isémeros que provienen de
la preoduccién, Asi se ha preparado clavulanato de litio
v otras diversas sales clavulanatos en forma cristalina.
Estas sales son sustancialmente puras como se muestra
por los coeficientes de extincidn molar, determinados

a 259 # 1 nm en hidrdxide de sodio acuoso 0,1 M, dQ al
menos 16,200, Las rotaciones molares, valores [E? 54 en
solucidn acuosa, fueron de $+1372 % 52. El acido libre,

cuando se prepara a partir de sus sales, ha mostrado un

1%
1l em

acuoso O,1M, a 259 nm de 590 o mayor y una rotacién ép,

coeficiente de extincian; E en hidrdxido de s=odio
tica especifica 13;734 e: sulféxido de dimetilo de apro
ximadamente +542. Se apreciarﬁ que la produccidn de ma-
terial de este nivel de pureza permite emplear los pro-
ductos en composiciones farmacéuticas y veterinarias y
es muy deseable para el empleo de los materiales como
productos intermedios,

El término "pureza' tal como se emplea en
esta memoria se refiere al porcentaje de &cido clavulé-

nico y/o una de sus sales expresado en términos de sdli

- o
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dos totales presentes sobre una base de peso, pero exblg
yendo el agua asociada u otres disolventes.

El 4cido clavulénico y sus sales tienen
actividad antibacteriamna frente a una gama de microor-
ganismos gram-negativos y gram-positives, por ejemplo

frente a las cepas de Staphylococcus aureus, Escheri-

chia coli, Salmonella typhimurium, Shigella sonnei, En-

terobacter cloacae, Klebsiella aerogones, Proteus mira-

bilis, Preteus morganii, Serratia marcescens, especies

Providencia, Citrebacter koseri, Haemophilus influen-

zae y especies Bacteroides.

El &cide clavuldnico y sus sales son eésta
bles a la accidn deiB-lactamaaaa producidas por organis
mos gram-positivos, por ejemple las producidas por Sta-

phylococcus aureus y Bacillus cereus y a las /3-1actama-

sas producidas por organismos gram-negatives en las c¢la-
ses I~V descritas por Richmond, M.H. y Sykes, R.B. (1973).
("Thezg-lactamases of gram-negative bacteria and their
possible physiological role', Advances in Microbial Phy~-
siology, 9, 31-88),

El 4cido clavulédnico y sus sales poseen
también capacidad para inhibir las enzimaa/}-lactamasas
producidas por erganismes gram-positivos, por ejemplo

las producidas por cepas de Staphylococcus aureus y Ba-

cillus cereus y también las enzimas clasificadas en las

-5 -
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clases II-V de bacterias gram-negativas producidas por

organismos tales como cqbas de Proteus mirabilis, Es-

cherichia celi, ProteusAhorganii, Klebsiella aerogenes,

Salmonella typhimurium, Shigella sonneil ¥y HaemOphiius

influenzae,
También seﬁinhibén cierto nfimero de enzi-
mas de clases I, por eje@pla las producidas por cepas de

Bacteroides fragilis, Proteus yvulgaris, Proteus morganii,

Proteus rettgeri, Entero%acter cloacae, Citrobacter fre-

undii, especies Provzdencla Hafnia alvei. Asi el. ac*do

clavulénice y su sales tienen la capacidad de protewer

los antibidticos de/@-lactama susceptibles a la ﬁhlac-

!

toamasa de la hidrélisis por (3-lactamasa.

El 4cide clavulénico y sus sales son de
interés para emplear Junto con los antibidticos da,ﬂblac
tama. que muestran susceptibilidad a 1asﬂ}-lactamasas
tanto de los erganismos gram-positivos cemo de lo; 6rgg
nismos gram-negativos.

Genmeralmente se prefieren emplear sales
del &cido clavuldnico, que t;enen una pureza de al me-
nos 98%, es decir que contienen menos de 2% de impure-
zas o isbmeros que provienen de la produccidén, excepto
de disolventes, en unidén con un antibidtice de{3-1acta-
ma de amplio espectro.

En general, el &cido clavulénico y sus sa
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les pueden emplearse en combinacidn con antibidticos
de @-1actana gue se administran normalmente bien peor
via eral e parenteral. Ejemples de antibidticos de

[5=lactama de amplio espectro absorbides oralmente in-

5 cluyen la cefalexina, cefaloglicina, ampicilina y amo-
xicilina y sus ésteres absorbidos oralmente, por ejem~
plo los ésteres acileximetilico y ftalidilico y los es
teres absorbidos oralmente de carbenicilina y ticarci-
lina, por ejemplo los ésteres indanilico y fenilico. los

10 antibidticos de/%—lactama de amplio espectre queno son
absorbides oralmente incluyen carbenicilina, ticarcili-
na, cefalotina, cefaloridina, cefazelina, cefacetrilo y
cefapirina. Ejemples de antibidticos de /5-lactama de es
pectro estrecho son penicilina G y penicilina V.

15 Las combinaciones del &cido clavulémico
y sus sales con por ejemple penicilina G, penicilina '
ampicilina, amoxicilina, carbenicilina, cefaloridina o

ticarcilina han mostrado actividad sinérgica frente a

la(@-lactamasa que producen las cepas de Staphylococcus

20 aureus.,

Las combinaciones del &cido clavulénico
y sus sales con, por ejemple penicilina G, penicilina V,
ampicilina, amoxicilina, carbenicilina, ticarcilina, ce-
falexina, cefaloglicina, cefalotina, cefaleridina, cefa-

25 zolina, cefacetrilo o cefapirina muestran actividad si-

342,76 -7-
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nérgica frente a la;@-lactamasa que preoducen las cepas

de Escherichia coli, Klebsiella aerogenes, Proteus mi-

rabilis, Salmonella typhimuriuﬁ, Shigella sonnei, Bac-

teroides fragilis Proteus morganii y Proteus vulgaris.

Por consiguiente de acuerdo con un aspec-
to adicional del presente invento, se proporcionan com-
posiciones farmacéuticas (que incluyen composiciones ve
terinarias) que contiemen Acido clavulénico, o més pre-
fefiblemente una de sus sales farmacollgicamente acep~-
tables, por ejemplo la sal de sodio de dicho &cide y/eo
sal que contiene menos de 2% de impurezas o isdmercs
que derivan de la producciodn, exdepto de disolventes.
En vista de laaccién protectora antes descrita, l;s
composiciones pueden contener ventajosamente ademis an-
tibidticos defg-lactama. Las composiciones contendrén
también norma&mente un vehiculo o excipiente farmﬁcég-
tice (incluyendo de tipo veterinario).

La composicidén puede formularse para admi
nistracidén oral, parenteral, recta.o tépica.

Las composiciones pueden tomar, por ejem-
ple, la forma de polves, tabletas, cépsulas, trociscos,
soluciones y jarabes adecuados para administracién oral
y pueden incluir por ejemplo, almidén, lactosa, talco,
estearate de magnesio, gelatina, agua destilada y agen-

tes de suspensidn, agente de dispersidn, emulsificantes,

-8 -
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arematizantes y colorantes.

El &cido clavulanico y sus sales puéden
formularse también para administracidn parenteral, pre=-
firiéndose este modo de administracién. Los compuestos
pueden asi formularse en ampollas para reconstitucién
ahtes del uso, opcionalmente junto con un compuesto anti
bidtico de PD-lactama adicional.

En general, la relacidén en peso de &cido
clavulénico o su sal a un antibidticoe de j-lactama que
ha de protegerse estar&d en el intervalo de 10:1 a ;:10,
més preferiblemente 5:1 a 1:5, especialmente 2:1 a 1:2.

De acuerde con otro aspecto més del in-
vento se proporciona un método de combatir infecciones
originadas por organismos gram-positives y/o gram-nega-
tivos en el cual una cantidad eficaz de &cido clavuléni
co o, mids preferiblemente una de sus sales farmacolbgi-
camente aceptable, conteniendo dicho 4cido y/o0 sal me-
nos de 2% de impurezas o isbémeros que derivan de la pro
duccidn, excepto de disolventes, se administra a un su-
jeto humano o animal ya sea profilactica o terapéutica=~
mente.

En general, el material activo se adminis
trard junto con un antibidtico deiﬁ-lactama adicional
por las razones antes explicadas.

El &cido clavuldnice y/o la sal puede ad-
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ministrarse a los adultos en un nivel de dosificacién
de 100 mg a 6 g, dado de 2 a Lk veces diarias. Cuando
la composicidén contiene un antibidtico de/%-lactama
adicional, las cantidades anteriores se aplican a la
cantidad total del antibidtico de @-lactama presente.
La dosis preferida de Acido clavulénico y/o una de sus

sales administrada sola o con un antibidtice de/%-lac-

"tama adicional es de 250 mg a 1 g, dado de 2 a L veces

diarias,

Una utilidad adicional del &cide clavuld
nico y sus sales es la produccidn de derivados t#lés co
mo &steres, por ejemplo, por reaccidn del 4cido con un
diazoalcano tal como diazometano o una sal del Acido

con un haluro de alcohilo por ejemplo yoduro de metilo.

PURIFICACION DEL ACIDO CLAVULANICO Y SUS SALES

El &cido clavulidnico y sus sales pveden
aislarse de un caldo de fermentacién, preparado por cul
tivo, de acuerdo con la Memoria descriptiva de la paten-

te briténica No 1.315.177, de una cepa de Streptomyces

clavaligerus por ejemplo la cepa NRRL 3585 o uno de sus

mutantes, efectuéndose el aislamiento empleando técnicas
de fraccionamiente para eliminar los componentes indesea

bles del caldo, tal como proteinas y enzimas y en particu

- 10 =



lar, otros antibidtices de ﬂ—lactapa. Sin embargo, di-~
cha purificacién es dificil empleando técnicas conven-
cionales, debido particularmente al comportamiento simi
lar de los diversos 4cidos carboxilicos de{%-lactama

5 presentes, tales como los Antibidticos A 16886 I y II
antes citados. Se ha encentrado que el aislamiento del
antibidtico se facilita mucho por conversién del &cido
clavulédnico o una de sus sales en clavulanato de litie
¥y precipitacién de esta Giltima, mormalmente en forma

10 cristalina. Dicha precipitacién puede efectuarse, Jebi-
do pesiblemente a la sorprendentemente elevada afinidad
de los iones clavulanato para los iones litio, con poca
oninguna co-precipitacidn significativa de impurezas,
especialmente otras ﬂ-lactamas. Ademls, por aislamiento

15 directo de una sal, evitando la conversién del &Acido cla
vuldnico en derivades orginicos tales como ésteres con
subsiguiente reconversidn al Acido por ejemplo per téc-
nicas de reduccidn, puede evitarse la transposicidn del
&4cido clavulénico a isdmeros. Se ha observado que puede

20 producirse la escisidn reductora de los ésteres del &ci
do clavulénico tanto como el 15% del material isdémero.

Debe observarse que en los caldos de fexr

mentacidn Yy otras soluciones a aproximadamente pH neutro,
existirén en equilibrie el Acido clavulanico y las sales

25 formadas con uno ¢ mis cationes y los procedimientos de

3,2.,76 - 11 =~
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aislamiento se efectuarin frecuentemente en el &cido
clavulénico y/o o una de sus =sales dependiendo del

pH y otras condiciones. En general, el &cide clavuléd-
nice y sus sales son bastante inestables en solucidén
acuosa fuera del intervalo de pH de 5,5 a 8 y duran-

te los procedimientos descritos més adelante es desea
ble mantener el pH dentro de este intervalo y preferi-
blemente préximo a aproximadamente pH 6,5, a ne ser que
se indique otra cosa.

Por consiguiente de acuerdo con:n#.ps-
pecteo adicional del presente invento se proporcionﬁ-un
procedimiento para la separacidédn de impurezas contami-
nantes del Acido clavuldnico de férmula I, y/o una de
sus sales, con lo cual dicho &cido y/o su sal se hace
reaccionar con un compuesto de litie idnico y acueso
para preporcionar una solucidn acuosa que centienérclg
vulanato de litio que se precipita luego y el preciﬁi-
tado se separa de dichea solucidn acuosa, -

En general el compuesto de litie idnico
es una sal., Se prefiere el cloruro de litio, pero tam-
bién son adecuados el bromuro, yoduro o sulfate de li-
tie o los carhoxilatos de litie tal come acetato, pro
pionato, formiato, benzoato o lactato de litio. La elegc
cién de la sal puede estar influenciada por los otros

materiales presentes y por ejemplo, cuando la sal de

- 12 -
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fcide clavulénico inicialmente presente es la sal de ba
rio, puede preferirse el sulfato de litio para efectuar
una precipitacion preliminar del sulfato de bario antes
de la precipitacidn del clavulanato de litio,

En general se prefiere gque la concentra-
c¢idén del clavulanato de litio antes de la precipitacién
sea al menos 0,1% en peso, ventajosamente al menos 2%,
Y concentraciones mayores, por ejemplo hasta el 12% e
incluso hasta el 20% en peso, dan naturalmente recupe=-
raciones de porcentajes mayores.

La sal del &cido clavuldnico inicislmen-
te presente, y que requiere purificacién, puede ser por
ejemplo una sal de metal alcalino (tal como la sal de
sodie o potasio o incluso la sal de litio si este esté
presente como un componente secundario del material de
dcido clavulénice), una sal de metal alcalino-térreo
(por ejemplo la sal de calcio, bario, o magnesio) o una
sal de una base organica como se ha descrito antes o
una sal formada con una resina bésica de intercambio
idnicoe,

El descubrimiento de que el clavulanato
de litio precipita facilmente en un elevado estado de
pureza puede emplearse en un gran niimero de campos.

SEPARACION POR SALIFICACION DEL CLAVULANATO DE LITIO

De acuerde con una realizacidén del proce-

- 13 =



dimiento, la solucidn acuosa que contiene clavulanato
de litie puede coentener también una cantidad suficien-
te de un compuesto de litioc idnico, generalmente la sal
de litio empleada para formar el clavulanato de litio,
5 para separar por salificacidn éste Gltimo elevando la
concentracibn de los iones de litio de modo que se ex-
ceda ampliamente el producto de solubilidad del clavu-
lanato de litio a la temperatura implicada. Puesto que
el élavulanato es menos soluble a temperaturas inferio-
10 res normalmente es conveniente reducir la temperat@ra
de la solucidén para hacer méxima la precipitacién, por
ejemplo hasta aproximadamente 0-52C,
Para dicha separacibn por salificaéién,
la concentracién del compuesto de litio idnico en la so
15 lucibn acuosa que contiene el clavulanato de litie estd
preferiblemente en el intervalo de 4M a 10M, aunque son
Qitiles concentraciones hasta saturacidni un intervélo
més preferido es 5M a 8M.
Puede ser ventajeso, despuds de recoger
20 una primera cosecha de clavulanato de litio, concentrar

més y recoger una segunda cosecha,

"CONVERSION DE OTROS CLAVULANATOS EN CLAVULANATOS DE LITIOY

25 La solucién que contiene clavulanato de ‘13

302-76 - 14 -
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tie puede fermarse simplemente diselviendo una sal de
&cide clavulénico distinta de la sal de litio, por
ejemplo una sal de sodio, potasio, magnesio, barie, cal
cio o amonio,en una solucidn acuosa e incluyendoe em
ella una sal de litio soluble en agua tal como cloruro
de litie. En el caso de la sal de barieo, el empleo de
una elevada concentracién de clorure de litio puede dar
como resultado alge de co-precipitacidn del cloruro de
barie cen el clavulanato de litio. El clorure de barie
sin embargo, puede eliminarse ficilmente por redisolu~
cidén de la mezcla en agua y adicién de sulfatoe de litio
para precipitar sulfato de bario, que puede separarse,
por ejemplo, por filtracidn, seguido por adicidn de clg
ruro de litio para precipitar el clavulanato de litio

purac.,

FORMACION DE CLAVULANATO DE LITIO EN UNA RESINA DE IN-

TERCAMBIO IONICO

De acuerdo con una aplicacidén particular
mente Gtil del invento, la sal de acido clavulénico em
pleada inicialmente es una sal con una resina basica
de intercambio idnico y esta se pone en contacto con
una solucidn acuosa de una sal de litio para proporcio

nar una solucidn acuosa de clavulanato de litio. La re

- 15 -
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sina se emplearéd normalmente en forma de una columma
sobre la que se carga el &cido clavulénico impuro y/o
una de sus sales y de la que se eluye una solucidn
acuosa de clavulanato de litio, empleando una solucidn
acuosa de una sal de litio soluble en agua, por ejem-
plo cloruro de litio. La resiné se lavard normalmente,
por ejemplo con agua, antes de la elucidn.

La resina llevarad generalmente grupos
amino o amino terciarios {debilmente bésicos) o grupos
de amonie cuaternario (fuertemente bisicos). La resina
puede ser, por ejemplo, una resina de poliestireno, po-
liacrilica, de epoxi-poliamina, de peliamina fendlica
o de destrane reticulado y puede ser macroreticular o
microreticular, 7

El términc "resina" se emplea en lz pre=-
sente memoria por conveniencia incluyendo también éeri-
vados celuldsicos y los derivados de dextrano anteriores
que son derivados de polimeros que existen en la natura-
leza. Las resinas débilmente bésicas de intercambio iéni
co tipicas incluyen Amberlite IRA68 (Microreticular: po-
liacrilate reticulado con divinilbenceno: grupos ariino
terciaries), Amberlite IRA93 (Macroreticular: poliésti:g
no reticulado con divinilbenceno: grupos amino tercia-
ries) vendidas todas per Rohm &Haas (G.B.) Ltd. Las resi

nas fuertemente bédsicas de intercambio idnico tipicas in

- 16 -



cluyen Zerolit FF y Zerolit FF (iP) (vendida por Zero-
lit Co. Ltd.).
Las resinas bésicas de intercambioc idni
¢o estén ventajosamente en forma de sal cuando se ponen
5 en contacto con el Acido clavuldnice impuro y/o su sal;
el anidn es preferiblemente el mismo que el de la sal
de litio usada como eluyente, convenientemente el ién
clorure, pero pueden emplearse aniones diferentes sin
efectos significativamente adversos.

10 La concentracidn de la sal de litio
acuosa empleada como eluyente estd preferiblemente en
el intervalo de 0,02 M a 8 M, sin embargo, las concen~-
traciones inferiores dan soluciones muy diluidas de
clavulanato de litio y hacen més dificil la precipica-

15 ¢idén subsiguiente. En general las concentraciones se
prefieren en el intervalo de 0,5 a2 2,5 M,

Aunque las técnicas de adsorcidon/elucion
se llevan a cabo convenientemente de tal modo que el
productoe deseado se someta a un tipo de cromatografia

20 de separacién del otro material adserbido, se ha wncon-
trado que la etapa subsiguiente de precipitacidn es tan
eficaz en la separacidn del clavulanato de litio de las
impurezas indeseables, gue generalmente se prefiere separar de modo
sustaoncial Ja columna empleando concentraciones relativamente

a5 elevadas de sal de litio en el eluyente. Esto da una ban

542,76 - 17 =



da estrecha de clavulanato en la columna que puede elu
irse en un volumen relativamente pequefio de eluato,
facilitande asi la precipitacidn subsiguiente.
El eluato contendréd noermalmente la sal
5 de litie, por ejemplo clorure de litie, a una concentra
cién en el intervalo de 0,5 a 2,5 M mientras, que como
se ha indicado antes, la separacidn por salificacidn
efectuada ex m&s eficaz a concentraciones en el inter=-
valo de 5M a 1O0M. Por consiguiente es preferible concen
10 trar el eluate, por ejemplo por evaporacidn & vacio, por
ejemplo, por un factor de apreximadamente 5, La solubi-
lidad del clavulanato de litio a aproximadamente 208C
en diversas concentraciones de cloruro de litio acuoso

se da la Tabla siguiente:

15
TABLA 3
Molaridad de Solubilidad en mgfl del clavu-

LiCl lanato de litio (apreximada)
20 2,5 2345

3475 10,2

5,0 b1

6,25 1,8

745 0,8
25 La etapa anterior de cencentracion es pre=-
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ferible a la adicién de mds sal de litio puesto que el
clavulanato de litio también se concentra y las pérdi-
das en las aguas madres son asi minimas.

Con el fin de hacer minima la elucién de
las impurezas adsorbidas de la resina, puede ser venta-
joso incluir en el eluyente un diselvente orgdnico mis-
cible en agua a concentracidn elevada, Alternativamente,
después de la elucidén en ausencia de dicho disolvente,
puede afiadirse éste al eluato para precipitar las impu-~-
rezas eluidas y el precipitado separarse antes de mas
tratamiento. El disolvente puede, por ejemplo, ser una
cetona tal como acetona, un alcohol tal como metanol,
etanol, alcohol isopropilico o etilenglicol, un éter
tal como dioxano o tetrahidroefurano ¢ un disolveute de
amida sustituida, imida o sulfdéxido tal como dimetilfoxr
mamida o sulféxido de dimetilo. En general, se prefie-
ren los alceholes como tales disolventes, por ejewrplo
etanel o alcohol isopropilico.

Para dicha separacidén de las impurezas
indeseables, la concentracidn preferida de alcohel- en
el eluyente o en el eluato después de la adicidn de-al-

cohol es de 70 a 97% en volumen.,

PRECIPITACION DEL CLAVULANATO DE LITIO EMPLEANDO UN DI-

SOLVENTE MISCIBLE EN AGUA

- 19 -
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Debe observarse que si la concentracidén
del disolfente orgénico miscible en agua y las sales
de litio en el procedimiento anterior es demasiado elg
vada, el clavulanato de litio puede precipitarse prema
turamente, En efecto es posible precipitar el clavula-
nato de litio de una solucidn ;cuesa empleando concen-
traciones muy elevadas de diches disolvemntes, con lo
cual se proporciona un procedimiente alternativo tenien
do la ventaja de los beneficios de la precipitacidén se-
lectiva del clavulanato de litio antes indicada. Asi,
el Acide clavuldnico y/o una de sus sales puede ponerse
en_contacto con una sal de litio & una cencentracién re
lativamente baja, ya sea por elucidn desde una columma
o por disolucidn de las 5?135 en una solucidn ﬁnicé, Y
la precipitacidn deseada;%fectuada sin concentracidn por
adicidn del disolvente m;;cible en agua. Asi, por éjem-
ple, las concentracionesrae alcohol de al menos SC% en
volumen, preferiblemente al menos 95% sen eficacos- para
precipitacidén del clavulanato de litio. Puede ser Qecesg
rio recoger una primera cosecha de clavulanato de- litio
y luego concentrar a vaclo, por ejemplo aproximadamente

4 veces, para obtener una segunda cosecha.

PREPARACION DE SAL DEL ACIDO CLAVULANICO CON RESINA DE

INTERCAMBIO IONICO

- 20 =



La resina bésica de intercambio idnico
citada antes puede cargarse con el &cido clavuldnico
y/e su sal, por aplicacidén directa de un caldo de fer-
mentacion del cual puede haberse separado previamente

5 el material sélido, por ejemple, por filtracidén o cen-
trifugacidn., Existe esta posibilidad debido a la nota-
ble purificacidn efectuada por la etapa subsiguiente de
precipitacidn del litio. Sin embargo, puede ser preferi
ble tratar el caldo, después de separar los sbdlidoas,

10 con carbdén vegetal adsorbente para adsorber el &cido
clavulénico y/o su sal; esto ayuda a separar otra sa-
les del clavulanato y evita cargar indebidamente la re-
sina bésica de intercambio iénico con material idmico
indeseable.

15 En general, el caldo clarificado puede hacer
se pasar a través de un lecho de carbdn vegetal, por
ejemplo en una columna, empleando preferiblementc justo
el suficiente carbémn vegetal para adsorber todo ol Zci-
do clavulénico deseado y/o su sal, generalmente on una

20 relacidén de aproximadamente 1 parte per volumen de care
bdén vegetal a 3-10 partes por volumen de caldo clarifi-
cado, Es adecuado el carbdn vegetal ordinario y no hay
necesidad de emplear material muy activado.

El carbdén vegetal puede separarse luego

25 con un disolvente acuoso miscible en agua, por ejemplo

302-76 - 21 -
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una cetona tal como metiletilcetona, metilisobutilceto-
na o, preferiblemente acetona, ventejosamente a una con
centracidn de 30% a 95% de cetona, preferiblemente de
50 a 70%. Antes de la separacidén, el carbdn vegetal se
lava preferiblemente, por ejemplo con agua, para elimi
nar los compenentes del caldo residual,.

Otra variacidén del procedimiente ante-
rior es preparar una sal de resina del adcide clavuléni
co, como se ha descrito antes, y eluir ésta con una
sal distinta de una sal ée litie, por ejemplo una sal
de smodio, potasio, magneéio o calcio, por ejemplo un
clorure o acetato, o una§5a1 de amonio o piridinio, por
ejemplo formiato o acetaéﬁ de amonio o clorhidrato de
piridina, para proporcion@r una solucidn acuosa'delrclg
vulanato correspondiente{ puede afiadirse luego al elua-
to un exceso de una sal éé litio soluble en agua y el
clavulanato de litio preéipita como se ha descrito an-

teriormente,

FERMENTACION DE STREPTOMYCES CLAVULIGERUS

La produccién de &Acido clavulénico a par

tir de Streptomyces clavuligerus puede efectuarse por me

dios convencionales, es decir cultivando el Streptemyces

clavuligerus en presencia de fuentes asimilables de car-~
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bono, nitrdgeno y sales minerales. El cultive se lleva=-
ré a cabo preferiblemente por cultivo sumergido en condi
ciones aerobias.

Pueden proporcionarse fuentes asimila-
bles de carbono, nitrdégeno y minerales por nutrientes
bien sencillos o complejos. Las fuentes de carbono in-
cluirdn generalmente glucosa, almiddén, glicerina, mola=-
sas, dextrina, lactosa o sacarosa.

Las fuentes de nitrdgeno incluirén gene-
ralmente harina de soja, liquidos de macerado de maiz,
productos solubles de recuperacidn de desperdicios de la
fabricacidon de alcohol, extractos de levadura, harina,de
semilla de algoddén, peptonas, caseina o mezclas de ami-
noécidos. Pueden también emplearse urea y otras amidas.

Las sales de nutrientes mineral que pue-~
den incorperarse en el medio de cultivo incluyen las sa
les generalmente empleadas capaces de proporcionar iones
sodio, potasio, amonio, hierro, magnesio, zinc, niquel,
cobalto, manganeso, calcio, fosfate, sulfato, cloriro y
carbonato,

Generalmente estard presente un aaties-
pumante para controlar la formacidn excesiva de éspuma
y puede afiadirse segin se requiera a intervalos.

E1l cultivo del Streptomyces clavuligerus

se efectuard generalmente a una temperatura de 202-379C,

- 23 -
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preferiblemente desde 25-302C, y tendrd lugar deseable-
mente con agitacidn, por ejemple, sacudiende o bien agi
tando y aireacidén. Bl medio de desarrolle puede inecu-
larse inicialmente con una pequeiia cantidad de suspen-
sién esporulada del micreorganismo, pero con el fin de
evitar un retraso del desarrolio puede prepararse un
inbéculo vegetativo del organismo, inoculando una peque-
fia cantidad de medio de cultive con la forma de éspora
del organismo, y el indcule vegetativo obtenido puede
transferirse al medio de fermentacidén o mis preferible-
mente a una etapa de siembra en donde tiene lugar el desa
rrollo adicional antes de transferir al medio de fermen-
tacidén principal.

El microo:ganismo es una cepa de 3Jtrepto-

myces clavuligerus. Se hégencontrado que la cepa IIRRL
3585 v sus mutantes son cépas particularmente satisfac-
torias para la producciéfgdel fcido clavulénico.

Por consié@iente en una realizacidn pre-
ferida de la fermentaciéﬁi puede emplearse un cultivo

en pico de flauta de Streptomyces clavuligerus NRRL 3585

© uno de sus mutantes para inocular un medio que cowpren
de fuentes de carbono asimilables por ejemplo sac;rosa
o glicerina, nitrdgeno asimilable, por ejemple triptonas,
o mezclas complejas de carbone y nitrdgeno asimilables

por ejemplo productos de recuperacidén de desperdicios y

- 2L .
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extractos de levadura y minerales nutrientes. Este me-
dio puede dejarse crecer hasta durante 3 dias a 25.302C
con agitacidn,

El inbcuo desarrollade asi formado puede
emplearse luego para inocular en una cantidad de hasta
aproximadamente 10%) un medio nutriente que contiene
fuentes similares de carbono, nitrdgeno y minerales asi
milables. Esta fermentacidén se llevard a cabo deseable-
mente a 25=-30QC durante 2 a 10 dias con agitacién y ai-

reacién a un pH en el intervalo de 6,0 a 7,5.

FORMACION DE CLAVULANATO DE LITIO Y OTROS CLAVULANATOS

POR EXTRACCION DE UNA SOLUCION FENOLICA DEL ACIDO CLA=-

VULANICO,

De acuerdo con una variacidén adicional
del procedimiento, la solucién acuosa que contiene cla-
vulanato de litio puede obtenerse por extraccion de una
solucién fendlica de Acido clavuldnice con una svlucidn
acuosa de hidrdéxido de litio, efectuindose luego la pre
cipitacién del clavulanato de litio como se ha descrito
antes, preferiblemente después de la separacidén del di-
solvente fendlico residual, extrayendo la solucidn acug
sa con un disolvente inmiscible en agua tal como éter,

cloroformo o tetracloruro de carbono.
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Puede también emplearse la técnica ante
rior para preparar sales del 4cido clevulénico distin-
tas de la sal de litio extrayendo la solucién fendlica
con una vase apropiada, por ejemplo un hidroxido de me
tal alcalino-térreo tal como hidréxido de calcio o ba-
rio, Cualquier precipitado que.se forme, per ejemple
sulfato de bario, debe separarse y la sal puede luego
aislarse por ejemplo por liefilizacién. La purifica-
cién por conversidn en la sal de litio puede efectuar-
se luego como se ha descrito antes.

En generél, la extraccidén del disolven-
te fendlico se lleva a cabo preferiblemente de tal medo
que preporcione una fasejacuosa a un pH de aproximada-
mente 0,5, .

El extraéto fendlice puede producirse
por extraccidn de un elugto acuoso de un adsorbato de
carbbén vegetal o resina ée la clase antes descri%# con
un disolvente fendlico, éeneralmente después de concen-

trar el eluato, y si se éesea, después de precipitar
las impurezas orginicas ihdeseables por adicién dé ;no

o mis disolventes orginicos miscibles en agua y/o éepa-
rar dichas impurezas por extraccidén con un disolvente

inmiscible en agua.

Asi, por ejemplo, en este tipo de proce

dimiento, el eluato de bien el carbdm vegetal o una resi

- 26 -
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na se concentra deseablemente por evaporacidén a presién
reducida. En general, la manipulacidn durante la purifi
cacidén se efectlia preferiblemente a un pH en el interva
lo de 6,0 & 7,0, por ejemplo a aproximadamente 6,5 para
5 hacer minima la descomposicidén, El eluato se puede puri
ficar luego ademis por precipitacidén del material indesea
ble con una cetona miscible en agua tal como acetona,
preferiblemente para dar una concentracidn de cetona de
50 a 90% en volumen, de modo ventajoso aproximadamente
10 85%. E1l pH en esta etapa es preferiblemente alrededor de
6,5 y cuando el liquido acuoso contiene ya cetona misci-
ble en agua, ésta se separa preferiblemente con el fin
de facilitar la medida del pH. El pH puede ajustarse
per adicién de una base, por ejemplo un hidrdéxido de ma
15 tal alcalinoe tal como hidréxido de sodio.

La purificacién adicional puede efec-
tuarse por una etapa de estraccidn con disolvente, para
separar los componentes indeseades, por ejemplo por con~-
centracidn y ajuste del pH del filtrado desde la precipi

20 tacidén de cetona hasta aproximadamente 4 por adicidén de
un &cido mineral, tal como Acido sulfirico o clorhidri-
co, y extraccidn con n-butanol o un alcohol liquido de
elevado peso molecular. Convenientemente puede emplearse
1 a 8 volimenes de disolvente,

25 Después de esta extracciém, la fase acuo

3.2476 - 27 -
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sa se concentra de modo preferible aproximadamente pH
6,5 v puede purificarse todavia mis por extraccidn del
antibibtico deseado en un disolvente femblico, por ejem
plo el fenol propiamente dicho o un cresol, preferible-
mente despuég de reducir el pH a aproximadamente 4 con
fcido mineral., El disolvente fendlico contiene ventajo=-
samente una base tal como N,N-dimetilanilina y un di-
solvente inmiscible en agua tal como c¢loroformo o te-
tracloruro de carbono.

La extraccidn se efecthia ventajosamente
varias veces empleando aproximadamente 2/3 del volumen
de disolvente para cada extraccibén. Los extractos pueden
luego reunirse y afadirse agua, preferiblemente alrede-
dor de 1/15 del volumen del disolvente,; para formar una
fase separada. El antibiético puede luego ser sometido a
retro-extraccién por adicién a la capa acuosa de ura ba-
se, preferiblemente un hidréxido de metal alcalino, por
ejemplo hidrdxido de litio o un hidréxido de metal alcali
no-térreo, por ejemplo hidréxido de bario o calci&, & un
pH de aproximadamente 6,5. La capa acuosa se separa de la
capa fendlica y el procedimiento de retro-extraccidén se
repite ventajosamente, reuniéndose luego los extractos
acuosos, Después de la separacién de cualquier precipita

do, por ejemplo sulfato de bario, ...
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puede separarse cualquier disolvente fenbdlico residual
de la solucidén acuosa por extraccidm con un disolvente
inmiscible en agua tal como &ter, cloroformo y tetra-

cloruro de carbono, y para recuperacidén de la sal del

antibidtico la fase acuosa puede liofilizarse o deshi-
dratarse por pulverizacién a pH 6,5.

Puede efectuarse una purificacidn adi-
cional por técnicas convencionales tal como cromatogra
fia, empleando en particular materiales tales como
Sephadex (vendido por Pharmacia Ltd). Asi, el antibid-
tico, que en esta etapa-estari normalmente en forma de
una sal, por ejemplo la sal de bario, puede aplicarse
a una columna de Sephadex, por ejemplo Sephadex G 15, y
eluirse con agua, reuniéndose las fracciones que cnn=-
tienen actividad antibiodtica significativa para recupg
racién subsiguiente de la sal por ejemplo por liofilil-

zacidn.

CONVERSION DE CLAVULANATO DE LITIO EN ACIDO CLAVULANICO

Y OTRAS SALES

El clavulanato de litio purificado pre-

parado por el procedimiento anterior puede convertirse
en otras sales por procedimientos de intercambio iénico

por ejemplo empleando una resina de intercambio iénico.
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Asi, por ejemplo, la sal de litio acuosa puede aplicar-
se a una resina de intercambio catidnico, por ejemplo
Bio Rad AG 50X8; (vendida por Bio Rad Laboratories,
Richmond, California) en forma de catidn, siendo el ca
tién el de la sal del Acido clavulénico que se requiere,
por ejemplo sodio o potasio, seguido por elucidn, por
ejemplo con agua,

El &cido clavulénico libre puede formar
se por acificacidn, por ejemplo a un pH de aproximada-
mente 2,6, de una solucidén acuosa de la sal de litio,
preferiblemente de elevada fuerza idnica, por ejemplo
saturada con cloruro de sodio o sulfato de amonio en
presencia de un disolvente inmiscible en agua para el
&cido clavulénico, por ejemplo un disolvente éster tal
como acetato de etilo. Sizes necesario, puede extraor-
se la fase acuosa con més_disolvente Yy reunirse las cox
tractos. En general, cuaiéuier dcido que de un pH sur'i
cientemente bajo seré ade;uado para acidificacidén, por
ejemplo un &cido mineral tal como &4cido clorhidricoe.

El disolvente puede separarse luego proporcionando el
&4cido libre, generalmente en forma de un aceéite.

La solucidn del &cido libre en un disol-
vente inmiscible en agua puede emplearse para preparar
una amplia gama de sales por extraccidén con una solu~

cion acuosa de una base apropiada y aislamiento de la
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sal, Puede ser necesario filtrar el material sdlido de
la fase acuosa antes de proceder a aislar la sal.

Puesto que el &cido libre es bastante
inestable, debe emplearse preferiblemente por ejemplo,
para preparacidn de sales u otroes derivados ten pronto
como sea posible después de su formacidn.

Las preparaciones y £jemplos siguientes
se dan a modo solamente de ilustracidn:

El contenido de &cido clavulénico de las
aguas madres y los s6lidos del procedimiento se midie-
ron por:

le Espectroscopia U,V.

Las soluciones acuosas del 4cido clavu-
l8nico y sus sales muestran una absorcidénm U.V, mmy kaja
a aproximadamente 230 nm y por ejemplo el coeficiente
de extinciém molar & a 280 nm es de aproximadamcnte
60. Sin embargo, por disolucidén en un &lcali, se desa~-
rrolla répidamente una absorcidémn U.V.intensa a;\max259
*+ 1 y esto puede emplearse para analizar el dcido cla-
vuldnico y/o su sales. Para el anflisis, los sdlidos se
pesaron con precisidn y se disolvieron en hidrdéxido de
sodio diluide (0,1 M) dando un volumen conocido de solu
cién que correspondia a aproximadamente 0,01 mg/ml de
&cido clavulénico. La densidad Sptica de la solucidn a

un méximo de absorcidn de o alrededor de 259 nm se mi-
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dibé en un espectrofotdmetro adecuadoj; las purezas de
gblidos pueden calcularse suponiendo que &,para el
4cido clavulénico es 16,700, Los coeficientes de ex-

tincidon molar pueden calcularse a partir de los valo-

1
1?

una solucidén al 1% en una celdilla de 1 cm. De modo sg

res de E que es el coeficiente de extincidn para

me jante, las aguas madres del procedimiento después de
la separacidén de los disolventes orgénicos si fuera ne
cesario, se diluyeron de modo preciso con hidroxido de
sodio diluido para dar concentraciones similares de al
cali y &cido clavulémico, de donde se determind la con-
centracién de 4cido clavulénico en las aguas madres ori
ginales como se ha indicado antes. Los valores para los
sblidos crudos y las aguéb madres del procedimiento se
corrigieron para absorcién por impurezas empleando solu
ciones de la misma conceéiraci6n.en agua.

2. Actividad biolbgica,

Se determind por comparacidn con solucio
nes de sbdlidos de contenido conocido de &cido claﬁﬁiéni
co en ensayos en una placa acopada de agar frente al Aci-
netobacter sp. siguiendo esencialmente el método de Lees
y Tootill (Lees, K.A., & Tootill, J.P.R., Analyst, 1955,
80 (947), 95-110; ibid 110-123; 80 (952), 531-535).

Todos los medios se estérilizaron con va-

por antes de la fermentacidén. Las temperaturas somn en ¢C,
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Preparacidn 1

Preparacion de sal de bario

a) Desarrollo del inbcule

—— ]

Se afiadidé agua destilada estéril (10 ml)
a un cultivo en pico de flauta de agar de extracto de

malta/levadura de 14 dias de Streptomyces clavuligerus

NRRL 3585 y se hizo una suspensidn,

Una parte (1,5 ml) de esta suspensidn se

empled para inocular 150 ml de un medio que contenia:

% (p/v)
sacarosa 2,0
Productos de recuperacidén de
desperdicios 1,5
Extracto de levadura 0,5
K,HPO, 0,02
Triptona 0,5
Glicerina 1,0

y agua hasta el 100% en un matraz florentino de 2 litros.
Este matraz se incubd a 269C durante 48 ho

ras a 220 revoluciones/minuto en un agitador giratorio

con una carrera de 5 cm, 150 ml de este inéculo se em~

plearon para inecular 4 litros de un medio que contemia:

% (p/v)
Harina de soja 2,1
Productos de recuperacidn de
desperdicios 0,52
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Hidrolizado de caseina
F3504.7H20

Almidén soluble

Glucosa 0,78
y agua hasta el 100% en un fermentador de 5 litros con
aireacién (0,75 vol/vol/min) y‘se mantuvo a 282C con
agitacién (750 revoluciones/minuto) durante 20 horas.

b) Fermentacidn

7, 5 litros del indculo de 20 horas de

(a) se inocularon en 150 litros de un medio que conte-

nia:

% (p/v)
Almiddén soluble b7
Harina de soja 2,1 ,w
Productos de recuperacidn
de desperdicios 0,52
hidrolizado de caseina 0,52
Glucosa 0,78
FeS0, . 7H,0 0,01
Poliglicol (P. 2.000: Dow
Chemical Co.) 0,05

y agua hasta el 100% en un recipiente de 220 litros y se
fermentd durante 90 horas a 289C con aireacidén (2 vol/
vol/min) y agitacibdn (350 revoluciones/minuto).

c) Aislamiento
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L wizes £

El total del caldo de la etapa (b) se
ajustd a pH 6,3 y se clarificd por centrifugacibn. El
liquido sobrenadante transparente (89 1) se aplicé a
una columna que contenia carbdén vegetal Pittsburgh
CAL (20 litros),

El carbdén vegetal se lavd con agua des
tilada (40 litros) y luego se secd tanto como fue po-
sible., El1 carbdn vegetal se eluyd con acetona (10 li-
tros) seguido por acetona acuosa al 90% (40 litros).
Las fracciones de eluato (5 x 10 litros) se recogieron
y cada fraccidén se evapord a presidm reducida para elj

minar la acetona.

La fraccidén 1 (5 litros de solucidn acup
sa) se concentrd por liofilizacidn hasta 2,2 litros y
se afiadié acetona dando una concentracidén final de apro
ximadamente 84% de acetona,A lafracecidn 2 (0,5 litros
de solucidén acuosa) se afiadidé acetona dando una concen-
tracidén final de aproximadamente 84% de acetona. Las
fracciones 1 y 2 se filtraron luego cada una a travds
de un coadyuvante de filtracidén (celite 535), se evapo-
raron los filtrados a presidn reducida para eliminar la
acetona y se reunieron lag soluciones acuosas resultan-

tes,

Las soluciones acuosas de las fracciones

3 a 5 se reunieron y liofilizaron dando un sdlido. La
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solucidn acuosa de las fracciones 1 y 2 reunidas se aia
dieron luego al sblido de las fracciones 3 y 5 reunidas
dando una solucidn que se concentrd por liofilizacidn
hasta 0,76 litros. Esta solucidn (pH 4) se extrajo in-
mediatamente con butan-l-ol (1xl, 52 litros, 5x380 ml).

La fase acuosa Aespués de la separacidn
del butanol por evaporacidén a presidn reducida se lle-
vé a pH 4,2 (desde 5,6) con &cido sulflirico y se extra
jo con un volumen igual de fenol acuoso al 72% /N,N-di-
metilanilina/tetracloruroc de carbono (53%:5:15 en volu~
men). La capa de disolvente se extrajo luego con hid:é
xido de bario acuoso (500 ml) dando una solucidn acuo-
sa de pH 6,5, E1 sulfato de bario en suspensidn se se-
par$ por filtracién y el filtrado se lavé con tter die
tilico y se liofilizd danito 11,1 g de sal de bario sb-
lida. BT 220.

1

Preparacidn 2

Preparacidn de sal de bario

Un caldo de fermentacidén obtenido por
un método similar al de la preparacidm 1 (a) y (b) s;
purificd como sigue: El caldo de fermentacion (135 li~
tros) a pH 6,25 se clarificd en una centrifugadora dan-
do un liquido sobrenadante (112 litres) a pH 6,3. Este
se hizo pasar a través de una columna de carbdn vege-

tal Pittsburgh CAL (25 litros) y la columna se lavd de
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modo continuoc con agua (50 litros). Se vertid acetona

(10 litros) suavemente en la parte superior del lecho

y comenzd la elucidén. Esta fue seguida por acetona

acuosa al 90% (60 litros). El eluato se recogid en frac
5 ciones (1x10 litros, 2x25 litros).

Cada fraccidn se destild a presidn redu-
cida para separar la acetona, La solucidén acuosa resi-
dual se ajustd a pH 6,0 con hidrdéxido de sodio 1M, Las
fracciones se reunieron luego y se destilaron adicional

10 mente hasta 2,9 litros, transfiriéndolas a un recipien-
te adecuado y se llevaron con las aguas de la caldera
hasta 3,3 litros. La acetona (17 litros) y Celite £35
(500 g) se afiadieron al concentrade con agitacidén vigo
rosa. La suspensidén resultante se filtrd y la torta se

15 lavdé con acetona acuosa al 85% (4 litros).

El filtrado y las aguas de lavado reuni-
dos se destilaron a presidn reducida hasta 4,0 licrous.
El pH se ajustd desde 5,65 hasta 6,0 con hidréxido de
sodio 1M y se continuo la destilacidén hasta que =l §o-

20 lumen fue 1,0 litros. El concentrado resultante se aci
dificd a pH 4,0 con &cido sulfiirico al 20% y se lavd
con butan-l-ol (4 x 750 ml, 1x500 ml). El butan-1=-0l
disuelto se separd por destilacidn de la fase acuosa
bajo vacio;

25 Después de ajustar a pH 4,2 con &cido
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sulfarico al 20%, se extrajo el concentrade 3 veces con
una mezcla de fenol liquido de B.P. (265 ml), tetraclo-
ruro de carbono (75 ml) y N,N-dimetilanilina (25 ml).
El pH se ajustd hasta 4,2 para cada extracto. Los extrac
tos de disolvente reunides se agitaron con agua (250 ml)
y el pH se ajustd a 6,5 con hidrdéxido de bario acuoso sa
turado (70 ml). Después de la separacidén de las fases el
disolvente se volvid a extraer comn agua (200 ml) y con
hidréxido de bario acuoso saturado (7 ml).

Las fases acuosas reunidas se lavaron
con éter dietilico (3x200 ml), se.redujeron a vazie
hasta 200 ml y se liofilizaron dando 29,4 g de un,ééli-

do pardo claro. El = 152,

1

Preparacidn 3

Preparaciéﬂ del eluato de carbdn vegetal

que contiene &cido clavulénice

a) Desarrollo del inbdculo

Se afiadid dgua destilada estéril (10 ml)
a2 un cultivo en pico de flauta de agar de extracte de

malta/levadura de 1l&4 dias de Streptomyces clavuligerus

NRRL 3585 y se hizo una suspensidn.
Una parte QZ,O ml) de esta suspensidn se
empled para inocular 150 ji de un medio que contenia:
#
% (p/v)

Sacarosa 2,0
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Productos de recuperacién
de desperdicios
Extracto de levadura
K2HP04
Triptona
Glicerina

Y agua hasta 100%.

en un matraz florentine de 2 litros.

L enzews

1,5
0,5
0,02
0,5

1,0

El matraz se incubé a 269C durante 48

horas en un agitador giratorio (carrera 5 cmj 220 revo

luciones/minuto).,

Los contenidos de smeis de dichos metra-

ces (900 ml en total) se emplearon para inocular seis

fermentadores de 5 litros cada uno que contenian 4,5 1i

tros de un medio que contenia:

Harine de soja
Productos de recuperacidn
de desperdicios
Hidrolizado de caseina
Sulfato ferrose
Heptahidratado

Almiddn soluble

Glucosa

Emulsién antiespumante

de silicona

- 39 -

% (p/v)

2,1

0,52

0,52
0,01
h,7

0,78

0,05 (V/V)



y agua hasta 100%

Los fermentadores se airearon (0,67 vol/
vol/min) y agitaron (750 revoluciones/minuto; dos pale.
tas impulsoras de 7,5 cm de didmetro) durante 20 horas

5 a 28¢eC,

b) Fermentacidn

El indcule (25 litros) de la etapa del
fermentador de 5 litros se empled para inocular 475 1i
tros de un medio que contenia:

10 s % (p/v)

Harina de soja 3,0

Sulfato ferroso heptahidratade 0,01

KZHP04 0,01
Almidén soluble 4,7

15 Emulsion antiespumante de
silicona ) 0,05 (v/v)

y agua hasta 100%
contenido en un fermentador de acero inoxidable de 700
litros, se agitd a 350 revoluciones/minuto (paleta im-
20 pulsora de 25 cm de didmetro y cuatro tabiques deflec—

tores de 7,5 cm) y se aired a 0,56 vol/vol/min. La fer

mentacidn se llevd a cabo a 282C durante 92 horas y se
afiadié més antiespumante cuando fue necesarie., La fer-
mentacidén se mantuve a pH 6,5,

25 c) Aislamiento
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El total del caldo de la etapa (b) se
ajustd a pH 5,45 con &cido sulfirico fuerte ¥y se filtréd
en un filtro de tambor rotaterio con una capa previa
de celulosa. El filtrade (430 litred que contenia el
antibidtico se adsorbid sobre carbén vegetal (Pitts-
burgh CAL; 135 litros) en coluﬁnas. El carbén vegetal
se lavd con agua (90 litros) rara desplazar el caldo
filtrado, y el antibidtico se eluyd con acetona acuosa

(60% vol/vel; 180 litros)

Ejemple 1
(i) Preparacion de sal de calcie
(a) La sal de bario cruda de la Preparacién

2 (8,83 g) se afiadié a 50 ml de una solucidn acuosa sa
turada de (NH4)2504. Se afiadid acetato de etilo (50 ml)
Yy la mezcla se agitd. Se insertd un medidor de pH en

la mezcla y el pH se ajustd desde pH 6,8 hasta pH 2,6
con apreximadamente 15 ml de H2804 1M. La solucidu acug
sa se separdo del acetato de etilo Y se agitd de nuevo
con una porcidn de reciente aportacidn de acetat§ de
etile (50 ml) . Los dos extractos de acetato de etilo
se reunieron, se afiadid agua destilada (100 ml) y la
mezcla se agitd en presencia del medidor de pH. Se afia-
dieron aproximadamente 40 ml de una solucidén saturada
de hidrbéxido de calcio para llevar el pH de la mezcla

a 6,6, La solucidén acuosa se separd del acetato de eti~
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lo, se filtré a través de un coadyuvante de filtracidn
y se liofilizdé dando 1,4% g de la sal de calcio sdélida.
(b) El sdlido de (a) se disolvid en 15 ml
de agua destilada, se filtrd a través de un filtro Mi-
llipore y se aplicd a una columna que contenia Sephadex
G 15, rellenada con agua dando un lecho 152 cm de altu
ra y 2,5 cm de didmetro. La elucidn se hizo con agua
destilada y se recogieron fracciones de 20 ml. Las
fracciones se ensayaron después de CCD (celulosa, pla-
cas de Bastman-Kodak 6065; disolvente, acetonitrilo-
agua, 7:3 en volumen) por recubrimiento con agar nu-~

triente que contenia Staphilococcus aureus. Se reunie-

ron las fraccionesg 33-37 vy se liofilizaron dando Loo
mg. E1l sdlido se mantuvo sobre P205 a xggig durante 60
horas. La sal de calcio de (b) tenia las caracteristi-
cas siguientes:
pKa

Se encontrd por valoracidén potenciomé=-
trica de la sal que el valor de pKa del &cido correspon
diente era aproximadamente 2,4,

Rotacion dptica

ZEE7D a 22eC, + 44,92 (concentracidn,
0,287 g/100 ml de agua).

Espectro U,V,

Una muestra (0,00148 g) que habia sido
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disuelta en 100 ml de NaOH O,1 M mostrd un méximo de
absorcidén ( A max) a 258 nm con un valor de Ei de apro

Ximadamente 550,

Espectro IR

El espectro infrarrejo de una masa con
Nujol de la muestra presentd mixima absorcidn en niime-

ros de onda (cm-l).

3300 £, a 2330 4 1788 £ 1692 m
1604 £ 140k £ 1305 £ 1190 m
1118 m 1082 m 1060 m 1042 m
1012 m 992 m 968 m 892 m

848 d 790 d 740 m 654'd'

(f, m, a y d = intensidad fuerte, media, amplia y &ébil
respectivamente).

El espectro completo se muestra en la
Figura 3 de los dibujos que se acompafian,

Espectro de R,M.N,

El espectro de R(M.N. proténica de una
solucidn de la muestra en agua pesada presentd grupes
de picos {(valores T) centrados en aproximadamente74,31,
5,10, 5,85, 6,46, 6,91.

Cromategrafia en capa delgada (C.C.D)

Porciones de la muestra, disuelta en
agua, se aplicaron al origen de las placas de celulosa

para capa delgada (CD) de Eastman-Kodak (pléstico-res-
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paldado, EK 6065) o placas de silice para CD de East-
man-Kodak (plistico-respaldado, EK 6060). Las placas
se desarrollaron con disolvente a la temperatura am-
biente y luego se secaron al aire y se recubrieron

con agar nutriente que contenia Staphylococcus aureus.

Los valores de Rf, calculados como la distancia desde
el origen al centro de cada zona de desarrollo bacte-
riano inhibido dividida por la distancia desde el ori
gen al frente del disolvente, se dan a continuacién

para cinco sistemas,

Disolvente' Soporte Rf
Propan-l~ol:agua (7:3) Celulosa 0,60
Butan-l-ol: acido acético:agua (3:1:1) n 0,64
Acetonitrilo:agua(7:3) L 0,68
Acetonitrilo:agua:propan-2-0l (1:1:1) " 0,87
Butanol-l-ol:4cido acéticosagua (3:1:1) silice 0,63

Ionoforegis en papel

Porciones de la muestra se sometieron a
ionoforesis sobre papel Whatman 541 durante 1 hora‘con
400 V aplicados sobre 20 cm.La actividad, detectada por
recubrimiento del papel secado al aire con agar nutrien

te que contenia Staphylococcus aureus, tenia una movili

dad, con respecto a la cianocobalamina, de 4,5 cm hacia
el &nodo a pH 4,8 (acetato 0,01 M), pH 6,9 (fosfato 0,01

M) y pH 9,5 (pirofosfato 0,01 M),
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(ii) Preparacidn de la sal de litio

La sal de calcio (1 g; Ei 590, pura

por analisis U,V,) preparada como en (i) (b) anterior
se disolvid en 10 ml de agua y se afiadid 10 ml de una
solucidén saturada de cloruro de litio en agua, La eris
talizacién ocurrié sin rascada ni siembra, Después de
enfriar a 02C se filtraren los cristales, se lavaron
con 5 ml de etanol, 5 ml de acetona y 2x5 ml de éter
dietilico. Los cristales se secaron a presidn reducida
(0,1 mm de Hg) sobre gel de silice durante 2 horas dan-
do 495,5 mg de sal de litio sblida. Esta sal tenia las
caracteristicas siguientes:
Anflisis elemental

Encontrado (los valores medios se daa en~-
tre paréntesis):
c, 45,5, 45,8 (45,65); H, 3,8, 3,8 (3,8); N, 7,0, 7,2(7,1);
Li, 3,2%. No se detectd azufre por un método dad; por
N.D. Cheronis % J.B., Entrikin (1947) en Semimicro
Qualitative Analysis, pe. 93 Crowell, New York,
C8H8N05Li.l/4H20 requiere C, 45,84; H, 4,06; N, 6,68;
Li, 3,31%.

Los valores del anflisis de Li antes cita-

dos, (3,2%) se determinaron por espectrofotometria de ab
sorcidn atémica. La ceniza sulfatada era de 26,8%, que

calculada en forma de Li, 50, es equivalente a 3,38% de
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litie,
pKa

Se encontrd por valoracién potenciomé;
trica de la sal que el valor de pKa del &cido corres-

pondiente era ap}oximadamente 2,3.

Rotacidn Sptica

El valor [?570 para una solucidn acuosa
al 0,145% p/v a 249C era de #66,02.

Espectro ultravioleta

El espectro de absorcidn u.v. de una so-
lucidn al 0,00091% en hidrdéxido de sodio 0,1 M tenia

un méximo de absorciémn ( A max) 2 258 nm con un valor

1
1l

Espectro infrarrojo

e de 7880

El espectro i.r. de una masa con Nyjol
presentd picos de absorcidn (cm-l) a aproximadamentre:

3.420 (m) 1402 (f) 1200 (d) 1026 (m) 880 (4)

3012 (d) 1338 (m) 1129 (m) 992 (m) 850 (d)
1765 (f£) 1325 (f) 1101 (m) 976 (m) 734 (m)
1683 (£) 1300 (m) 1062 (m) 950 (£) 708 (d)
1618 (£f) 1224 (d) 1048 (f) 900 (m)

El espectro completo se muestra en la Figura 1 de leos
dibujos que se acompafian.

Espectro de R.M,N,

Un espectro de r.men. protdénica de 100
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MHz de la sal de litio en solucidn de agua pesada mostrd
picos (valores de 7T con multiplicidades y constantes
de acoplamiento (Hz) entre paréntesis) centrados apro-
ximadamente en 4,26 (d,3), 5,05 (t,8), 5,06 (s), 5,81
(d,8), 6,43 (dd, 5 y 17) y 6,89 (d,17) (s, d, dd, t y
m = singlete, doblete, doblete-doblete, triplete y mul-
tiplete respectivamente),
Ejemple 2
Recristalizacion de la sal de litio,

La sal de litio (0,1 g) preparada en. el
Ejemplo 1 (ii) se disolvidé en agua (1,0 ml) y se diluyd
cuidadosamente en isopropanol (19 ml). E1 product@rcr;g
talizé lentamente a 02C y se recogid en dos cosechas con
centrando por ebullicidén a presidn reducida hasta 5 ml
para la segunda cosecha. Los cristales de sal de litie

se secaron sobre gel de silice a vacio durante 3 dias.

Cosecha 1 20,0 mg,

A max 259 nm. Ei = 814 en solucién

de hidrdéxido de sodio (0,1 M) a 10 w%/ml.

Anflisis olemental kncontrade: C = 46,2, 46,0; H = 4,10,
3857 N = 6,8, 6,7%. CghgNo_Li 1/,H,0 requiere C =
45,84 H = 4,06; N = 6,68%.

Cosecha 2 67,0 mg. A __ 259 nm, Ei = 800 en hidréxido de

sodio (0, 1N) at 10 yg/ml. Analisis elemental encontrado

C = 46,15, 46,5; H = 3,9, 4,0; N = 6,65, 6,5 litio 3,4%

(ceniza sulfatada), 08H8N05Li 1/4H20 requiere?
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C = 45,84; H = 4,065 N = 6,68; Li = 3,31%.
Ejemplo 3

La sal de bario (30 g; Ei 274 preparada
como en la Preparacidn 2 se disolvid en agua (40 ml) y

P
se aifladié solucién saturada de sulfato de amonio (300

£
ml). El pH de la?solucién se ajustd a 2,3 con 4cido sul
firico (20%, 23,9 ml) y se extrajo luego con acetato de
etileo (2 x 300 mi). Se afiadidé agua (200 ml) a los ex~-
tractos reunidos. La mezcla se agitd vigorosamente y
se afiadid solucidén de hidrdxido de sodio {(1M; 89,3 ml)
hasta que el pH alcanzdé 6,8. La fase acuosa se separd
y se destild a presidén reducida hasta 33 ml. Se afiadid
butan~-l-o0l (770 ml) al concentrado acuoso y luego se
mezcld, se calentd a 402C y se agitd vigorosamente., Se
separd por filtr;cién el material insoluble y se vol-
vié a extraer con agua: butan-l-ol (1:23 v/v) hasta que
se disolvid todo. Las soluciones reunidas se enfriaron
a 42C durante toda una noche. El sdlide cristaline for-
mado se recogid por filtracidn, se lavdé con butan-l-ol
y acetona y se secd al aire dando 3,34 g de sal de so-
dio (E] 648).

2,92 g de esta sal de sodio se disol-
vieron en agua (20 ml) y se filtrd. El filtrado se agi~
td a 09C mientras se introducia solucidn de cloruro de

litie (20 ml, saturada a 202) durante 5 minutos. Se con-

- 48 -



10

15

20

25

3.2.76

tinuaron la agitacidn y el enfriamiento durante 1 hora
después de la cual se recogieron los cristales por fil
tracidén, se lavaron con etanol (20 ml), acetona (2 x

20 ml), éter dietilico (2 x 25 ml) y se secaron al ai-

re dande la sal de litio (2,275 g) en forma de prisma

planos alargados y blancos, (Ei 770),
Ejemplo 4

La sal de bario cruda (7,99 g; Ei 288)
preparada comec se ha descrito en la Preparacidén 2 se
disolvid en agua (60 ml) y se filtrd. El filtrado se
tratd en porciones con sulfato de litio (4,0 g) con
agitacidén a temperatura ambiente hasta que no did ensa-
yo de bario sobre una placa de manchas externas con ro-
dizonato de sodio. La suspensidén se clarificd por cen-~
trifugacion y el liquido sobrenadante se decantd y con
centré por ebullicion hasta aproximadamente 35 ml a pre
sidén reducida. E1l cloruro de litio (9,0 g) se aﬁadi6 en
porciones, con agitacidén y enfriamiento; despuds dé }

hora a 2C la sal de litio se recogid por filtracién,

se lavé con etanol (10 ml), acetona (2 x 25 ml), é&ter
dietilico (2 x 20 ml) y se secd al aire en elembudo de

filtro dande 1,590 g de prismas blancos (Ei 790).,

Bjemplo 5

Preparacidn de la sal de sodio

La sal de litio preparada como en el
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Ejemplo 1(ii) (3,5 g) se disolvid em 20 ml de agua des

tilada y se aplicd a una columna que contenia 50 ml de

resina de intercambio catidnico AG 50x8 (Bio-Rad, Na +;

tamafio de malla 200-400)., La elucidn se hizo con agua
g

y se recogieron Iracciones de 8 ml. Las fracciones se

5

P . .2 .
ensayaron, despues de la aplicacion de poxrciones a pa-

3

pel, por recubrimiento con agar nutriente que contenia

Staphylococcus aureus. Se reunieron las fracciones acti

vas (4 a 13) y se liofilizaron.

El sdlido liofilizado se disolvid en agua
destilada dando 19 ml de solucion, se agitd con butan-
l-0l (450 ml) y se calentd (bafio de agua) hasta que la
solucidn era casi transparente. La solucibén caliente se
filtrd a través ée vidrio sinterizade para separer el
56lido amarille ; el filtrado se mantuvo a 42C durante
60 horas. Los cristales que se formaron se filtravon,
lavaron con butan-l-0l (2x10 ml) y luego con acetona
(2x10 ml) y se secaron a presidém reducida a 402C duran
te 1 hora dando 2,18 g de sdlido. El sdlido se recris-
talizd en agua:butan-l—ol.(1:23,3 en volumen) como se
ha descrito. Los cristales se secaron a presidén redu-
cida sobre gel de silice a 442C durante 1,5 horas dan-
do 1,8 g de sal de sodio sbdlida.

El sélido era higroscépico. Se triturd

en un triturador y mortero y se dejdé que absorbiera el
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agua atmosférica a 182C. Después de haber absorbido
aproximadamente 22% (p/p) de agua, se alcanzd el
equilibrio,

Esta sal tenia las caracteristicas si-
guientes:

Andlisis elemental (del sélido hiimedo equilibrado)

IEncontrado (los valores medios se dan
entre paréntesis):
Cy 33434 33,2 (33,25); H, 4,6, 4,6 (4,6); N, 4,6, &,7
(4,65)s Na, 7,3 (por espectrofotometria de absorcidn),
7,9 (calculado a partir de cenizas sulfatadas); agua,
21,95% _
CgHgON Na.4H,0 requiere C, 32,763 H, 5,463 N, 4,78;
Na, 7,8; agua, 24, 57%,

Anflisis metédlico

(1) kncontrado por espectrofotometria de ab
sorcidn atdémica:

Na 7,3 % 0,2% (Este valor se cita en el
andlisis elemental)
(2) Suponiendo que la ceniza sulfatada es
Na,50,, el contenido de Na se calculd como 7,9%

Rotacidn Sptica

El valor de Z;E?b para una solucidn acuo=-
sa al 0,134% (p/v) a 242C fue + 479,

Espectro ultravioleta
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El espectro de absorcidn U.V. de una

solucidén al 0,0098% en NaOH 0,1M tenia un méximo de

abosrcidén ( ) a 258 nm con un valor Ei de 555,

max

Espectro _infrarrojo

El espectro IR de una mesa con Nujol pre

sentd picos de absorcién (cm™l) a aproximadamente

3400 £ 1592 £ 1288 m 1080 d 986 £ 850 d
3300 £ 1396 £ 1206 d 1060 m 967 m 802 d
1792 £ 1348 m 1190 m 1048 m 945 4 753 m

1690 £ 1310 £ 1138 m 1015 £ 902 m
1665 m 1302 ¢ 1120 m 998 m 880 a

El espectro completo se muestra en la Fi-
gura 2 de los dibujos que se acompafian.

Espectro de R.M.N,

El espectro de r.m.n, proténica de una
solucién en agua pesada mostrd grupos de picos (valores
de T) centrados a aproximadamente 4,28, 5,07, 5,82,

6,44 y 6,88.
Ejemple 6

Preparacidn de la sal de potasio

La sal de litio (3,0 g) preparada como en
el Zjemplo 1 (ii) se disolvid en agua (100 ml) y se hi-
zo pasar a través de una columna Dower 50W x 2 (450 m1,,
ciclo de potasio)., Se descartd la fraccidn de cabeza

(150 ml). Los siguientes %400 ml de eluyente se recogie~
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ron y evaporaron hasta 15 ml a presién reducida, Se afia
dié butan-l-ol (340 ml) y la mezcla se calentd y agitd
bien, Se separd por filtracidén algo de sdlido insoluble.
El filtrado se destild a presidén reducida hasta 200 ml

y luego se almacend a 49C durante toda una noche, El de
pésito cristalino se filtrd, se lavd con butan-l-ol (2 x
10 ml), acetona (2 x 50 ml) y éter dietilico (2 x 50 ml)
y finalmente se secd en un desecador a vacio a temperatu

ra ambiente. Rendimiento 2,34 g de sal de potasio (Ei =

1
1l

potasio en 100 ml de agua., Esta solucién se diluyé 1 a

704). E1 E] se determind disolviendo 7,1 mg de sal de

10 con hidréxido de sodio 0,1 M dando una solucibén final

de 7,1 I;.kg/ml.

Andlisis elemental

Encontrado: (los valores medios se dan
entre paréntesis): C, 40,0, 40,14 (40,07); H, 3,5, 355
(3,53); N, 6,0, 5,82 (5,91); K (por espectrofotomafria
de absorcibén) 16,0, (per cemiza sulfatada) 15,9; agua,
1,75, 1,95 (1,85)%. CBHBNOBK.1/4H20 requiere C, 39,7;
H, 3,5; N, 5,8; K, 16,2, agua 1,96%,

Rotacion Optica

El valor de 13;7359 para una solucidn

acuosa al 0,276% p/v fue + 58,49,

Las sales de calcio, bario y magnesio del

&cido clavulénico se prepararon a partir de clavulanato
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de litio de forma similar y se encontrd que tenian va-

lores de Ei 530, 576 y 713 respectivamente.,
Ejemplo 7

Preparacion del 8cido clavulfinico libre

La sal de litio (500 mg), preparada co-
o en el Ejemplo 1 (ii) se dividid entre acetato de
etilo (10 ml) y cloruro de sodio acuoso saturado (10 ml).
Se afiadid Acido clorhidrico 2N (1 ml) y la mezcla se agi
t6 brevemente. La fase acuosa se separd, se lavé con ace
tato de etile (10 ml) y los extractos orgénicos reunidos
se lavarem con ciaruro de sodio acuoso saturado (15 ml).
La solucién orgééica resultante se secd sobre sulfato
de sodio y seevaépré casi hasta sequedad proporcionando
el &cido libre eikforma de un aceite (352 mg) que cente
nia aproximadameﬁie 0,5 moles de acetato de etilc. El
compuesto tenia las caracteristicas siguientes:
ZFE7§4 (¢ 1,0; DMSO) + 54’52'7\nmx de una solucidén al
0,0098% en NaOH acuoso 0,1 N es 258 nm (E} 590), los pi-
cos infrarrojos de una masa con Nujol incluyen 3359,
1790 y 1722 cm Y, los picos de ram.m. (DMS0-d) incluyen
T 4,31 (4, 3Hz), 4,99 (s,), 5,23 (t, 7 Hz), 5,97 (d, 7
Hz), 6,37 y 6,93 (dd, 3 y 17 Hz; d, 17 Hz); los picos
centrados en (8,82, 8,00 y 5,95 indicaron que la mues-
tra conteni% aproximadamente 0,5 moles de acetato de eti

lo por mol de 4cido clavulédnico. Estos valores indican
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que la muestra contenia al menos 85% en peso de &cido

clavulénico,

Ejemplo 8

Preparacidon de la sal de amonio

Una columna (240 ml) de Dowex 50W se con
virtid en el ciclo de amonio p;r tratamiento con sulfa-
to de amonio y se lavd hasta que estuvo libre de sulfa~
to con agua. La sal de litio (1,0 g) se disolvid en agua
(15 ml), se aplicd a la columna Y la columma se desarro-
115 con agua. Se tomaron las fracciones (25 ml) y se en~-
seyaron por absorcidén U.V. en hidrdxido de sodio 0,1 N.
Se reunieron las fracciones activas (4-7) y se destila-
ron hasta proxime a la sequedad (2 ml) a presién iadud;
da y se afiadid nwbutanol.(85 ml). La mezcla se destild
cuidadosamente a 259C a presidn de 0,1 mm., hasta que
precipitd un material cristalino. La sal de amonio se
recogid por filtracibén, se lavé con muy poco etanol,
acetona y finalmente se lavd con éter dietilico y ca se
¢d a 0,1 mm durante 6 horas, dando cristales blancuzcos
(0,54 g)e /%722 (¢ 0,39% en agua) 4 60,103 )\ oy (BidTS
xido de sedio 0,1 N, 8,8 pg/ml) 258 nm (E} 745); picos
de i.r. en Nujol incluyen 3360, 1780, 1700 y 1580 cm-l;
T (5% D,0) los valores incluyen 4,27 (d,3Hz), 5,08 (s),
5,09 (t, 7Hz), 5,84 (d, 7Hz), 643 (dd, 17Hz, 3Hz) y 6,89

(d, 17Hz). Encontrade C, &%,4; H, 5,63 N, 13,3% c8H8N05NH4

- 55 -



10

15

20

25

3.2.76

requiere C, 44,4 H, 5,6, N, 13,0%. Se encontraron tra
zas de agua (0,6%) por el andlisis de Karl Fischer.

Ejemplo 9

Preparacidén de la sal de metilamina

Una columna (200 ml) de Amberlite IR
120 H+ se convirtid en forma de metilamonio por trata-
miento con solucidén de metilamina 0,5 M en agua. Esta
se lavé hasta neutralidad con agua y clorurc de metila-
monio (3,0 g) y se introdujo en agua (10 ml). La colum-
na se lavd hasta que estuve libre de cloruro con agua
y estaba lista para empleo.

La sal de litio (1,50 g) se disolvié en
agua (15 ml) y sé‘introdujo en la parte superior de la
columna, La coluéna se desarrollo en agua y se recogie=
ron las fraccionéé (25 ml).

Se reunieron las fracciones 3~7 (1ol ml
con aguas de lavado), se destilaroen a 352/1,0 mm hesta
aproximadamente 2 ml vy se afiadid n-butanol (200 mi). La
solucidn transparente se destild en condidones simila-
res hasta 20 ml cuando tuvo lugar la cristalizacidn.
Los cristales se recogieron por filtracidn después de
1 hora a 22, se lavaron con éter dietilico (2 x 15 ml)
y se secaron durante 3 horas a 1 mm dando la sal de me-
tilamina (1,2 g) en forme de racimes de prismas alarga-

dos blancos. &_733 (c 0,23% en agua) & 56,12, n __ (hi
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¢ 3
- stz enn

dréxide de sodio 0,1 N, 9,5 pg/ml) 260 nm (Ei 584)
los picos de i.r. en Nujol incluyen 2500, 1790, 1692,
1632 y 1576 cm-l; los valores de T (8% D,0) incluyen
6,40 y 6,86 (ad, 17Hz, 3Hz: d, 17Hz) 4,24 (d, 3Hz),
5,06 (t, 7Hz), 5,78 (4, 7Hz), 5,08 (s), 7,42 (s8). En-
contrado C, 46,7; H, 6,1; N, lé,s%. 09H14N205 requie=-
re C, 47,0; H, 6,1 y N, 12,2%,

Ejemplo 10

Preparacidén de la gal de piperidina

Una columna de resina de intercambio iéni
co (200 ml, Laboratorios Bio-Rad, AG(R) 50W x 2, 100-200
mallas forma H*) se convirtid en forma de pipericinio
con una solucién de piperidina (75 ml) en agua (1590 ml).
La resina se lavd hasta neutralidad con agua y se frat&
con cloruro de piperidinio (3 g) en agua (10 ml). La co
lumna se lavd hasta que estuvo libre de clorurec coun agua
Yy estaba lista para empleo.

La sal de litio (1,50 g) se introdajo en
la parte superior de la celumna en agua (15 ml) y la co
lumna se desarrolld con agua tomando las fracciones de
25 ml. Se reunieron las fracciones 3-6 con las aguas de

lavado (172 ml).

La solucidén se evapord hasta préxima a la
sequedad a 352/1,0 mm y se afiadidé tolueno puro. La sus-

pensidon aceitosa se evapord hasta sequedad a presién re
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ducida como se ha dicho antes y el sblido cristalino
asi obtenido se triturd con acetato de etilo (90 ml).

La sal de piperidinio cristalina se recogid por fil-

tracién, se lavd con acetato de etilo (3 x 30 ml) y

el disolvente residual se separd a 0,1 mm de Hg duran
te 3 horas proporcionando 1,775 g de prismas ligeramen
te blancuzcos. £;§7§4 (¢ 0,35% en agua) + 42,29;7\max
(hidroxido de sodio 0,1N, lO/wg/ml) 259,5 nm (Ei Loli) s
picos i.r. en Nujol incluyen 3380, 2540, 1782, 1682 y
1608 cm L; los valores de T (8% D,0) incluyen 6,90 (d,
17Hz), 6,44 (dd3% 17Hz), 4,28 (d,3Hz), 5,08 (s), 5,84
(d,8Hz), 5,08 (t; 7Hz), 6,84 (multiplete complejo),
8,0-8,5 (multiplete complejo). Encontrade C, 52,84 H,

7423 N, 9,3%. clgazoNzos’ 0,6 H,0 requiere C, 52,9 i,
7.4; ¥y N, 9,5%.
Ejemplo 11

Preparacién de la sal de trietilamina

Una columna de resina de intercambi> id-
nico (Bio-~Rad AG (R) 50 W como se ha descrito en ol
Ejemplo 10) se convirtid en la forma de trietilamonio
con una solucién de trietilamina en agua (0,5 N, 1,5 1li
tros) y se lavd hasta neutralidad con agua. Se introdujo
una solucidn de cloruro de trietilamonio (3 g) en agua
(15 ml) a la columna, la columna se lavd hasta que estu=-

vo libre de cloruro con agua y estaba ya lista para empleo.
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La sal de litio (1,5 g) se introdujo por
la parte superior de la columna en agua (15 ml) y la
columna se desarrolld con agua tomando fracciones de
25 ml. Se reunieron las fracciones 4-9 (175 ml con las
aguas de lavado).

La solucibn se concentrd por ebullicién
a presién reducida (352/1,0 mm) dando un aceite que se
concentrd por ebullicidén tres veces con tolueno en las
mismas condiciones. Los cristales resultantes se rompie
ron en acetato de etilo (50 ml), se recogieron por fil=-
tracidn, se lavaron dos veces con éter dietilico (2 x
20 ml) y se libraron del disolvente residual en ur de-
secader durante 3 horas a 0,1 mm dando la sal de trie~
tilamonio (1,588 g) en forma de prismas ligeramenﬁe
blancuzcoss [E&]%S (c 0,22% en agua)  44,39; N max
(hidréxido de sodio 0,1N, 9,7 pg/ml) 258 nm (Ei 585);
picos i.r. en Nujol incluyen 3250, 2080, 1784, 17007y
1640 cm™1; los valores de % (10% D,0) incluyen 6,41 y
6,87 (ad 17Hz, 3Hz: d 17Hz), 4,26 (d, 3Hz), 5,07 (%,
7Hz), 5,78 (d, 7Hz), 5,07 (s), 8,74 (t, 7Hz) y 6,78
(9, 7Hz). Encontrado C, 55,25 H, 7,93 N, 9,2%, C; H, N,

05 1/4 H,0 requiere C 55,2; H, 8,0 y N, 9,2%,

EjemElo 12

Una muestra de eluato de carbém vegetal

preparado como en la Preparacidén 3 se concentrd a pre-
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sién reducida para separar la acetoma. El concentrado
resultante (1 litro; que contenia 1,28 g de 4cido cla-
vuldnico por bioensayo) se aplicdé a una columna de re-
sina IRA68 (cicle de cloruroj 100 ml). La columna se la
vbé con agua (300 ml) y se eluyd con solucidn acuosa de
clorure de litio al 5% (p/v), recogiéndose el eluato
en fracciones de 100 ml.

Se recogieron las fracciones 1 y 2 (200
ml), se evaporaron a presidn reducida hasta 40 ml y se
dejaron a 42C toda una noche. Los cristales formados
se filtraron, se lavaron sucesivamente con etanol (10

ml), acetona (50 ml) y éter dietilico (50 ml) antus de

1l
1

presentando un rendimiento del 40,8% del eluato de car-

secar a vacio dando 530 mg de sdlido blanco (E] 802) re
bén vegetal. La adicion de un volumen igual de cloruro
de litio acuoso saturado a las aguas madres seguiGu por
almacenamiento a 42C did una segunda cosecha, que se tra
t84 como antes, de 178 mg (Ei 740) repmsentando un rendi-
miento adicional de 12,7%.

En una serie de experimentos similares
se variaron la concentracién del eluyente de cloruro de
litio, la resina de intercambio idnico y la mnaturaleza
del catidén eluyente y el anibn contrario, dande los re=-

sultados que se recogen en la tabla.
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1 ﬁendimiento
Resina Ciclo Eluyente (mola- El del
ridad) Producto

Amberlite |Cloruro |Cloruro de litio | 750 51,8
IRA 68 (0,5M)

Amberlite | Cloruro Cloruro de litio 760 55,6
IRA 68 (0,25M)

Amberlite | Cloruro Cloruro de litio 560 50,3
IRA 93 (1,0M)

Amberlite | Cloruro |{Cloruro de litio | 640 44,5
IRA 93 (0,5M)

Amberlyst | Cloruro |Cloruro de litio |630 54,3
A 21 (1,0M)
Amberlite | Acetato g|Acetato de litio {660 56,8
IRA 68 (0,5M)

Amberlite | Formiato ¢ |Farmiato de amonio [520 55,8
IRA 68 (0,5M)

* Rendimiento del producto basado en el elua-
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to de carbdn vegetal de entrada.
¥ En estos experimentos se prepardla sal de litio poxr
concentracién de los eluatos x 6 y adicién de un volu-
men igual de solucidén de cloruro de litio al 50% (p/v).
Las sales de litio resultantes se trataron como antes.
Ejemplo 13

Una muestra (& litros) de eluato de car
bdn vegetal preparada como en la Preparacidn 3 se hizo
pasar a través de una columna de IRA68 (ciclo de cloru-
ro; 250 ml) que if lavd luego con agua (250 ml) y se
eluybé con solucié? de cloruro de litio al 5% (p/v). Se
recogieron 200 miidel eluato que contenian 73% de lé
actividad biolégica de entrada. Una muestra (70 ml) de
este eluato se tggté con 5 volimenes de propan-2-ol con
agitacidén, dando un precipitado alquitranoso. El liqui-
do sobrenadante se decantd y concentrd a presidn reduci
da hasta 7 ml, De;pués de permanecer a 42C durante toda
la noche el produEto cristalino se £iltrd, se lavd éucg
sivamente con etanol, acetona y &ter dietilico antes de
secar a vacio., El sdlido seco (870 mg) se estimd que era
puro por ensayc bioldgico y representd un rendimiento
del 94% del eluato de la columna de resina.,
Ejemplo 14 '

Una columna de resina IRA68 (ciclo de clo-

ruro; 50 ml) se cargd con eluato de carbdén vegetal (840 ml)
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EY vierery )

preparado como en la Preparacidém 3, se lavd con agua
(100 ml) y se eluyd con cloruro de litio al 5% (p/v)

en propan-2-ol:agua (5:1). Los primeros 5 voliimenes

de lecho se concentraron a presidén reducida y el an-
tibidtico se cristalizd como en el Ejemplo 13. El sé-
lido pesaba 292 mg (Bioensayo:.970 mg de clavulanato
de litio/mg de sbélido) y representaba un rendimiento

del 45% del eluato de carbdén vegetal,

Ejemplo 15

El1 caldo se fermentd y se filtrd como
en la Preparacidén 3 y una muestra del caldo filtra&#
(1 litro) que contenfia 0,43 g de &cido clavulénicc
(ensayo bioldgico) se hizo pasar a través de una cblqg
na de resina IRA93 (ciclo de cloruro; 100 ml). La co-
lumna se..lavdé con &cido acético diluido (0,25 M; 200
ml), agua (750 ml) y se eluyd con solucidn de cloruro
de litio acuesa (1 M), Los primeros 150 ml de eluato,
que contenian 0,28 g de 4cido clavulénico (ensayo bLio-
16gico) se concentraron a presidm reducida hasta 15 ml
Yy se almacenaron a 42C durante toda una noche. El pro-
ducto se filtrd, se lavd sucesivamente con e tanol, aceto
na y éter dietilico antes de secar el aire dando 668 mg

de sdlido (Ei 245) representando un rendimiento del cal

do filtrado de &7%,

Ejemplo 16
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L Witz ers

El caldo se fermentd y filtrd como en
la Preparacidén 3 y una muestra del caldo filtrado (2
litros) que contenia 1,23 g de 4cido clavulénico (ensa-
yo bioldgico) se hizo pasar a través de una columna de
resina IRA93 (ciclo de cloruro: 240 ml). La columna se
lavdé con agua (500 ml), propan-2-ol:agua (5:1; %400 ml)
v luego se eluyd con cloruro de litio al 5% (p/v) en
propan-2-ol:agua (5:1). Los primeros 970 ml del eluato
se concentraron a presién reducida hasta 100 ml y se al
macenaron a 49C durante 2 dias. E1l producto se filtrd

L

y lavd como en eé Ejemplo 15 dando 286 mg de sblidos

1
1

do de 19%.

Ejemplo 17

(E} 662) representando un rendimiento del caldo filtra

El caldo se fermentd y £iltrd como en la
Preparacién 3. Se cargaron 500 ml del filtrado en una
resina IRA93 (ciclo de cloruroj; 50 ml). La golumna s¢ la
v6 con agua (50 ml) y etanol acuoso al 95% (100 mi), an-
tes de eluir con cloruro de litio (1% p/v en etanol acuo
so al 95%; fracciones de 50 ml). Se reunieron las frac~
ciones 2 y 3 y se evaporaron a presidn reducida hasta
que comenzd a cristalizar un material sblido. El concen-
trado se enfrid a + 49C durante 3/4 horas y el sbdlido se
recogid sobre un filtro sinterizado. El sdlido se lavd

con etanol, acetona y éter dietilico y se secd durante
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1/2 horas a temperatura ambiente en una estufa a vacio
dando 89 mg de clavulanato de litio (Ei 770), repre-
sentando un rendimiento del 32% en el caldo filtrado,
Ejemplo 18

El eluato de carbdén vegetal preparado
como en la Preparacién 3 (5 ii&ros) se hizo pasar a
través de una columma de IRA68 (500 ml de volumen de
lecho) en el ciclo de cloruro a 1 litro/hora. La colum
na se lavd con agua (1 litro) y se eluyd con solucidn
de cloruro de sodio 0,5 M. El primer litro del eluzto
se concentrd por evaporacidén rotatoria hasta 90 mi;
Una parte del concentrado (10 ml) se traté con prepan-
-2~0l (50 ml) con agitacidén., El ligquido sobrenadante se
decanté del precipitado alquitranoso asi formado, se
concentrd por evaporacidn rotatoria hasta un volumen
de 3 ml y se tratd con 3 ml de solucién de cloruro de
litio al 30% p/v. Después de permanecer a 49C durante
toda una noche el producto se filtrd, se lavd sucéaiqg
mente con etanol, acetona y éter dietilico y se secéd

dando un polvo blanco, 280 mg, con Ei 770,

Ejemplo 19

El clavulanato de litie (Ei 667; 2,0 g
preparado come en el Ljemplo 15 con iratamiento subsi-
guiente con alcohol isopropilico) s¢ disolvid en agua

(16 ml) y se filtrd; se afiadid cuidadosamente etanol
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(64 ml) y la mezcla se agitd a temperatura ambiente du
rante 1 hora. El precipitado formado inicialmente no
contenia clavulanato de litio como se determind por es-
pectroscopia u.v., y se desechd. El liquido sobrenaden-
te se diluybd con solucidn saturada de cloruro de litio
(16 ml) y se puso aparte para cristalizar durante 2 1/2
horas. Los cristales se recogieron por filtracidn, se
secaron con succidén, se lavaron con acetona (2 x 15 ml),
&ter dietilico (2 x 20 ml) y se secaron a vacio hasta
peso constante (1,350 g) (Ei = 735).

Ejemplo farmacéutico 1

Séidisuelve clavulanato de litie (100 mg)
en solucién saliéa fisiolbgica (10 ml) y se mezcla ex-
haustivamente coééuna solucidn de cefaloridina (100 mg)
en solucidn saliﬁ; fisioldgica (10 ml) dando una solu-
cidén adecuada pafa inyeccidn.

Ejemplo farmacéutico 2

S% prepard una composicidn similar a la
del Ejemplo farma;éutico 1 pero el clavulanato de litio
se reemplazd por ¢lavulanato de sodio (100 mg).

Ejemplo farmacéutico 3

Se disuelve clavulanato de litie (100 mg)

en solucidn salina fisiolégica (10 ml) y se mezcla exhaus

tivamente con una;solucién de ampicilina (100 mg) en so-

lucibn salina fisioldgica (10 ml) dando una solucidn ade-
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cuada para inyeccidn.

5
REIVINDICACIONES
10
Los puntos de invencidn propia y nﬁeva,
que se presentan para que sean objeto de esta solici-
tud de Patente de Invencidn en Espaiia, por VEINTE'éﬁbs,
son los que se recogen en las reivindicaciones sigﬁien-
15 tes:
l2,~ Un procedimiento para la separacidn
de impurezas contaminantes del &cido clavulénico de fér
mula I,
20 H 0
E CHpOH
/Fr?Ff/ \fg——/ 2
7 N1 H '
N2
(o) 4 , I
H cooH
25
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y/o una sal del mismo con lo que dicho Acido y/o dicha
sal se hace reaccionar con un compuesto de litio idni-
co y acuoso, proporcionando una solucidn acuosa que
contiene clavulanato de litio que es precipitado luego
a partir de esta solucidn y el precipitado se separa
de dicha solucidn acuosa.

2a4,- Un procedimiento segin la reivin-
dicacién 18, en el que la precipitacidén de clavulanato
de litio se efectfia por inclusidén en dicha solucidn acug
sa que contiene clavulanato de litio de una concentra-
cidn suficiente de una sal de litio soluble en agua pa-
ra separar por salificacidénm dicho clavulanato,

32,~ Un procedimiento segin la reivindi
cacidn 23, en el que dicho compuesto de litio idnico
es idéntico a dicha sal de litio soluble en agua.

ka,- Un procedimiento segin cualquiera
de las reivindicaciones 12-32, en el que el compuesto
de litio ibnico y/o la sal de litio soluble en aguez os
cloruro de litio.

52.,- Un procedimiento segiin cualquiera
de las reivindicaciones la-%3, en el que el compuesto
de litio idnico y/o la sal de litio soluble en agua es
bromuro, yoduro o sulfato de litio o un carboxilato de
litio.

6a2,- Un procedimiento segin la reivindi
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cacidn 52, en el que dicho carboxilato es acetato, pro
pionato, formiato, benzoato o lactato de litio,
78.~ Un procedimiento segin cualquiera
de las reivindicaciones anteriores, en el que antes de
5 la precipitacidn la concentracidn del clavulanato de
litio en dicha solucidn acuosa‘es al menos 0,1% en pe-
80,
8a,- Un procedimiento segiin cualquiera
de las reivindicaciones 2a&-72, en el que la concentra-
10 cién molar de dicha sal de litio soluble en agua esta
en el intervalo de 4M 10M. |
9a,- Un procedimiento segin la reivindi
cacidén 82, en el que dicha concentracion molar esfé en
el intervalc de 5M a 8M,

15 1028,~ Un procedimiento segiin cualquiera
de las reivindicaciones la-3&, en el gque la sal del
acido clavulénico que reacciona inicialmente.es una
sal de metal alcalino o metal alcalino=-térreo,

1l2,~ Un procedimiento segin la reivin-

20 dicacidén 102, en el que dicha sal de Acido clavuléanico

es la sal de calcio.
12a2,- Un procedimiento segin la reivin
dicacidn 108, en el que dicha sal de &cido clavulinico

es la sal de bario.

25 138,- Un procedimiento segin cualquiera
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de las reivindicaciones 12-92, en el que la sal del
acido clavulénico que reacciona inicialmente es la

sal de sodio, potasio o magnesio o una sal formada con
una resina basica de intercambio idnico.

143,- Un procedimiento segin cualquiera
de las reivindicaciones l1l2-3a, en el gue una sal del
&cido clavulédnico distinta de la sal de litio
se disuelve en solucibn acuosa comn inclusidn de una
cantidad suficiente de una sal de litio soluble en
agua para separar por salificacidén el clavulanato de
litio.

158,- Un procedimiento segin cualquiera de
las reivindicaciones 1~92, en el que la sal del acido
clavulénico que reacciona inicialmente es una sal forma
da con una resina blsica de intercambio idnico ¥y la sal
de resina se pone en contacto con dicho compuesto de 1i
tio idnico acuoso proporcionando un eluato acuoso que
contiene clavulanato de litio que se separa de la regi-
na residual.

168.- Un procedimiento segln la reivindica
cion 153, en el que se concentra dicho eluato que con-
tiene clavulanato de litio, y que contiene también com-
puesto de litio idnico en excesc, con lo cual la concen
tracidén del compuesto de litio idnico es suficiente pa-

ra separar por salificacidm el clavulanato de litio.
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172,- Un procedimiento segin la reivin=
dicacibén 158 & 162, en el que se afiade un disol=
vente orgénico miscible en agua al eluato para precipi
tar impurezas, qué precipitan gé gepara antes de la
precipitacidén de clavulanato de litio,

18a,- Un procedimiento segln la reivin-
dicacidn 152, en el gue el compuesto de litio idnico
acuoso empleado como eluyente contiene un disolvente
orgénico miscible en agua con lo cual se suprime la
elucion de las impurezas desde la resina. .

194,~ Un procedimiento segin la réi&in-
dicacién 12, en el que la precipitacidén del clavulana-
to de litio de una solucibn acuosa del mismo se origi-
na por la presencia en dicha solucidn de una concen-
tracidn elevada de un disolvente miscible en agua,

20a,~ Un procedimiento segiin cualquiera
de las reivindicaciones 172 a 198, en el que el disol-
vente orgénico miscible en agua es un alcohol una.cé-
tona o un éter oundisolvente de amida sustituida, imi-
da o sulfdxido.

2l2,- Un procedimiento segin la reivin
dicacidén 202, en el que dicho disolvente es isopropa-
nol o etanol.

22#8,~- Un procedimiento segium la reivindi

cacidén 172 § 182, en el que el disolvente miscible en
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agua es alcohol isopropilico o etanol a una concentra
cidén en dicho eluato de 70 a 97% en volumen.

23a,~- Un procedimiento segin la rei-
vindicacidn 192, en el que el disolvente miscible en
agua es alcohdl isopropilico o etanol a una concentra=-
cidn de al menos 90% en volumen.

24a,~ Un procedimiento segin la reivin-
dicacidén 152, en el que la sal del &cido clavulénico
con una resina béﬁica de intercambio idnico se forma
por contacto de dicha resina con un caldo de fermenta-
cidén que contiené:écido clavulénico y/o una sal del mis
mo. |

2584,.~- Un procedimiento segin la reivin-
dicacidn 152, en gl que la sal de &cido clavulénico
con una resina bé;ica de intercambio idnico se forma
poniendo en contaito dicha resina con un eluatoe formado
por elucidn con un disolvente acuoso miscible en agua
de un adsorbato d; carbdén vegetal de &Acido clavulinico
y/o una sal del mismo.

26a,- Un procedimiento segin la reivindi
cacidn 253, en el que dicho disolvente acuoso miscible
en agua es acetona acuosa.

278,- Un procedimiento segin la reivindi
cacidn 265 en el que la acetona es ‘acetona acuosa del 30 al 94,

28a,- Un procedimiento segiin cualgquiera
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de las reivindicaciones 253 a 274, en el gue el adsor
bato de carbdon vegetal se produce poniendo en contag
to el carbdén vegetal con un caldo de fermentacidn que
contiene &cido clavulanico y/0 una sal del mismo,

29a,~ Un procedimiento segin la reivin-
dicacién 283, en el que la cantidad de carbdn vegetal
empleada es justo suficiente para adsorber todo el aci
do clavulanico y/o su sal del mismo.

308,~ Un procedimiento segin cualquiera
de las reivindicaciones 154 a 294, en el gue dicha re-
sina bésica de intercambio idnico lleva amino teréia-
rios o grupos de amonio cuaternario,

318.~ Un procedimiento segin la reivindi
cacidén 302, en el gue dicha resina es una resina de po-
liestireno, epoxi-poliamina, de poliamina fendlica, de
dextrano reticulado o de poliacrilato.

324,= Un procedimiento segin la reivin-
dicacidn 1a, en el que se extrae una solucidm fenblica
de &cido clavuldnico con hidréxido de litio acuoso y
el clavulanato de litio asi formado se aisla del extrag
to acuoso asi formado,

33a,- Un procedimiento segiin la reivindi-
cacién 18, en el gue la sal de Acido clavuldnico emplea-
da como material de partida se prepara por extraccidn

de una solucidn fendlica del acido clavulanico y/o una
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sal del mismo con una solucidén acuosa de una base para
formar un extracto acuoso que contiene dicha sal.

342,. Un procedimiento seglin la reivine-
dicacidn 322 0733a, en el que dicha extraccidn se efec
tia con el pH de la fase acuosa a aproximadamente 6,5,

352,~ Un procedimiento segin cualquiera
de las reivindicaciones 322 a 348, en el que el extrac-
to acuoso se pone en contacto con un disolvente inmisci,
ble en agua para separar el disolvente fendlico del mis

mo.

362,~ Un procedimiento segin cualqﬁiera
de las reivindicaciones 324 a 35ﬁ, en el que la sclu-
cidén fendlica se prepara poniendo en contacto carbdn
vegetal o una resina basica de intercambio idnico con
un caldo de fermentacidn que contiene 4cido clavuldnico
y/o una sal del mismo, eluyendo el 4cido clavulénico o
una sal del mismo con un eluyente acuoso, concentréhdo
el eluato, si se desea, precipitando las impurezas or-
ganicas no deseadas por adicidén de uno o mis disolven-
tes orginicos miscibles en agua y/o separando dichas
impurezas por extraccidén con un disolvente inmiscible
en agua, extrayéndose luego la solucibdn acuosa concentra
da de &cido.clavulénico y/o una sal del mismo con un di-
solvente fenolico.

378,~ Un procedimiento segin la reivindi
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cacidn 362, en el que el tratamiento con carbén vegetal
y la elucidn subsiguiente seefectla por un procedimien=-
to como se ha definido en cualquiera de las reivindica-
ciones 26a a 29a,

382,- Un procedimiento segin cualquicra
de las reivindicaciones 1a-42a § 322 - 37a, en el que el
dcido clavulanico y/o una sal del mismo deriva de un
caldo de fermentacidn obtenido por cultivo de una cepa

de Streptomyces clavuligerus y separar del mismo el ma

terial sbélido.
39&8.~- Un procedimiento segin la reivindi

cacidén 382, en el que dicha cepa es Streptomyces vlavu~

ligerus NRRL 3585 o un mutante del mismo,

Loa,~ Un procedimiento seglin cualquiera
de las reivindicaciones anteriores, en el que el acido
clavuléanico y/o una sal del mismo se pone en contacto
con carbdn vegetal o una resina en el que dicho carbdén
vegetal o resina estd en forma de una columna scbre la
que se introduce una solucidén de A&cido clavulénico y/o la
sal.

4la,~ Un procedimiento segfin cualquiera
de las reivindicaciones la-34, en el que el clavulanato
de litio se convierte subsiguientemente en otra sal del
&dcido clavulanico.

42a,~ Un procedimiento segin la reivindi-
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e N

cacibén 4la, en el que eﬁiclavulanato de litio se pone
en contacto en solucidn hcuosa con una resina de inter
cambio catidnico en forma de catidn, siendo dicho ca=-
tién el de la sal del Acido clavulénico que serequiere,
seguido por elucidn de la sal deseada.

kza, - Un procedimiento seglin la reivin-
dicacidén 412 6 422, en el que dicha otra sal del acido
clavulinico es una sal de metal alcalino distinta de
la sal de litio, una sal de metal alcalino-térreo, la
sal de amonio o una sal de base orglnica del écido cla-
vulénico. |

Lha,~ Un procedimiento segin la rei&indi
cacién 412, en el que dicha otra sal es la sal de sodio
o de potasio de Acido clavulanico.

45a,- Un procedimiento segin la reivindi
cacién 418, en el que dicha otra sal es la sal de amonio,
metilamina, trietilamina o piperidina del &cido clavuléa-
nico.

46a,~ Un procedimiento segin cualquiera
de las reivindicaciones 1la-42, en el que el clavulanato
de litio se convierte subsiguientemente en 4cido clavu-
lanico.

47a,- Un procedimiento segin la reivindi
cacidn 46a, en el que el clavulanato de litio en solu-

4 3 : - s 0
cidn acuosa de elevada fuerza idnica se acidifica en pre
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sencia de un disolvente orgénico inmiscible en agua con
lo que se obtiene una solucidn de &cido clavulénico en

dicho disolvente.

48a,- Un procedimiento segin la reivin-
dicacidén 46a, en el que el disolvente se separa de di-
cha solucidén de dcido clavulénico.

k9a,~ UN PROCEDIMIENTO PARA LA SEPALA-
CION DE IMPUREZAS CONTAMINANTES DEL ACIDO CLAVULANICO.

Tal y como se ha descrito en la Memoria
que antecede y para los fines gque se han especificado.

Esta Memoria consta de setenta y siete

hojas escritas a méquina por una sola cara,

g

Madrid, 1§ 700750,

PeAs Forna dd Lipliury
Por Pod ]
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