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Ved en fremgangsmide til fraskillelse og udvinding af an-
tibiotiket nosiheptid, hvorved en dyrkningsblanding frem-
xommet ved dyrkning af nosiheptid-producerende stamme til-
herende slagten Streptomyces blandes med et opl¢sningsmid-
del, en oplg¢sningsmiddel-uopléselig del, der har mycelium

som hovedkomponent, fraskilles, og nosiheptid udvindes fra
ople@sningsmidlet, anvendes der som ople¢sningsmiddel en cyc-
lisk ether. !

per opnis herved en god fraskillelse af nosiheptid og en
god renhed af det udvundne nosiheptid.
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Den foreliggende opfindelse angar en szrlig frem-
gangsmade til fraskillelse og udvinding af nosiheptid, som
er et antibiotikum, og opfindelsen angar narmere bestemt en
fremgangsmade til fraskillelse og udvinding af nosiheptid
fra en dyrkningsblanding under anvendelse af sa&rlige oples-
ningsmidler.

Nosiheptid (betegnet 9671RP) er et antibiotikum
fremstillet ud fra stammer, der hgrer til slagten Strepto-
myces (jf. JP-offentligggrelsesskrift nr. 880/1965), og er
kendt som et foderadditiv til dyr.

Til fremstilling af nosiheptid kendes dyrkningsmeto-
den, hvorved der anvendes en nosiheptidproducerende stamme
tilhgrende slagten Streptomyces, men fraskillelsen og ud-
vindingen af nosiheptid fra dyrkningsblandingen er endnu
ikke blevet narmere undersggt. Generelt gennemfgres fra-
skillelsen og udvindingen af antibiotikum fra dyrknings-
blandingen ved blanding af dyrkningsblandingen med et oplgs-
ningsmiddel og fraskillelse af myceliet, der er uoplgseligt
i oplgsningsmidlet. Ved denne proces er valget af det rigti-
ge oplgsningsmiddel meget vigtigt. Oplgsningsmidlet skal ha-
ve en god evne til at fraskille en oplesningsmiddel-uoplese-
lig del, der har mycelium som hovedbestanddel, og skal have
en god oplesende virkning pd antibiotiket.

Oplgsningsmidlet varierer alt efter myceliet eller an-
tibiotiket, der skal fraskilles. For eksempel kendes en me-
tode med anvendelse af acetone, methanol og ethanol (JP-of-
fentliggprelsesskrift nr. 29157/73) til fraskillelse og ud-
vinding af multhiomycin fra dyrkningsblandingen fremkommet
ved dyrkning af en multhiomycinproducerende stamme tilhgren-
de slagten Streptomyces.

Endvidere kendes en metode med anvendelse af chloro-
form eller en oplgsningsmiddelblanding med chloroform som
hovedbestanddel (JP-offentliggprelsesskrift nr. 26718/70)
til fraskillelse og udvinding af thiopeptin B fra dyrknings-
blandingen fremkommet ved dyrkning af en thiopeptin B-pro-
ducerende stamme tilhdrende slagten Streptomyces. Imidler-
tid er evnen af s&danne kendte oplgsningsmidler til at op-
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lgse nosiheptid for lille til, at der opnds en tilstrzkkelig
effekt.

P& baggrund af det ovenfor anfgrte er det formalet med
den foreliggende opfindelse at tilvejebringe en effektiv
metode til fraskillelse og udvinding af nosiheptid. Dette
formdl opfyldes ved en fremgangsmide til fraskillelse og
udvinding af nosiheptid, hvorved en dyrkningsblanding frem-
kommet ved dyrkning af en nosiheptidproducerende stamme
tilherende slzgten Streptomyces blandes med et ferste oples-
ningsmiddel, hvorefter en uopleselig del, der har mycelium
som hovedkomponent, fraskilles, hvilken fremgangsmade er
ejendommelig ved, at det forste oplgsningsmiddel er en cyc-
lisk ether, og at der efter fraskillelsen af den uopleselige
del tilsattes et andet oplegsningsmiddel, der er fuldstendig
oplgseligt i det forste oplesningsmiddel, men tungtopleseligt
eller uvopleseligt i vand, i en mzngde pd 0,05-0,5 gange Vvo-
lumenet af det ferste oplesningsmiddel, hvorefter det dannede
vandlag fraskilles, og nosiheptidet udvindes fra oplgsningen.
Opfindelsen beskrives detaljeret i det fplgende.

Streptomyces actuosus (NRRL 2954; ATTC 25421) tilhg-
rende slagten Streptomyces eller dens mutanter er kendte
som nosiheptidproducerende stammer.

Dyrkningsblandingen indeholdende nosiheptid fas ved
at dyrke en s&dan stamme ved f.eks. metoden, der er beskre-
vet i JP-offentliggprelsesskrift nr. 880/1965. Dyrknings-
blandingen indeholder kulhydrater, uorganiske salte, der
hidrgrer fra sammensatningen af fermenteringsmediet, myce-
lium, nosiheptid og lignende. Nosiheptid akkumuleres pa
overfladen af dette mycelium, der hovedsagelig er sammensat
af actinomyceter, der har en kompliceret overfladestruktur.

Ved fremgangsmaden ifelge opfindelsen blandes en
sadan dyrkningsblanding med en cyclisk ether (i det felgende
betegnet "den forste oplesningsmiddelbehandling").

Cycliske ethere omfatter tetrahydrofuran, dioxan og
lignende, og tetrahydrofuran foretrakkes.

Som dyrkningsblanding, der anvendes ved den fgrste
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oplgsningsmiddelbehandling, anvendes der enten dyrknings-

blanding underkastet en afvandingsbehandling ved hjzlp af

en mekanisk anordning, sésom en centrifugalseparator eller
et filter, eller den rad dyrkningsblanding uden afvandings-
behandling.

Det er vanskeligt at gennemfgre en afvandingsbehand-
ling af dyrkningsblandinger med mycelier, hvis overflade-
struktur er kompliceret, men den cycliske ether, der anven-
des ifplge opfindelsen, har en fremragende oplgsende virk-
ning p& nosiheptid, selv ndr der anvendes en ra dyrknings-
blanding med et hgjt fugtighedsindhold. Det er derfor gko-
nomisk fordelagtigt at anvende rad dyrkningsblanding ved gen-
nemfgrelsen af den fgrste oplgsningsmiddelbehandling.

Den anvendte mzncode af den cycliske ether, som anven-
des derved, afhanger af mzngden af vand og nosiheptid i
dvrkningsblandingen, og den velges generelt til O,5 til
5 gange, fortrinsvis 1,5 til 2,5 gange volumenet af dyrk-
ningsblandingen.

Den fgrste oplgsningsmiddelbehandling gennemfgres ge-
nerelt under anvendelse af en omrgringstank med et udlgb
for uvoplgseligt materiale i bunden. Behandlingstiden er sad-
vanligvis 0,5-3 timer, fortrinsvis 1-2 timer, og temperatu-
ren er sedvanligvis 5—80°C, fortrinsvis fra stuetempera-
tur til 60°C.

pH-vaerdien af dyrkningsblandingen, der anvendes ved
behandlingen, varierer afhangigt af dyrkningstilstanden.

Det foretrazkkes at indstille pH-verdien til 3~10, fortrins-
vis 5-7, ved behandlingen. Denne indstilling forhindrer
nosiheptid i at blive overfgrt til vandlaget og ggr udvin-
dingsgraden hgjere, ndr vandlaget fraskilles til fjernelse
af urenheder, hvilket beskrives nedenfor.

Efter den fgrste oplgsningsmiddelbehandling henstil-
les blandingen af dyrkningsblanding og oplgsningsmiddel, og
den deles i to dele, hvoraf den ene er en uoplgselig del in-

deholdende mycelium som hovedbestanddel, og den anden er
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klart oplgsningsmiddel indeholdende opl¢st nosiheptid (det-
te klare oplgsningsmiddel indeholder meget vand og beteg-
nes i det fglgende "det fgrste behandlings-oplgsningsmid-
del") . De to dele adskilles ved udledning af det udfazldede
uoplgselige materiale gennem udlgbet i bunden af omrgrings-
tanken.

Den ovenfor anfgrte behandling er sazdvanligvis til-
strakkelig i sig selv, da den cycliske ether anvendt ifgl-
ge opfindelsen har en hgj evne til oplgsning af nosihep-
tid, men det fraskilte uoplgselige materiale kan om forng-

dent behandles med cyclisk ether igen.

Efter denne behandling tilsazttes og iblandes et andet
oplesningsmiddel, som er oplgseligt i det forste behandlings-
oplgsningsmiddel, men tungtopleseligt eller uopleseligt i
vand, i det ferste behandlingsoplesningsmiddel til dannelse
af et lag af vand, som var oplest i det forste behandlings-
oplgsningsmiddel, og derefter fjernes det vandige lag.

Benzen, toluen, xylen, hexan, heptan eller cyclohexan
anvendes som vanduopleseligt oplgsningsmiddel. Den anvendte
mengde varierer afhzngigt af mzngden af vand i det forste
behandlingsoplesningsmiddel. Mzngden af i vand tungtoplese-
ligt eller uopleseligt oplesningsmiddel er 0,05-0,5 gange,
fortrinsvis 0,25-0,35 gange volumenet af det forste behand-
lings-oplgsningsmiddel. Nar mzngden af oplesningsmiddel
ligger under det ovenfor anforte omrade, er det ikke muligt
at fraskile hele mezngden af vand oplest i det ferste behand-
lings-oplesningsmiddel, og nar denne mzngde ligger over
dette omrade, udfzldes nosiheptid fra oplesningsmidlet.

Laget af vand, som var oplest i oplesningsmidlet,
kan dannes ved anvendelse af den navnte omreringstank, idet
man efter fraskillelse af uopleseligt materiale tilsztter
vanduopleseligt oplesningsmiddel og blander det i det forste
behandlings~oplesningsmiddel i omreringstanken ved samme
temperatur som ved den forste oplesningsmiddelbehandling i
1-10 minutter.

Ved fraskillelsen af vandlaget fraskilles urenheder,
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sdsom kulhydrater og uorganiske salte, som var oplest i det
ferste behandlings-oplesningsmiddel, sammen med vandet, og
der kan direkte udvindes et hejrenset nosiheptid fra oplegs-
ningen. P4 dette stadium vil 1idt nosiheptid kunne ga tabt
ved overfering til vandlaget, men dette kan forhindres effek-
tivt ved indstilling af pH-vardien af dyrkningsblandingen
anvendt ved den forste oplesningsmiddelbehandling inden for
det ovenfor beskrevne omrade.

Fra oplesningsmiddelblandingen udvindes nosiheptid
enten ved udfazldning af dette ved afdestillering af oples-
ningsmidlet og mekanisk udvinding eller ved udfzldning af
nosiheptid ved tilsztning af en tredie komponent til oples-
ningsmiddelblandingen, og det foretrzkkes som tredie kom-
ponent at anvende det samme oplesningsmiddel som ved fra-
skillelse af vandlaget.

Mazngden af oplesningsmiddel (den tredie komponent),
der kan anvendes til fraskillelse af nosiheptid, velges i
onradet 0,2-1,0 gange, fortrinsvis 0,4-0,6 gange volumenet
af oplesningsmiddelblandingen efter fraskillelse af vandla-
get.

Behandlingen gennemferes under de samme betingelser
som fraskillelsen af vand, dvs. oplesningsmidlet szttes til
omreringstanken efter fraskillelsen af vand.

Udvindingen af nosiheptid, der er udskilt fra oples-
ningsmiddelblandingen, kan let gennemfgres ved hjzlp af
centrifugalseparation eller filtrering.

Det sdledes udvundne nosiheptid indeholder undertiden
en lille mzngde tungmetaller, sasom Fe, Co, Ni, Cu og Mn.
Hvis det er nedvendigt at fjerne tungmetal, ber nosiheptid
opleses i1 et passende oplesningsmiddel og behandles med
aktivt kul, silicagel eller chelat-ionbytterharpiks.

Fraskillelsen af tungmetal kan ogsd foretages fra
oplesningsmiddelblandingen efter fraskillelse af vand.

Den foreliggende opfindelse ger det muligt at gen-
nemfore fraskillelsen og udvindingen af nosiheptid fra dyrk-
ningsblandingen pd en okonomisk effektiv made ved anvendelse
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af szrlige oplesningsmidler, hvilket udger et teknisk frem-
skridt ved fremstilling af nosiheptid.
Den foreliggende opfindelse illustreres i det felgende

eksempel.

Eksempel
En blandetank med et udlgb i bunden fyldes med 100

volumendele dyrkningsblanding fremkommet ved dyrkning af
Streptomyces actuosus og med 200 volumendele tetrahydrofu-
ran, og der blandes under omrgring ved en temberatur pa
60°C i 1 time.

Dyrkningsblandingen har fglgende sammensatning:

mycelium 7,5 vaegt-%
kulhydrater 2,0 vagt-%
uorganiske salte 0,5 vagt-%
nosiheptid 0,5 vagt-%
vand 89,5 vaegt-%

og den har en pH-verdi pd 5,6.

Der henstilles i 5 minutter til udfzldning af uoplg-
seligt materiale efter den ovenfor anfgrte blanding, og der-
efter udledes det uoplgselige materiale gennem udlgbet. Mzng-
den af uoplgseligt materiale er 75 volumendele, og mzngden af
det fgrste behandlings-oplgsningsmiddel (tetrahydrofuranoplgs-
ning) i tanken er 225 volumendele. Resultaterne af en vaske-
chromatografisk anaiyse viser, at oplgsningsmidlet indehol-
der 2,11 vagt-% nosiheptid (udbytte: 95 vagt-%).

Derefter sattes der 60 volumendele heptan til behol-
deren og blandes i 5 minutter, der henstilles i 10 minutter,
og det dannede nedre vandlag bortledes gennem udlgbet (mazng-
den af udledt vand er 60 volumendele, og der bliver 225 vo-
lumendele af oplesningsmiddelblandingen tilbage). Graden af
fjernelse af kulhydrater og uorganiske salte med denne ud-
ledning af vand er henholdsvis 95 og 99 vagt-%.

- Analyse af hver sammensztning til bestemmelse af den
ovenfor anforte fjernelsesgrad gennemfores pa felgende made.

Kulhydrater: Efter tilsaztning af vand filtreres op-
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lesningsmiddelblandingen til fraskillelse af udfzldet nosi-
heptid, og remanensen, der fias ved destillering og terring
af filtratet, opleses i vand. Efter tilsztning af farverea-
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genser mdles absorbansen.

Uorganiske salte: Der gennemfgres atomabsorptionsana-
lyse ved anvendelse af det fgrste behandlings-oplgsningsmid-

del.

Derefter sattes der igen 100 volumendele heptan til

tetrahydrofuranet efter fjernelsen af vandlaget og omrgres
i 5 minutter, og hele tankens indhold udledes og fgres til
en centrifugalseparator, hvorefter nosiheptid udvindes.

Der er kun spor af nosiheptid tilbage i det fraskil-
te oplgsningsmiddel, og renheden af det udvundne nosiheptid
er 95 vagt-% ifplge vaskechromatografisk analyse.

Referenceeksempel.

Oplgseligheden af nosiheptid i dyrkningsblandingen
anvendt i eksempel 1 i forskellige oplgsningsmidler som an-=
givet i tabel I er milt og angivet i tabel I.

Oplgseligheden er i overensstemmelse med "ministeriel
bestemmelse vedrgrende specifikation af foderkomponenter og

foderadditiver".

Tabel I
Oplgsningsmiddel Oplgselighed
ethanol meget tungtoplgseligt
isopropanol tungtoplgseligt
amylalkohol do.
toluen do.
chloroform do.
dichlormethan meget tungtoplgseligt
dichlorethan do.
ethylacetat do.
isobutylacetat do.
acetone tungtoplgseligt
methylisobutylketon do.
tetrahydrofuran oplgseligt
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PATENTZEXKRAV.

1. Fremgangsmade til fraskillelse og udvinding af
nosiheptid, hvorved en dyrkningsblanding fremkommet ved
dyrkning af en nosiheptid-producerende stamme tilhgrende
slazgten Streptomyces blandes med et forste oplesningsmiddel,
hvorefter en uoplgselig del, der har mycelium som hovedkom-
ponent, fraskilles, ken detegnet ved, at det forste
oplesningsmiddel er en cyclisk ether, og at der efter fra-
skillelsen af den uoplegselige del tilszttes et andet oples-
ningsmiddel, der er fuldstzndig opleseligt i det fegrste
oplesningsmiddel, men tungtopleseligt eller uopleseligt i
vand, i en m@&ngde pad 0,05-0,5 gange volumenet af det forste
oplgsningsmiddel, hvorefter det dannede vandlag fraskilles,
og nosiheptidet udvindes fra oplesningen.

2. Fremgangsmade ifelge krav 2, Xk endeteg -
net ved, at den cycliske ether er tetrahydrofuran.

3. Fremgangsmade ifelge krav 1 eller 2, kend e -
tegnet ved, at volumenet af det forste oplesningsmiddel
er 0,5-5 gange volumenet af dyrkningsblandingen.
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