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Fremgangsmdte ved fremstilling av nye, antibiotisk aktive,
stabile og i vann tungt oppl¥selige bacitracinforbindelser.

Oppfinnelsen angdr en fremgangsmdte ved fremstilling
av nye, i vann tungt oppldselige bacitracinforbindelser som er bio-
logisk aktive, og som er egnet for forskjellige anvendelser, og
som samtidig utmerker sig ved god stabilitet.

Som bekjent er bacitracin et antibiotikum med karak-
ter av et polypeptid, som produseres av mikroorganismene Bacillus
subtilis og Bacillus licheniformis. Ogsi industriell fremstilling
av bacitracin 'kan skje ved dyrkning av disse mikroorganismer. Den
i vann lett oppléselige form av bacitracin er forholdsmessig lite
stabil og mister sin biologiske aktivitet, jfr. Lo.C. Craig et al.,
J.Biol.Chem. 199, 259, (1952). Av denne grunn overfdres bacitracin
i forskjellige salter som er lite oppl&selige i vann, og som er

meget mere stabile. Av disse salter anvendes hyppigst lite oppldse-
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lige komplekse tungmetallsalter, US patenter 3.025.216, 2.985.553
og 2.985.534, hvorav den best kjente er det komplekse zinksalt,

US patenter 2.809.892, 2.834.711 og 2.803.584. Disse salter er
imidlertid fremdeles sd vannoppléselige at de ikke kan utvinnes ved
direkte utfeldning av fortynnede oppldsninger, f.eks. fra fermen-
terte neringsmedier. Ved en Skonomisk fremstillingsmite av disse
salter er det derfor nddvendig at det fermenterte naiingsmedium

forst renses og derpd konsentreres.

Fra litteraturen (J.T. Garbutt, A.L. Morehouse og
A.M. Hansen i J.Agr. and Food Chem. 9 (1951), 285, J.M. Grass i
Drug & Cosm.Ind. 75 (1954), 612, G.G. Insheep i Ind.Eng.Chem. 43
(1951), 1488, US patenter nr. 2.457.887, 2.803.584 og 2.809.892)
er det altsd kjent at bacitracin danner i vann tungt oppldselige
komplekser med salter av toverdige metaller, som Mn, Fe, Co, Ni,
Cu, Zn og Cr, hvorav nogen er temmelig farvet og nogen endog bitre
(Al). Anvendelsen av komplekser med jern og mangan og s&rlig zink
har imidlertid vist sig vellykket. Dannelsen av bacitracinkomplek-
ser med disse metaller anvendes fortrinnsvis ved fremstilling av
dette antibiotikum pd grunn av at chelat-bacitracinbindingen med

di sse metaller virker stabiliserende.

Zinkkomplekset av bacitracin er godtatt siden 1953,
og anvendes i medisinen sivel som veterineert. Det har de fordeler
at medisiner inneholdende zink-bacitracin kan endog varmestabilise-
res pA grunn av zink-bacitracinets hdyere stabilitet, og pd grunn
av dets lavere oppldoselighet har det fordeler, f.eks. ved at det
oppldses langsomt i munnhulen ved behandling av inflammatoriske
lidelser, og dessuten er zinkbacitracin bare ca. 1/5 sid bittert

som bacitracin selv.

Zinkbacitracin anvendes derfor ogsad fortrinnsvis som
en dyrefortilsetning. Dets stabilitet gjor det mulig & nppnd hoye
utbytter ved fremstilling av teknisk bacitracin, og serlig slutt-
produktet kjennetegnes ved sin store lagringsdyktighet, idet det

ikke taper sin virkning selv efter 2 &rs lagring.

Zinkbenzyliden-bacitracin har de samme ford=laktige
egenskaper som zink-bacitracin, hvilket skyldes nerveeret av kom-
pleksbundet zink. P& grunn av bindingsvolumet av den frie amino-
syre med aldshyd oppviser det imidlertid en enda& lavere oppldselig-
het (ca. 1 pg/ml) enn zink-bacitracinets som er 2 stdrrelsesordener

hoyere. Det gir en Oket stabilitet, szrlig under fuktige forhold
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og ved Okedz temperaturer. Det er derfor nyttig som et teknisk pre-

parat for tilsetning til silofor og andre forstoffer.

Ulemp2r og mangler ved de kjente metoder overkommes
ifélge oppfinnelsen ved en fremgangsmdte ved fremstilling av nye,
antibiotisk aktive, stabile og i vann tungt oppldselige bacitracin-
forbindelser, ved feldning fra en vandig bacitracinoppl&sning i pH-
omréddet 6,0 - 9,5, fortrinnsvis 7,0 - 8,0 med et oppldselig salt av

zink, mangan, nikkel, cobolt eller jern, idet fellingen ut-

fores i nerver av furfural, benzaldehyd eller salicylaldehyd.

Under de nevnte betingelser skjer endog fra meget for-
tynnede bacitracinoppldsninger en praktisk talt kvantitativ utskil-
lelse av forbindelsen med det anvendte aldehyd i form av et kompleks-
salt med det anvendte metall. De erholdte komplekser er i alminne-
lighet meget lite opploselige i vann. Deres antibiotiske aktivitet
tilsvarer aktiviteten av det bundne bacitracin. I surt pH-omrdde er

kompleksene oppldselige, idet de spaltes i utgangskomponentene.

D2 nevnte nye komplekser kan anvendes til dkonomisk og
teknisk lite krevende utvinnelse av bacitracin fra store volum for-
tynnede, vandige oppldsninger. Kompleksene kan allerede direkte
tjene til forskjellige tekniske formdl, eksempelvis til isolering av
bacitracin, som fbrmiddeltilsetning eller som utgangsmateriale ved

fremstilling av dnskede bacitracinformer.

. Hvis man opparbeidesr den komplekse bacitracinforbin-
delse ved spaltning i surt medium, kan det frigjorte aldehyd gjen-

vinnes.

Eksempel 1

Fermenterte media ved industriell dyrkning a’ produk-
sjonsmikroorganismen Bacillus licheniformis blev efter innstilling
av pH pd 3,0 befridd for biomassen ved sentrifugering, og den er-
holdte klare weske blev innstillet pA pd 5,5 med en natriumhydroxyd-
opplésning. Den biologiske aktivitet utgjorde 180 2/ml. 5 liter
av denne veeske blev tilsatt 15 g friskt destillert furfural og 5 g
zinksulfat. Efter opplosning av tilsetningene blev pH-verdien av
reaksjonsblandingen innstillet pa& 7,6. Efter 45 minutters omrdring
blev det utskilte produkt avsuget og vasket med 1litt vann. Efter
tdrring fikk man 21 g av et grdlig pulver hvis aktivitet, malt ef-
ter oppldsning i en sitronsyreoppldsning, utgjorde 38,9 E/mg, hvil-

ket tilsvarer et utbytte pad 90,7 %, beregnet pd virkestoffinnholdet
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i det filtrerte gjeringsmedium. Den pd biologisk vis bestemte akti-
vitet av morluten utgjorde 9,6 B/ml, dvs. 5,3 %. Zinkinnholdet av
preparatet utgjorde 6,21 %.

Eksempel 2

5 liter av wesken anvendt i eksempel 1 blev ved en pH
pd& 5,5 under omrdring tilsatt 16 g benzaldehyd og 3 g zinksulfat.
Efter innstilling av pH-verdien p& 7,8 og efter 45 minutters omrdr-
ing, blev det utskilte, uoppldselige kompleks avsuget, derpd vasket
£f5rst med 250 ml vann og derpd med 100 ml aceton og tdrret i vakuum.
Utbyttet var 20,5 g av et svakt gullig pulver hvis aktivitet, mdlt
efter oppl8sning i en sitronsyreoppldsning, utgjorde 42 E/mg, hvil-
ket tilsvarte et utbytte pd 95,6 %, beregnet pd virkestoffinnholdet
"av den filtrexte gjeringsveske. I morluten blev der funnet 4,5
B/ml, dvs. 2,5 %. Zinkinnholdet av preparatet utgjorde 4,9 %. -

‘BEksempel 3

2,5 liter av veesken anvendt i eksempel 1 blev ved en
pH pd 5,5 tilsatt 100 ml av en 2,5 %-ig zinksulfatoppldsning og 7 g
salicylaldehyd. Under omrdring blev pH-verdien innstillet pd 7,4,
og efter 30 minutter blev det utskilte, uoppldselige kompleks avsu-
get og vasket med 150 ml vann og 150 ml aceton. Utbyttet var 11,2 g
av et gullig pulver med en biologisk aktivitet pid 40 EB/mg, hvilket
tilsvarte et praktisk talt kvantitativt utbytte. I morluten kunne
ingen biologisk aktivitet pdvises mer. Zinkinnholdet i preparatet

‘utgjorde 4,1 %.
Patentkrayv

Fremgangsmite ved fremstilling av nye, antibiotisk
aktive, stabile og i vann tungt oppldselige bacitracinforbindelser,
ved felning fra en vandig bacitracinoppldsning i pH-omrddet 6,0 -
9,5, fortrinnsvis 7,0 - 8,0pmed et oppldselig salt av zink, mangan,
bnikkel, cobolt eller jern, karakterisert ved
at felningen utfores i nerver av furfural, benzaldehyd eller sali-

cylaldehyd.
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