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Ved en fremgangsmide til separation og isolering af nosi-
heptid sattes der vand, eventuelt indeholdende en syre,

til en oplgsning af nosiheptid sammensat af kulturmediet af
en nosiheptidproducerende stamme og et opl#sningsmiddel, dexr
er oplgseligt i vand, hvorefter nosiheptidet isoleres efter
fraskillelse af en fraktion, der er uvoplgselig 1 oplgsnings-
midlet og har mycelium som hovedbestanddel.

Herved fis nosiheptid i hg¢jt udbytte og med hgj renhed 1
form af relativt store partikler, der let kan fraskilles
ved f.eks. filtrering eller centrifugering.
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Den foreliggende opfindelse angar en szrlig frem-
gangsmade til udfzldning og isolering af nosiheptid, som er
et antibiotikum, og opfindelsen angar narmere bestemt en
fremgangsmade til udfzldning og isolering af nosiheptid fra
en garingsvaske.

‘ Nosiheptid, der ligeledes betegnes 9671 RP, er
et antibiotikum, der fremstilles ved dyrkning af en stam-
me tilhgrende slagten Streptomyces og er anvendeligt som
hjezlpestof ved fodring af dyr.

Det er kendt at fremstille nosiheptid ved dyrk-
ning af en nosiheptidproducerende stamme tilhgrende slag-
ten Streptomyces (jf. offentliggjort JP-patentansggning
nr. 880/1965 eller US patentskrift nr. 3.155.581). Til se-
paration og isolering af nosiheptid fra et kulturmedium
er der foresliet en metode, der bestdr i at anvende en
cyclisk ether som ekstraktions-oplgsningsmiddel (JP pa-
tentansegning nr. 121273/1983 eller EP patentansggning nr.
133079) eller at tilsztte et uorganisk salt efter behandlin-
gen med oplgsningsmiddel, men disse metoder er ikke tilfreds-
stillende.

Det er kendt at gennemfgre udfzldningen og isoleringen
af et antibiotikum fra et kulturmedium ved at blande kultur-
mediet med et oplgsningsmiddel, fraskille myceliet, der er
uoplgseligt i oplesningsmidlet, fjerne oplesningsmidlet ved
destillation ved opvarmning eller under formindsket tryk og
derefter fraskille de udfzldede partikler af antibiotikum
ved filtrering eller centrifugering. Denne fremgangsmdde er
ikke let at gennemfgre, og renheden af nosiheptidet er lav,
da partiklerne er meget sma.

Fra DK patentanseggning nr. 3261/84 kendes en frem-
gangsmdde til fremstilling af nosiheptid, hvorved en dyrk-
ningsblanding behandles med en cyclisk ether, f.eks. tetra-
hydrofuran. Efter fjernelse af mycelium tilszttes et andet
oplesningsmiddel som er tungtoplgseligt eller uoplegseligt i
vand, f.eks. heptan, hvorefter nosiheptid kan fracentrifuge-
res. Nosiheptid fas herved i hejt udbyttet og med hg¢j renhed
(95%) .



10

15

20

25

30

35

DK 164072 B

2

Det er en ulempe ved denne fremgangsmade, at det
fremstillede nosiheptid indeholder rester af det andet op-
lgsningsmiddel, f.eks. heptan, da det anvendes som hjzlpestof
ved fodring af dyr, og det derfor er at foretrazkke at have
en sa lav mengde oplesningsmiddel som muligt i produktet.

Det har nu ifglge opfindelsen vist sig, at der i
stedet for det andet oplesningsmiddel, f.eks. heptan kan
anvendes vand eller vand indeholdende en syre til udfzldning
af nosiheptid, hvilket er en stor fordel i forhold til den
ovenfor beskrevne fremgangsmade, da der herved, idet det
forste oplesningsmiddel, f.eks. tetrahydrofuran har et lavt
kogepunkt, undgas oplgsningsmiddelrester i nosiheptidproduk-
tet.

Opfindelsen angar sdledes en fremgangsmade til ud-
fzldning og isolering af nosiheptid, béstdende i, at et kul-
turmedium fremkommet ved dyrkning af en nosiheptidproduce-
rende stamme tilhgrende slzgten Streptomyces blandes med et
oplgsningsmiddel, der er opleseligt i vand, hvorefter en
fraktion, der er uoplgselig i oplesningsmidlet og har myce-
lium som hovedbestanddel fraskilles og nosiheptidet udfzldes
fra den fremkomne oplesning, hvilken fremgangsmdde er ejen-
dommelig ved, at der efter fraskillelsen af den uoplgselige
fraktion tilsazttes vand eller vand indeholdende en syre i
en m&ngde pa 0,3 til 2 volumener pr. volumen nosiheptidop-
legsning til oplesningen indeholdende nosiheptidet, idet,
ndr der anvendes vand indeholdende en syre, mzngden af syren
er sadan, at pH-vardien af den fremkomne oplgsning er mellem
3 og 7, fortrinsvis 5 og 6, hvorved nosiheptidet udfzldes,
og det saledes udfzldede nosiheptid fraskilles.

Kendte som nosiheptidproducerende stammer er
Streptomyces actuosus (NRRL 2954, ATCC 25421) og mutanter
deraf tilhgrende slagten Streptomyces. Kulturmediet inde-
holdende nosiheptid fas ved at dyrke en sidan stamme ved
fremgangsmaden, der er beskrevet i offentliggjort JP pa-
tentansggning nr. 880/1965 eller US patentskrift nr.
3.155.581. Fermenteringsmediet indeholder kulhydrater,
uorganiske salte, som hidrgrer fra sammensatningen af
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dyrkningsmediet, mycelium og nosiheptid. Nosiheptid akku-
muleres pa overfladen af myceliet, der hovedsageligt er
sammensat af actinomyceter med kompliceret overfladestruk-~

tur.
Ved fremgangsmiden ifglge opfindelsen blandes kultur-

mediet med et ople¢sningsmiddel. Oplegsningsmidlerne omfatter
ketoner, alkoholer og furanderivater, der er opleselige i
vand, og fortrinsvis acetone, methylethylketon, aliphatiske
alkoholer med mindre end 4 carbonatomer og tetrahydrofuran.

Som kulturmedium egnet til behandling med et op-
lgsningsmiddel kan der enten anvendes en fermenteringsvaske,
der er underkastet en mekanisk dehydratiseringsbehandling,
sédsom centrifugering eller filtrering, eller en ri fermen-
teringsvaske, der ikke er underkastet en dehydratiserings-—
behandling. Det er gkonomisk fordelagtigt at anvende en ra
fermenteringsvaske.

Den anvendte mangde oplgsningsmiddel afhanger af
oplgsningsmidlets natur og mengden af vand og nosiheptid
i fermenteringsmediet. NAir der f.eks. anvendes tetrahydro~
furan, acetone eller ethanol, er mengden i almindelighed mel-
lem 0,5 og 5 volumener, fortrinsvis mellem 1,5 og 2,5
volumener, i forhold til volumenet af kulturmediet.

Behandlingen med oplgsningsmiddel gennemfgres i
almindelighed i en beholder med omrgring, der har en an~
ordning i bunden til fjernelse af uoplgseligt materiale.
Behandlingstiden er i almindelighed mellem 0,5 og 3 timer,
fortrinsvis mellem 1 og 2 timer, og temperaturen er sadvan-

ligvis mellem 5 og 80°C, fortrinsvis mellem omgivelsestem-

- peratur og 60°C.

pH-Vardien af det ved behandlingen anvendte kultur-
medium afhanger af dyrkningsbetingelserne. pH-Vardien ind-
stilles fortrinsvis til mellem 3 og 10, iszr mellem 5 og 9,
ved behandlingen.

Efter behandlingen med et oplgsningsmiddel fra-
skilles en uoplgselig fraktion, der i det vasentlige be-
star af mycelium, fra kulturmediet og oplgsningsmidlet, s&-
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ledes at der fas en oplesning af nosiheptid.
Den ved fremgangsmiaden ifglge opfindelsen tilsatte
mzngde vand eller vand indeholdende en syre udger 0,3 til 2
gange volumenet af nosiheptidoplesningen og fortrinsvis 0;4
til 1 gange dette volumen. Separationen forlegber ikke be-
kvemt, hvis der tilszttes en for lille mzngde vand, og fil-
treringsegenskaberne bliver darlige, hvis der tilszttes for
meget vand.
Som syre anvendes der - enkeltvis eller i blanding
- en uorganisk syre, sasom svovlsyre, saltsyre eller sal-
petersyre, eller en organisk syre, sasom eddikesyre, i en
séddan mengde, at pH-vardien af oplgsningen er mellem 3 og
7, fortrinsvis mellem 5 og 6, nar vandet indeholdende en sy-
= sattes til oplgsningen. Nar pH-vardien er h¢j bliver ud-
feldningsgraden og den kemiske renhed af nosiheptid ringe.
Tilsztningen af vand eller vand indeholdende en
syre bgr ske gradvis under blanding og omr¢gring. I almin-
delighed tilsattes vandet eller vand indeholdende en syre
i lgbet af 0,1 til 5 timer, fortrinsvis 0,5 til 3 timer.
Maden, hvorpd vandet eller vand indeholdende en
syre tilsattes, pavirker nosiheptidets partikelstgrrelse
og renhed vasentligt. Hvis der f.eks. tilsattes 4 m3 vand
til 6 m>
med et nyttevolumen pa lo.m3 under anvendelse af en hgj
tilsatningshastighed (10-30 minutter, dvs. 0,4-0,13 m3/-
min.), fds der partikler pa under 0,14/um, hvis renhed
er mellem 85 og 90%. Ved gradvis og kontinuerlig tilsat-
ning (0,5-5 timer, dvs. 0,13-0,013 m3/min.) fas der deri-
mod partikler pa l-z/um, hvis renhed er 95-98%.

oplgsning indeholdende nosiheptid i en blander

Denne proces er sadvanligt anvendt ved fraskillelse
af krystaller, men den er aldrig blevet anvendt til amorfe
produkter som nosiheptid. Det har overraskende vist sig, at
nosiheptidpartiklerne, der udskilles fra oplesningen, fra-
skilles let ved centrifugering eller filtrering, da de har
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gode sedimentations- og filtreringsegenskaber.
opfindelsen illustreres ved de felgende eksempler.

Eksempel 1.
I en blander med en fzlde i bunden anbringes 100

volumendele af et dyrkningsmedium fremkommet ved dyrkning
af Streptomyces actuosus og 200 volumendele tetrahydrofu-
ran. Der omrgres i 1 time ved 60°C. Myceliet skilles der-
efter fra ekstrakten ved centrifugering. Ekstraktens volu-
men er 260 volumendele.

Dyrkningsmediet har fglgende sammensztning pa vagt-

basis:
mycelium 7,5%
kulhydrater 2,0%
uorganiske salte 0,5%
nosiheptid ) 0,5%
vand 89,5%

pH-verdien er 5,6.
En vaskechromatografisk analyse viser, at ekstrak-

ten indeholder 0,187 vagt-% nosiheptid (udbytte 90,0 vagt-%).

Der sattes derefter i lgbet af 1 time 150 volumen-
dele vand indeholdende 0,2 volumendele koncentreret svovl-
syre til blanderen indeholdende 200 volumendele af den o-
venfor anfgrte oplgsning, hvorefter blandingen filtreres
til fraskillelse af nosiheptid.

Ifplge vaskechromatografisk analyse er koncentra-
tionen af nosiheptid i filtratet 0,005 vagt-%.

Renheden af det sdledes isolerede nosiheptid er
98%, og udbyttet er 95%.
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Eksempel 2.

I en blander, der er identisk med den i eksempel
1 beskrevne, anbringes 100 volumendele af et kulturmedium,
og pH-vaerdien indstilles til 8,0 ved tilsatning af 10 vagt-%'s
natriumhydroxidoplgsning. Derefter tilsattes der 200 volu-
mendele acetone (i stedet for tetrahydrofuran). Der behand-
les som i eksempel 1. Volumenet af oplgsningen indeholdende
nosiheptid er 240 volumendele. En vaskechromatografisk ana-
lyse viser, at oplgsningen indeholder 0,193 vagt~% nosihep-
tid, og at fraskillelsesgraden er 85%.

Der szttes derefter i lgbet af 1 time, javnt og un-
der omrgring, 140 volumendele vand indeholdende 0,2 volumen-
dele koncentreret svovlsyre til blanderen indeholdende
200 volumendele af den ovenfor anfgrte oplgsning. Deref-
ter filtreres blandingen til fraskillelse af nosiheptid,
og dette udviser de samme karakteristika som nosiheptid
Iremstillet ifglge eksempel 1.

Koncentrationen af nosiheptid i filtratet er
0,008%.

Renheden af det isolerede nosiheptid er 98%, og
udbyttet er 92,5%.

Eksempel 3.

I en blander indeholdende 200 volumendele af en
oplgsning indeholdende nosiheptid, der er dannet ved blan-
ding af 100 volumendele fermenteringsvaske med 200 volu~-
mendele acetone og efterfglgende fraskillelse af uoplgse-
ligt materiale som i eksempel 2, sattes der i lgbet af 1
time, javnt og under omrgring, 300 volumendele vand. Nosi-
heptidet fraskilles pd samme m&de som i eksempel 1.

Koncentrationen af nosiheptid i filtratet er 0,007%.

Renheden af det isolerede nosiheptid er 97%, og
udbyttet er 91%.
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PATENTIEKRAUV.

Fremgangsmade til udfzldning og isolering af nosihep-
tid, bestdende i, at et kulturmedium fremkommet ved dyrkning
af en nosiheptidproducerende stamme tilhegrende slzgten Strep-
tomyces blandes med et oplesningsmiddel, der er opleseligt
i vand, hvorefter en fraktion, der er uople¢selig i oplgs-
ningsmidlet og har mycelium som hovedbestanddel fraskilles
og nosiheptidet udfzldes fra den fremkomne ople¢sning, k e n -
detegnet ved, at der efter fraskillelsen af den
uoplgselige fraktion tilszttes vand eller vand indeholdende
en syre i en mzngde pa 0,3 til 2 volumener pr. volumen nosi-
heptidoplesning til oplesningen indeholdende nosiheptidet,
idet, nar der anvendes vand indeholdende en syre, mangden
af syren er sadan, at pH-vzrdien af den fremkomne ople¢sning
er mellem 3 og 7, fortrinsvis mellem 5 og 6, hvorved nosi-
heptidet udfazldes, og det sdledes udfzldede nosiheptid fra-

skilles.
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