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Ved fremgangsmiden behandles hel indhgstet fermenteringsmask
indeholdende antibiotikum s&som avoparcin, BM123, BM123y, gen~
tamycin, streptomycin eller necmycin, med sterk syre ved pH
1,9~2,3, filtreres (eventuelt under tilsaztning af filterhjzl-
pemiddel) til fraskillelse af faste stoffer, isar mycelier,
eventuelt under vask af filterkagen med vand, idet vaskevan—
det kombineres med det antibiotikumholdige filtrat, og den
syrnede blanding tilsattes et selektivt adsorberingsmiddel s&-
som S:loz/ugo2 (2,2:1-6,5:1) eller aktivt kul, fortrinsvis med
en partikelstgrrelse pd 2-15 pnm, der filtreres, vaskes med
vand og indstilles til pH 1-3, hvorpi det for mgrkfarvede or-
ganiske derivater (dannet under fermenteringen) befriede fil-
trat behandles med en vandig opldsning indeholdende 10-20% af
et alkalimetalalkylsulfat, idet suspensionen koncentreres til
fraskillelse af udfaldede faststoffer indeholdende antibioti-
kum/alkylsulfatkompleks, som derpid behandles med vandig ammo-
niak til pH 7-9 og dernast terres til dannelse af et stabilt
antibiotikum/alkylsulfatkompleks med hg¢j antibiotikaaktivitet

fortsattes



3726-83

pd mellem 34 og 45%.

Ved fremgangsmiden fids et hgjaktivt, myceliefrit antibiotisk
alkylsulfatkompleks i det vasentlige befriet for mgrkfarvede
o:géniske derivater frembragt under den antibiotiske fermente-
ring, og som er sarlig velegnet til brug i dyrefodere p3d grund
af kraftigt forgget aktivitet under nasten kvantitativ udvin-
ding af antibiotiket i hensigtsmassig form (pulver) til
indarbejdning i fodere og isar foderkoncentrater.
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Den foreliggende opfindelse angar en fremgangsmade
til fremstilling af et hejaktivt, myceliefrit avoparcin-
-alkylsulfat-kompleks.

Avoparcin er et vigtigt antibiotikum pa markedet,
der anvendes til foder til kedproducerende dyr for at frem-
skynde deres vakstrate. Dette antibiotikum fremstilles i
reglen ved en fermenteringsproces og bestar i det vaesentlige
af to vandopleselige glycopeptider, der herefter omtales
som o~ og B-komponenten i avoparcin. Disse komponenter er
omtalt i felgende publicationer: W.J. McGahren m.fl., Struc-
ture of Avoparcin Components, Journal of the American Chemi-
cal Society, 102, 1671 (1980), og Avoparcin, Journal of the
American Chemical Society, 101, 2237 (1979).

Avoparcins struktur (AV290) er vist i fig. I nedenfor.

'a-Komponenten har den i fig. I viste konfiguration, hvor R'

og R begge er hydrogen. I pB-komponenten er R' hydrogen,
medens R er chlor.
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Nar avoparcin (antibiotikum i fig. I) anvendes som

_tilskud til et dyrefoder, indgives det i reglen til dyrene,

i eller sammen med foderet, i form af et alkylsulfatkompleks
associeret med de tgrrede faststoffer fra hele den hgstede
masse, hvori det er produceret. I praksis er dette produkt
opndet- ved en fremgangsmdde, der omfatter (1) syrning af
hele den hgstede masse fra fermenteringsprocessen indehol-
dende avoparcin, (2) behandling af hele den syrnede hgstmasse
med filterhjzlp og alkalimetalalkylsulfat, (3) filtrering af
den sdledes behandlede syrnede masse og (4) terring af det
udvundne faststof, der bestar af: Avoparcin--alkylsulfat-
kompleks, filterhjzlp, mycelier og andre uoplgselige fer-
menteringsstoffer. Selv om det saledes fremstillede produkt
har veret anvendt effektivt til fremskyndelse af vakstraten
for dyr i nasten 10 ar, uden at der har varet rapporteret
ugnskede bivirkninger eller toksicitetsproblemer, begranser
den forholdsvis lave aktivitet af dette myceliumholdige
produkt i en vis udstrazkning salget af dette antibiotikum
og de fysiske former, hvori det kan indgives. Der er derfor:
iverksat et ret omfattende forskningsprogram for at udvikle
en praktisk og kommercielt lgnnende fremgangsmade til frem-
stilling af hejaktivt, myceliefrit avoparcin.

Selv om teknikken antyder, at avoparcin-alkylsulfat-
-komplekser kan fas i en fardig form fri for mycelier, er
de kendte metoder desvaerre ikke helt tilfredsstillende, nar
de anvendes i industriel malestok til fremstilling af den
kvantitet avoparcin-alkylsulfat-kompleks, der er nedvendig
inden for den kedproducerende industri. De begraznses af
lanée filtreringsperioder og et betydeligt energi- og/eller
brandstofforbrug, som er ngdvendigt for at opna den grad af
torring, der er nedvendig for at fa tert, stabilt produkt.
Yderligere lader den fysiske form og udseendet af det avopar-
cin-alkylsulfat-kompleks, der produceres i stor malestok,
noget tilbage at ¢gnske.

Det har nu overraskende vist sig, at der under den
fermenteringsproces, hvorunder antibiotiket avoparcin dannes,
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ogsa produceres mgrkfarvede, organiske derivater, der synes
at vare den primzre kilde til de ovennavnte problemer. De
hzmmer filtrering, forarsager dannelse af tjzrelignende
agglomerater i avoparcin-alkylsulfat-bundfaldet og hindrer
tegrring af det produkt, der skal udvindes.

Det er derfor opfindelsens formdl at tilvejebringe
en fremgangsmdde til fremstilling af et hgjaktivt, mycelie-
frit avoparcin-alkylsulfat-kompleks, som er praktisk taget
frit for merkfarvede, organiske derivater, som er dannet
under avoparcinfermentering.

Disse onskede resultater opnds ved den her omhandlede
fremgangsmade, som er ejendommelig ved, at den omfatter
felgende trin:

(a) fremstilling af en fermenteringsvaske ved syrning
af hele den hestede mesk til en pH-verdi pa 1,9-2,3 med en
pharmakologisk acceptabel syre og filtrering af den syrnede
mesk til opndelse af et syrefiltrat, som er praktisk taget
frit for mycelier og uoplgselige fermenteringsstoffer,

(b) tilsztning til det myceliefri syrefiltrat af 5-
-50 g/liter .adsorberende faststoffer, som er enten et magne-
sium-siliciumoxid-materiale med et forhold SiO,:MgO pa mellem
2,2:1 og 6,5:1 eller aktivt kul,

(c) omrgring af den saledes dannede blanding i 15-45
minutter og fraskillelse af de adsorberende faststoffer og
merkfarvede, organiske derivater fra det avoparcinholdige
syrefiltrat,

(d) tilsztning til det syrnede filtrat, hvorfra de
adsorberende faststoffer og de merkfarvede, organiske deri-
vater er fjernet, af et kompleksdannende middel valgt blandt
forbindelser med formlen: CH3-(CH,),-0-SO0,-OM, hvor n er et
helt tal fra 9 til 17, og M er natrium eller kalium, eller
blandinger deraf i en mazngde pa 0,5-1,5 g kompleksdannende
middel pr. 1 g avoparcin,

(e) koncentrering af faststofferne i den med alkali-
metalalkylsulfat behandlede, syrnede vaske og fraskillelse
af brugt vaeske fra faststofferne, der indeholder avoparcin-



10

15

20

25

30

35

DK 166328 B

-alkylsulfat-komplekset,

(f) behandling af de avoparcinholdige faststoffer
med vandig ammoniak til indstilling af deres pH-vardi pa 6,5-
-9,0 og derefter teorring af den fremkomne blanding til ud-
vinding af det hgjaktive, myceliefri avoparcin-alkylsulfat-

-kompleks, som er praktisk taget frit for merkfarvede, or-
ganiske derivater, som er dannet under avoparcinfermenterin-
gen.

Fremgangsmaden indebazrer den yderligere fordel, at
den lange filtreringsperiode, der normalt er pakravet for
at udvinde avoparcinkomplekset, nedszttes, og den kraver
kun et minimalt forbrug af energi og/eller brazndstof til
torring af det ¢nskede produkt.

Ved fremgangsmdden ifplge opfindelsen syrnes hele
den hgstede fermenteringsmzsk indeholdende det i ovenstéende
fig. I viste antibiotikum.

Hele den hgstede fermenteringsmask behandles med en
passende mineralsyre, fortrinsvis svovlsyre, til en pH-verdi
i intervallet 1,9-2,3, fortrinsvis 2,1-2,3. Andre egnede
mineralsyrer er phosphorsyre og saltsyre. Den syrnede mask
filtreres derefter pa en egnet made, f.eks. med et roterende
vakuumfilter. Der kan tilsazttes en smule gangs filterhjzlp,
sdsom diatoméjord, til den syrnede mask for at lette filtre-
ring, men dette er hverken vigtigt eller szrlig onskeligt
ved den foretrukne fremgangsmade ifelge opfindelsen som
beskrevet heri. Filtratet fra denne behandling indeholder
storste delen af avoparcinet fra den syrnede mask og ledes
til en opbevaringsbeholder til yderligere oparbejdning og
udvinding.

Faststofferne fra denne filtrering kaldes den primere
kage. Faststofferne indeholder faktisk alle de uoplgselige
stoffer i fermenteringsmzsken og mindre me&ngder tilbageholdt
avoparcin. For at udvinde dette residualavoparcin opslzmmes
den primzre kage i vand og behandles med mineralsyre, for-
trinsvis svovlsyre, til indstilling af opslamningens pH-
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-verdi pa mellem 2,1 og 2,3. Derefter filtreres opslamningen

' pa passende made, sasom med et roterende vakuumfilter. Fil-

tratet fra denne behandling kombineres med syrefiltratet
fra den indledende filtrering, og faststofferne derfra, der
indeholder de mycelier, der er dannet under avoparcinfer-
menteringen, kasseres som opbrugt kage.

Til det kombinerede syrefiltrat, der indeholder avo-
parcin og opleselige, merkfarvede, organiske derivater, der
er dannet under fermenteringen, szttes et starkt selektivt
adsorberende, uorganisk faststof. Dette kan vare attapulgit,
magnesiumtrisilicat eller et syntetisk, hydratiseret magne-
sium-siliciumoxid-materiale, der forhandles som "Celkate
m-21" af Johns Manville. Disse adsorptionsmidler har et
forhold mellem SiO, og MgO pa mellem 2,2:1 og 6,5:1 og en
gennemsnitlig partikelsterrelse i intervallet ffa 2 til 15
ym, fortrinsvis 2,9-10 pum.

Alternativt kan der anvendes en passende kvalitet
aktivt kul som adsorptionsmiddel. De foretrukne adsorptions-
midler er dog attapulgitler, magnesiumtrisilicat og et synte-
tisk, hydratiseret magnesium-siliciumoxid-materiale. Den
mengde, der tilszttes, ligger i intervallet 5-50 g, fortrins-
vis 7,5-40 g, adsorptionsmiddel pr. liter syrefiltrat fra
maesken.

Blandingen af syrefiltrat og adsorptionsmiddel omrgres
i 15-45 minutter, fortrinsvis ca. 30 minutter, sdledes at
der kan forega en selektiv adsorption af de mgrkfarvede,
organiske derivater (dvs. de organiske, mgrkfarvede legemer,
der forarsager, at der dannes tjzrelignende agglomerater i
avoparcin-alkylsulfat-bundfaldet) ved hjelp af adsorptions-
midlet. Om ngdvendigt kan der szttes mineralsyre, fortrinsvis
svovlsyre, til den behandlede syrefiltratblanding for at.
holde dennes pH-vardi mellem 1,9 og 2,3, fortrinsvis ca. 2,0.

Efter zldning filtreres blandingen, vaskes med syrnet
vand (pH 2,0), og faststofferne, der indeholder det brugte
adsorptionsmiddellog organiske, tjerelignende komponenter
kasseres fra systemet. T praksis kan de brugte faststoffer
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kasseres som spild, eller de kan behandles med vandig am-
moniak for at oplgse de megrkfarvede, organiske derivater og
genvinde adsorptionsmidlet til recirkulation.

Syrefiltratet, der er frit for mycelier og merkfar-
vede, organiske derivater, afkeles derefter til en temperatur
mellem 5 og 15°C, fortrinsvis til 10-12°C. En vandig oplgs-
ning indeholdende 10-20, fortrinsvis 14-15, vagt% alkali-
metalalkylsulfat af kommerciel renhed szttes langsomt til
filtratet, og den saledes dannede blanding far lov at =zldes
under omrgring i 0,5-1,5 time. Under ®ldningsprocessen far
alkalimetalalkylsulfat-syrefiltrat-blandingen lov at varme
op til ca. 20°C. Derefter far faststofferne lov at bundfzldes
i blandingen, og spildva&sken fjernes ved dekantering eller
pa anden gzngs made.

Den mzngde alkalimetalalkylsulfat, der sazttes til
det avoparcinholdige syrefiltrat, ligger i intervallet fra
0,50 til 1,5 g, fortrinsvis fra 0,7 til 0,9 g, alkalimetal-
alkylsulfat pr. g avoparcin.

De alkalimetalalkylsulfater, der kan anvendes ved
fremgangsmaden ifelge opfindelsen, kan gengives ved fglgende

formel
CH3~-(CHgy) ,~0-S05-OM

hvor n er et helt tal fra 9 til 17, og M er natrium eller
kalium. Typisk er sadanne alkalimetalalkylsulfater, der kan
anvendes, f.eks. natriumdecylsulfat, kaliumhendecylsulfat,
natriumlaurylsulfat, kaliumtridecylsulfat, natriummyristyl-
sulfat, kaliumpentadecylsulfat, natriumcetylsulfat, kalium-
heptadecylsulfat og natriumoctadecylsulfat. Blandinger af
alkalimetalalkylsulfater kan ogsd anvendes, f.eks. en blan-
ding af natriumhendecylsulfat og kaliumoctadecylsulfat, en
blanding af kaliumdecylsulfat og natriumtridecylsulfat eller -
af kaliummyristylsulfat og natriumpentadecylsulfat. Nar der
anvéndes blandinger af alkalimetalalkylsulfater, fas en
tilsvarende blénding af avoparcin-alkylsulfat-komplekser.
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Det bundfzldede salt fra ovennzvnte behandling inde-
holdende avoparcin-alkylsulfat-komplekset neutraliseres med
vandig ammoniak, og det neutraliserede slam te¢rres pa gangs
made, f.eks. ved sprejte- eller fryseterring, hvorved man
far produktet. Produktet har en antibiotisk aktivitet mellem
31 og 45% og er 300-400% kraftigere end biomasse indeholdende
avoparcinprodukter og har en 100-200% stegrre aktivitet end
avoparcin-alkylsulfat-komplekser, der er fremstillet ved
fremgangsmader, der ikke serger for fjernelse af de mgrk-
farvede, organiske derivater fra avoparcinmeskens syrefil-
trater for behandling med et alkalimetalalkylsulfat.
Fremgangsmadden ifplge opfindelsen er belyst grafisk

ved det nedenfor i fig. II viste arbejdsdiagram.
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Fig. IT
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Oopfindelsen vil i det felgende blive nazrmere forklaret '

ved hjzlp af eksempler.

Eksempel 1
Fezldning af avoparcin-natriumlaurylsulfat-kompleks ud fra

syrefiltratet fra masken

En razkke produktionsfermenteringsmeske indeholdende
antibiotiket avoparcin indstilles pa pH 2,0-2,3 med 98%'s
svovlsyre og filtreres ved hjzlp af et med "Dicalite®r i
forvejen dzkket Biichner-filter. En vandig 14%'s oplesning
af natriumlaurylsulfat szttes langsomt til en preve pa 1
liter af syrefiitratet. P4 tidlige stadier af tilsztningen
dannes et fint, gelatingst bundfald, der er praktisk taget
umuligt at fraskille bade ved filtrering og centrifugering;
Fraskillelse kan kun ske ved filtrering ved hjzlp af et alt
for stort niveau filterhjzlp. Efterhanden som udfzldningen
af avoparcin-laurylsulfat-komplekset nermer'sig et niveau
pad 90%, begynder partiklerne endvidere at agglomerere og fa
en tjzrelignende konsistens. N&ar udfzldningen er pa over.
ca. 90%, flokkulerer partiklerne ved yderligere tilsztning
af natriumlaurylsulfat og agglomererer til store, halvfly-
dende, tjzrelignende klumper. Der findes ingen tilfredsstil-
lende metode til fraskillelse af laurylsulfatkomplekset fra
disse tjerelignende KkKlumper.

i Eksempel 2
Fzldning af avoparcin-laurylsulfat-kompleks ud fra meskens

syrefiltrat i nerver af calciumcarbonat
Fremgangsmaden i eksempel 1 gentages, bortset fra at

der anvendes prgver pa 3-5 liter filtrat fra syrnet mesk,
og at der sazttes 15-20 g CaCO3 til mzskens syrefiltrat med
pH 2. Delvis oplegsning af CaCO; indtrzder, og oplesningens
pH foregges til 4,1-4,3. Blandingens pH genindstilles pa 2-

-2,1 med svovlsyre. Der indtrader fuldstzndig oplesning, og
calciumsulfat begynder at udfzldes temmelig langsomt ved -
#ldning. Der szttes en vandig 14%'s natriumlaurylsulfatop-
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lgsning til hver preve, og der iagttages co-udfzldning af
calciumsulfat og avoparcin-laurylsulfat i hver preve. Til
at begynde med viser bundfaldet sig at vare homogent i hver
preve, og alle udviser gode filtreringsegenskaber. Imidlertid
viser det sig, at alle opslamninger, nar de zldes i 30 minut-
ter, begynder at adskilles. Antibiotikumkomplekset i hver
prgve agglomererer og adskilles i tjezrelignende klumper,
hvorfra komplekset ikke kan udvindes med lethed.

Eksempel 3
Feldning af avoparcin-laurylsul fat-kompleks ud fra filtrat

fra syrnet mesk i nerver af calciumhydroxid

Fremgangsmiaden i eksempel 1 gentages igen, bortset
fra at der anvendes prever pd 3-5 liter filtrat fra syrnet
mesk, og at der sattes Ca(OH), til meskens filtrat med pH
2. Filtratprever fra syrnet mask behandles med en 203's
vandig kalkopslazmning og indstilles pad pH 7-9 hermed. Der-
efter tilsazttes en 14%'s natriumlaurylsulfatoplgsning, og
pH indstilles meget langsomt pa 2,0 ved tilsztning af 98%'s
svovlsyre. Der dannes et bundfald indeholdende avoparcin-
~laurylsulfat-komplekset, der er homogent og til at begynde
med let at filtrere. Som i det foregdende eksempel indtrader
der imidlertid udskillelse af komplekset i form af en tjzre,
nar blandingen henstar i kort tid, dvs. ca. 30 minutter.
Produktet udvindes og analyseres for antibiotikumaktivitet.
Det viser sig, at produktet har en aktivitet i intervallet

17-22%. De opnadede data er anfegrt nedenfor.
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Forseg nr. 1 2 3 4 Gen.sn.

Antibiotikumaktivi-
tet i syrnet mask-
filtrat (gram/liter) 13,64 12,00 10,45 10,45 11,64

g SLSl/g avoparcin
i behandlet syre- .
filtrat 0,69 0,82 1,0 1,0 0,88

$ effektivitet?

Behandl. filtrat/-
sprojtetsrret
produkt 98,8 96,9 102,9 93,8 98,1

I alt 90,0 91,1 98,0 87,6 91,8

Antibiotikumaktivi-
tet i sprejteterret
produkt (% pa basis
af terstofindhold) 21,68 20,6 18,7 17,45 19,6

1 SLS = natriumlaurylsulfat.

2 Antibiotikumaktivitet overfert fra filtrat til terprodukt.

Nar disse data sammenlignes med data opnaet ved frem-
gangsmdden ifglge den foreliggende opfindelse, dvs. neden-
stéende'eksempler 7-9, fremgar det, at fremgangsmaden ifglge
opfindelsen giver et produkt med en 100-200%'s forbedring
med hensyn til aktiviteten af det udvundne avoparcin-lauryl-
sulfat-kompleks i forhold til den, der opnas ved ovennavnte
behandling. '

Eksempel 4
Feldning af avoparcin-laurylsulfat-kompleks fra syrnet mesk-
filtrat i nerver af en rzkke forskellige, findelte, faste

adsorptionsmidler
Ved disse forseg filtreres hele den hgstede, syrnede

fermenteringsmask indeholdende antibiotiket avoparcin, myce-
lier og alle de komponenter, der fremkommer ved fermente-
ringsprocessen. Syrefiltratet opdeles derefter i prever med
ens volumen, og de enkelte prever behandles med 50 g/liter
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findelt, fast attapulgit, bentonit, montmorillonit, pulve-
riseret cellulose, magnesiumtrisilicat eller et syntetisk,
hydratiseret magnesium-siliciumoxid-materiale og en sadan
mengde vandig oplesning indeholdende 14 vegt% natriumlauryl-
sulfat, at der fas 1,0 g natriumlaurylsulfat pr. g avoparcin-

‘antibiotikum malt i filtratet fra den syrnede mask. Blan-

dingerne omrpgres i 30 minutter, saledes at avoparcin-lauryl-
sulfatet far lov at dannes og derefter at bundfzldes. I
alle tilfzlde iagttages, at der dannes mgrkebrune, tjerelig-
nende agglomerater i hvert af de udfzldede faststoffer. Som
felge heraf er alle behandlinger utilfredsstillende.

Eksempel 5
Fremstilling af avoparcin-laurylsul fat-kompleks ud fra syrnet

meskfiltrat forudbehandlet med en rzkke forskellige, fin-
delte, faste adsorptionsmidler

Ved disse forseg filtreres hele den hestede, syrnede
fermenteringsmesk indeholdende avoparcin-antibiotikum, myce-

lier og alle de komponenter, der udvikles under fermente-
ringsprocessen. Syrefiltratet opdeles derefter i prever af
lige stort volumen, og de enkelte prever behandles med 50
g/liter findelt, fast attapulgit, bentonit, montmorillonit,
pulveriseret cellulose, magnesiumtrisilicat eller syntetisk
magnesium—siliciumoxid-materiale. Hver af blandingerne om-
rores i 30 minutter og filtreres derpa. Faststofferne fra
hver blanding udvindes, og farven underseges.

Ved denne bedgmmelsé far adsorptionsmidler, der ad-
sorberer betydelige mzngder af de tjeredannende komponenter
fra den syrnede mesks filtrat, en merkebrun farve. Nar disse
midler vaskes med vandig ammoniak, oplgses de adsorberede
tjzredannende komponenter ligeledes af vaskeoplesningen,
hvilket giver denne en mgrkebrun farve og far det faste
adsorptionsmiddel til at genantage sit naturlige udseende.

Ved disse forseg observeres det, at der sker en meget
betydelig reduktion af farven pa de filtrater af syrnet
mzsk, der er behandlet med attapulgit, magnesiumtrisilicat
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og syntetisk, hydratiseret magnesium-siliciumoxid-middel.
Der sker imidlertid ingen afggrende @ndring af farven pa de
filtratet af syrnet mask, der er blevet behandlet med ben-
tonit, montmorillonit eller pulveriseret cellulose.

Endvidere er genvundet attapulgit, magnesiumtrisilicat
og de syntetiske, hydratiserede magnesium-siliciumoxid-mate-
rialer fra ovennavnte behandlinger merkebrune, medens gen-
vundet bentonit, montmorillonit og pulveriseret cellulose
fra disse behandlinger praktisk taget har uzndret, naturlig
farve. Det viser sig sdledes overraskende, at attapulgit,
magnesiumtrisilicat og det anvendte, syntetiske, hydratise-
rede magnesium-siliciumoxid-materiale er starkt selektive
som adsorptionsmidler til de tjzredannende bestanddele, der
findes i den hgstede, syrnede antibiotikumfermenteringshel-
mask.

Portioner af hvert af de som ovenfor behandlede fil-
trater fra syrnet mask behandles derpa med en vandig oples-
ning indeholdende 14 vagt% natriumlaurylsulfat. Der tilszttes
nok natriumlaurylsulfatoplesning til hver preve til at give
1,0 g sulfat pr. g avoparcinantibiotikum, malt i filtrater
fra den syrnede nask.

De udfzldede faststoffer i hvert af filtraterne fra
den syrnede ma&sk forudbehandlet med attapulgit, magnesium-
trisilicat eller syntetisk, hydratiseret magnesium-silicium-
oxid-materiale er flgdefarvede, og der findes intet tegn pa

agglomerering eller tjzredannelse i de udfzldede avoparcin-
-laurylsulfat-komplekser. Imidlertid giver de filtrater fra
syrnet mzsk, der er forudbehandlet med bentonit, pulveriseret
cellulose eller montmorillonit, chokoladebrune bundfald
indeholdende tjzrelignende agglomerater.

Fra ovennzvnte data kan det ses, at attapulgit, magne-
siumtrisilicat og syntetisk, hydratiseret magnesium-silicium-
oxid-materiale er overraskende effektive, selektive adsorp-
tionsmidler for organiske, tjzredannende komponenter i hgs-
tet, syrnet antibiotikumfermenteringshelmzsk, og at benfonit,
montmorillonit og pulveriseret cellulose ikke er selektive
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_ Ud fra de nedenfor anferte data fremgar det ogsa, at
forholdet mellem Si0, og MgO i de selektive adsorptionsmidler

ligger fra 2,2:1 til 6,5:1,

hvorimod de ikke-selektive,

ineffektive adsorptionsmidler har et forhold mellem SiO; og
MgO pa 16,4:1 eller endnu hgjere.

Kemisk sammensztning af selektive og ikke-selektive adsorptionsmidler

% Synt., hydrati- Magnesi- Montmo-
sammensatning seret magnesium- Attapul- umtrisi- Bento- T illo-
som siliciumoxid-mat. git licat nit nit
Si0y 65,5 68,0 68,5 64,17 68,96
Mg0 14,9 10,5 31,5 3,90 1,33
Al,04 4,0 12,0 - 17,14 11,67
Ca0 0,4 1,7 - 1,48 1,47
FepO3 1,1 5,0 - 4,81 6,28
Andre 14,1 2,8 - - -
Forhold $i09:Mg0 4,4:1 6,5:1 2,2:1 16,4:1 45,0:1

Signifikante fysiske egenskaber hos attapulgit og syntetisk, hydratiseret

maznesium-siliciumoxid-materiale.

der kan anvendes som selektive adsorp-

tionsmidler til tjzredannende komponenter i filtrater fra syrpnede avoparcin-

maske

: Syntetiske hydratiseret
Fysisk magnesium-siliciumoxid-
egenskaber -materiale Attapulgit
Gennemsnitlig par- 10 2,9
tikelstorrelse, um (95% finere

end 10)

Vagtfylde 2,41 2,45
Overfladeareal, m2/g 180,0 125,0
Massedensitet, kg/m3 205 334
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Eksempel 6
Bestemmelse af adsorptionsmidlernes effektivitet med hensyn
til selektiv fjernelse af organiske, tjzredannende bestand-

dele fra syrefiltratet fra avoparcinmesk med ringe eller

ingen reduktion af dettes indhold af avoparcin

Ved at fglge den fremgangsmade, der er beskrevet i-

forbindelse med ovenstdende arbejdsdiagram, behandles alik-
vote mengder syrefiltrat fra avoparcin-meske (pH 2) ved
omrgring med forskellige mazngder af hvert adsorptionsmiddel,
der bedgmmes. De behandlede filtrater omreres i 30 minutter
og filtreres derpa for at fjerne adsorptionsmidlet og be-
stemme, om adsorptionsmidlerne selektivt fjerner organiske,
tjzredannende bestanddele fra syrefiltraterne fra avoparcin-
-mzsken.

Farven pa de filtrater, der fremkommer ved ovennavnte
metode, males ved hjzlp af en optisk komparator i forhold
til Hazen-farvestandarder, og filtraternes avoparcinindhold
bestemmes ved hgjtryksvaskechromatografi (HPLC).

De opnaede resultater er anfort nedenfor.
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Tilsat
mengde
adsorp-
tions- Filtratfarve, Avoparcin-HPLC-
middel Hazen-enheder analyse af £il-

Adsorptionsmiddel (g/liter) (fort. 2:1 m. vand) trat (g/liter)

Ubehandlet syre-

filtrat - 500 10,20
Attapulgitpulver 10,0 350 9,76
20,0 300 9,56
30,0 200 9,22
40,0 150/200 9,13

Attapulgit-
granulat 10,0 400 9,89
30/60 20,0 350 9,59
30,0 300 | 9,50
40,0 200 9,35
Syntetisk, hydra- 10,0 450 10,17
tiseret magnesium- 20,0 400 10,24
-siliciumoxid- 30,0 350 10,22
-materiale 40,0 300 10,27
Aktivt kul 2,5 400 10,18
5,0 350 10,09
7,5 200 9,90
10,0 150/200 9,78

Eksempel 7

Fremstilling af avoparcin-lauryvlsulfat-kompleks ud fra syrnet

meskfiltrat
2 prever a 2,5 liter filtrat fra syrnet avoparcinmesk

(pH 2,0), hvorfra mycelier er blevet fjernet ved filtrering,
omre¢res med syntetisk, hydratiseret magnesium-siliciumoxid-
materiale i 15 minutter. De behandlede blandingers pH genind-
stilles pa 2,0, og &ldning af blandingerne fortsattes i
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yderligere 15 minutter. Derefter filtreres det syntetiske,
hydratiserede magnesium-siliciumoxid-(SHMSC)-materiale fra,
og der fortrangningsvaskes med 500 ml vand indstillet pa pH
2,0 med H,S0,. .

Filtraterne kombineres og behandles med en 14%'s
vandig oplesning af natriumlaurylsulfat, der bevirker ud-
fzldning af det flgdefarvede avoparcin-laurylsulfat. Der
iagttages ingen adskillelse eller tjzredannende agglomerater
i bundfaldet.

Avoparcin-laurylsulfat-komplekset koncentreres ved
dekantering, og produktet fis ved spr¢jtet¢rriﬁg af slammet,
der er neutraliseret til en pH-verdi mellem 6,5 og 7,0 med
vandig ammoniak. Resultaterne af disse prever er vist neden-

for.

Forseg nr. 1 2
SHMSC, gram/liter 40,0 50,0
Antibiotikum~

aktivitet i syrnet
meskfiltrat (gram/-
liter) 16,68 16,68

g SLS/g avoparcin i

behandlet syre-

filtrat 0,82 0,85
% _effektivitet

Syrnet meskfiltrat/-

behandlet filtrat 100,0 99,6
Behandlet filtrat/-

sprojtetorret produkt 92,35 92,3
I alt 92,35 91,9

Antibiotikum-aktivitet
i sprejteterret produkt
(% pa torstofbasis) 38,0 36,4

SLS = natriumlaurylsulfat
SHMSC = syntetisk, hydratiseret magnesium-siliciumoxid-mate-
riale
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Eksempel 8
Fremgangsmade til fremstilling af myvceliefrit ogq tijzrefrit
avoparcin-laurylsulfat-kompleks, komplet fra fermenterings-

mesk til spreiteterret produkt
Der fremstilles en rzkke preparater for at fa effek-

tivitetsdata for hele fremgangsmaden fra fermenteringsmesk
til det sprojteterrede, myceliefri, tjzrefri produkt. Den
fremgangsmade, der anvendes ved denne bedgmmelse, er belyst
i arbejdsdiagram II ovenfor.

T alle tilfzldene udfegres der meskekstraktion ved pH
2,0 (98%'s svovlsyre) med en sekunder ekstraktion af den
primere, brugte kage ved hjzlp af 600 ml vand pr. kg udgangs-—
mesk. '

Det fremkomne, kombinerede syrefiltrat (CAF) behandles
med syntetisk, hydratiseret magnesium—siliciumoxid—materiale
(SHMSC) ved pH 2,0, filtreres, og filterremanensen fortrzng-
ningsvaskes med vand ved pH 2,0 (H2S04) -

Avoparcin-laurylsulfat—komplekset udfzldes fra det
behandlede syrefiltrat (TAF) ved hjzlp af samme metode som
beskrevet i fig. II ovenfor. Kompleksopslamningen koncentre-
res ved bundfzldning og dekantering, koncentratet neutralise-
res (pH 6,5-7) med vandig ammoniak og spre¢jtetegrres derefter,
hvilket giver produktet.

Resultaterne for en serie pa 3 fremstillinger er

anfert nedenfor.
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Fermenteringsmask
charge nr. 3 4 5 Gen.sn.
Mangde ekstraheret
mask, kg 1 1 1 -
Antibiotikumaktivitet
i mesk (g/kg) 14,08 17,34 14,77 -
% effektivitet:
mesk/CAF ' 90,0 92,8 91,0 91,2
CAF/TAF 96,5 100,0 98,0 98,2
TAF/sprejtetsrret produkt 96,3 94,4 95,9 95,5
Samlet mask/sprejte-
terret produkt 83,6 87,6 85,5 85,6
g SLS/g avoparcin i TAF 1,19 0,91 0,9 1,01
Antibiotikumaktivitet
i sprejteterret pro-
dukt (% pa terstofbasis) 34,6 41,2 34,8 36,9

Eksempel 9

Fremgangsmade til fremstilling af myceliefrit og tijzrefrit
avoparcin-laurylsulfat-kompleks komplet fra fermenteringsmesk

til spregjteterret produkt
Ved denne bedgmmelse benyttes den fremgangsmiade, der

er beskrevet i forbindelse med fig. II ovenfor.

Hele den hgstede avoparcinfermenteringsmzsk syrnes
til pH 2,0 med 98%'s HyS0, og filtreres, idet der anvendes
et roterende vakuumfilter til at skille mycelierne fra det
avoparcinholdige filtrat.

Derefter behandles en portion pa 6 liter af filtratet
fra den syrnede mzsk (pH 2) med 50 g/liter syntetisk, hydra-
tiseret magnesium-siliciumoxid-materiale med genindstilling
af pH pa 2,0.

Det brugte adsorptionsmiddel filtreres fra og for-
trangningsvaskes med 1 liter vand ved pH 2,0 (HyS504) . Det
samlede volumen af filtrat plus udvundet stof fra vask er
6,6 liter.
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Komplekset feldes ved langsom tilsztning af 650 ml
15%'s natriumlaurylsulfat ved 8-10°C. Den fremkomne opslam-
ning opvarmes langsomt til 22°C under omroring.

Efter bundfzldning i 30 minutter dekanteres 5,26
liter s& godt som klar, ovenstdende vaske fra.

Det tiloversblevne slamkoncentrat neutraliseres med
vandig ammoniak og sprejteterres til udvinding af produk-
tet.

Analyse g/liter

Avoparcin i:
Udgangsfiltrat fra syrnet mesk 12,70
Behandlet filtrat fra syrnet mask 11,49

‘o\°

% effektivitet

Syrnet meskfiltrat/behandlet filtrat 99,5
Behandlet filtrat/dekanteret vaske 3,1
Behandlet filtrat/sprejteterret produkt 97,85
Total 97,36
Avoparcinbalance 101,45
g SLS/g avoparcin i behandlet filtrat 1,285
Antibiotikumaktivitet i sprejte-

terret produkt (% pa terstofbasis) 30,6

Ved disse bestemmelser viser det sig, at syntetisk,
hydratiseret magnesium-siliciumoxid-materiale er yderst
effektivt til fjernelse af organiske, tjeredannende kom-
ponenter fra filtratet fra syrnet avoparcinmaesk. Det viser
sig ogsd, at fjernelse af de organiske, tjaredannende be-
standdele i filtratet fer behandling med et alkalimetal-
alkylsulfat eliminerer agglomerering af tjzre i det udfzldede
avoparcin-laurylsulfat-kompleks, og at der kan fas en nasten
kvantitativ udvinding af avoparcin ved fremgangsmaden ifgplge

opfindelsen.
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PATENTEKRAV.
1. Fremgangsmdde til fremstilling af et hejaktivt,

myceliefrit avoparcin-alkylsulfat-kompleks, som er praktisk
taget frit for merkfarvede, organiske derivater, som er
dannet under avoparcinfermentering, kendetegnet
ved, at den omfatter fglgende trin:

(a) fremstilling af en fermenteringsvaske ved syrning
af hele den hgstede mask til en pH-verdi pad 1,9-2,3 med en
pharmakologisk acceptabel syre og filtrering af den syrnede
mesk til opnaelse af et syrefiltrat, som er praktisk taget
frit for mycelier og uoplgselige fermenteringsstoffer,

(b) tilsztning til det myceliefri syrefiltrat af 5-
-50 g/liter adsorberende faststoffer, som er enten et magne-
sium-siliciumoxid-materiale med et forholdeiOZ:MgO pa mellem
2,2:1 og 6,5:1 eller aktivt kul,

(c) omregring af den sdledes dannede blanding i 15-45
minutter og fraskillelse af de adsorberende faststoffer og
mgrkfarvede, organiske derivater fra det avoparcinholdige
syrefiltrat,

(d) tilsetning til det syrnede filtrat, hvorfra de
adsorberende faststoffer og de mgrkfarvede, organiske deri-
vater er fjernet, af et kompleksdannende middel valgt blandt
forbindelser med formlen: CH3-(CH,),-0-S0,-OM, hvor n er et
helt tal fra 9 til 17, og M er natrium eller kalium, eller
blandinger deraf i en mengde pd 0,5-1,5 g kompleksdannende
middel pr. 1 g avoparcin,

(e) koncentrering af faststofferne i den med alkali-
metalalkylsulfat behandlede, syrnede vaske og fraskillelse
af brugt vaske fra faststofferne, der indeholder avoparcin-
-alkylsulfat~komplekset,

(f) behandling af de avoparcinholdige faststoffer
med vandig ammoniak til indstilling af deres pH-vardi pa 6,5-
-9,0 og derefter teorring af den fremkomne blanding til ud-
vinding af det hgjaktive, myceliefri avoparcin-alkylsulfat-
-kompleks, som er praktisk taget frit for merkfarvede, or-

ganiske derivater, som er dannet under avoparcinfermenterin-
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gen.
2. Fremgangsmade ifglge krav 1, til fremstilling af

et hmjaktivt, myceliefrit avoparcin-alkylsulfat-kompleks,
ifplge krav 1, kendetegne t ved, at den hgstede
helmzsk indstilles pa en pH-verdi pa 1,9-2,3 med svovlsyre.

3. Fremgangsmadde ifgplge krav 2, ken deteg-
n et ved, at adsorptionsmidlet er attapulgit, magnesium-
trisilicat eller et syntetisk, hydratiseret magnesium-sili-
ciumoxid-materiale med en gennemsnitlig partikelstorrelse
pa 2-15 um, og at alkalimetalalkylsulfatet er natriumlauryl-

sulfat.
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