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Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywa-
nia metanosulfonianu sodowego polimiksyny E do
uzytku farmaceutycznego. Metanosulfonian sodowy
polimiksyny E jest nietoksyczng pochodng polimi-
ksyny E, stosowang do zwalczania infekcji wywo-
lywanych przez bakterie Gram-ujemne w postaci
niebolesnych iniekcji domie$niowych. Znana me-
toda otrzymywania metanosulfonowych pochodnych
polimiksyn polega na reakcji siarczanu lub chlo-
rowodorku polimiksyny z aldehydem mréwkowym
z wytworzeniem trudno rozpuszczalnego polaczenia
N-hydroksymetylowego, ktére nastepnie sulfonuje
sie przy uzyciu nadmiaru takiego $rodka sulfonu-
jacego jak kwasny siarczyn sodowy (pirosiarczyn
sodowy). Modyfikacjg tej metody jest reakcja za-
sady polimiksyny z hydroksymetanosulfonianem
sodowym (patent japonski, nr ewidencyjny Showa
32 (1957) — 4898).

W wyniku opisanych reakcji uzyskuje sie sole
metanosulfonowe polimiksyn o malym stopniu
czysto$ci ze wzgledu na koniecznosé uzywania nad-
miaru czynnika sulfonujacego (siarczyn sodowy,
hydroksymetanosulfonian sodowy) dla wuzyskania
calkowicie zsulfonowanego produktu. Zastosowanie
w charakterze S$rodka sulfonujgcego gazowego
dwutlenku siarki daje w efekcie kwas metanosul-
fonowy polimiksyny. Wskutek wytworzenia kwa-
$nego Srodowiska reakcji otrzymuje sie mieszanine
produktéw o réznym stopniu zsulfonowania oraz
wolng polimiksyne.
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Przedmiotem naszego wynalazku jest wydajna
metoda otrzymywania metanosulfonianu sodowego
polimiksyny E do celéw farmaceutycznych. Spo-
sobem wedlug wynalazku otrzymuje sie metano-
sulfonian sodowy polimiksyny E z oczyszczonych
roztwor6w soli polimiksyny E uzyskanych w pro-
cesie izolacji siarczanu polimiksyny E (eluat lub
roztwér soli polimiksyny E otrzymany przez roz-
puszczenie zasady polimiksyny E w kwasie) oraz
z czystych soli polimiksyny E, uzyskanych do-
wolnym sposobem.

Spos6b wedlug wynalazku polega na wytraceniu
z roztworu soli polimiksyny E polgczenia N-hy-
droksymetylowego przy uzyciu aldehydu mréwko-
wego w Srodowisku stabo kwasnym lub lekko al-
kalicznym i poddaniu wyodrebnionego osadu w
zawiesinie wodnej dzialaniu roztworu kwasu siar-
kawego lub dwutlenku siarki w obecnosci kwa-
$nego weglanu sodowego.

Proces prowadzi sie w normalnej lub podwyz-
szonej temperaturze. Sposéb postepowania wg wy-
nalazku jest nastepujacy. Do roztworu soli poli-.
miksyny E o aktywnos$ci 1,5.105 j/ml — 1,5:108
j/ml, korzsytnie 5,0.105 j/ml — 1,0.10° j/ml, do-
daje sie aldehyd mr6owkowy w postaci 37%-go
roztworu (formalina) w ilo§ci 5—25 moli na 1 ml
antybiotyku oraz kwasny weglan sodowy w roz-
tworze w iloSci 5—15 moli na 1 mol antybiotyku.
Reakcje przeprowadza sie w temperaturze 15—
—40°C, korzystnie w témperaturze 25—35°C, i przy-
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pH = 6,5—17,5 korzystnie 6,8—7,2. Zamiast kwasne~
go weglanu sodowego moga by¢ uzywane obojetne
i kwasne weglany innych metali alkalicznych,
wodorotlenek amonowy, aminy alifatyczne. Wytra-
cony osad potaczenia N-hydroksymetylowego poli-
miksyny E wyodrebnia sie¢ z tugéw pokrystalicz-
nych i umieszcza sie w roztworze kwasnego we-
glanu sodowego w wodzie destylowanej. Mozna
réwniez umies$cié polgczenie N-hydroksymetylowe
polimiksyny E w wodzie destylowanej, a nastep-
nie dodaé kwasny weglan sodowy w postaci sta-
~lej lub w roztworze. Na 1 mol polgczenia N-hy-
droksymetylowego polimiksyny E uzywa sie 5,0—
—5,1 moli kwasnego weglanu sodowego. Zawiesine
, polaczenia N-hydroksymetylowego polimiksyny E
w roztworze kwasnego weglanu sodowego ogrze-
wa sie do temperatury 20—80°C, korzystnie do
temperatury 45—70°C, i przy mieszaniu wprowa-
dza sie do niej ozigbiony roztwér kwasu siarka-
wego, z taka szybkoscia, aby pH roztworu waha-
lo si¢ w granicach 6,2—8,0, korzystnie w grani-
cach 6,5—17,4.

Bezbarwny i calkowicie klarowny roztwdér me-
tanosulfonianu sodowego polimiksyny E o pH =
= 6,5—7,4 zageszcza sie w prozni w temperaturze
20—60°C, korzystnie w temperaturze 30—50°C do
uzyskania stezenia substancji antybiotycznej w
roztworze w granicach 15—45% wagowych, ko-
rzystnie w granicach 20—35% wagowych, i wytra-
ca sie czysty antybiotyk przez wkraplanie za-
geszczonego roztworu do rozpuszczalnika organicz-
nego mieszajacego sie z woda. Do wytrgcania me-
tanosulfonianu sodowego polimiksyny E uzywaé
mozna alkohole i ketony alifatyczne, np. etanol,
propanol, aceton. Metanosulfonian sodowy polimi-
ksyny E wyodrebni¢ mozna z niezageszczonego lub
zageszczonego roztworu réwniez innymi znanymi
sposobami np. przez liofilizacje. Sposobem wedlug
wynalazku metanosulfonian sodowy polimiksyny E
otrzymuje sie z polgczenia N-hydroksymetylowe-
go polimiksyny E bez jego wyodrebniania oraz
bez dodatku kwa$nego weglanu sodowego jeSli
uzytym roztworem soli polimiksyny E jest roz-
twoér siarczynu lub pirosiarczynu polimiksyny E.

Preparaty metanosulfonianu -sodowego: polimi-
ksyny E, otrzymane sposobem wedlug wynalazku,
sa nietoksyczne, nie zawieraja wolnej kolistyny
i s§ pelmowartosciowymi preparatami do uzytku
w lecznictwie. Nizej przytoczone przykilady ilustru-
ja spos6b wedlug wynalazku.

Przyklad I. Do 2800 ml odbarwionego eluatu
polimiksyny E o aktywno$ci 277.300 j/ml dodaje
sie przy mieszaniu 25%-owa wode amoniakalng
do osiggniecia pH roztworu 10,45. Wytragcony bia-
ly osad.zasady polimiksyny E odsacza sie, prze-
mywa wodg destylowanag, a nastepnie rozpuszcza
sie w 1,0 N NySO4. Uzyskany roztwoér siarczanu
polimiksyny E rozciencza sie woda destylowana
do objetosci 500 ml, dodaje sie do niego 45 ml
37/e-go wodnego roztworu aldehydu mréwkowego
oraz wsypuje sie porcjami 19 g kwasSnego wegla-
nu sodowego. Temperature mieszaniny reakcyjnej
utrzymuje sie w granicach 25—30°C. Po zakoncze-
niu reakcji pH roztworu wynosi 6,95. Bezpostacio-
wy osad polaczenia N-hydroksymetylowego poli-
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miksyny E odsgcza sie¢ i przemywa 250 ml wody
destylowanej. Wilgotne polgczenie N-hydroksyme-
tylowe umieszcza sie w 400 ml 3,32%-go roztworu
kwasnego weglanu sodowego, dokladnie rozbija sie
mieszadlem grudki osadu i ogrzewa zawiesine do
temperatury 40°C, a nastepnie wkrapla sie do
niej roztwoér kwasu siarkawego, oziebiony do tem-
peratury 8°C. Tempo wkraplania kwasu siarka-
wego reguluje sie tak, aby pH mieszaniny reak-
cyjnej nie spadlo ponizej wartosci 7,0 do momen-
tu rozpuszczenia sie osadu. Nastepnie utrzymuje
pH roztworu w granicach 6,5—7,2. Po 6 godzinach
bezbarwny i przezroczysty roztwér metanosulfo-
nianu sodowego polimiksyny E zageszcza sie w
prézni w temperaturze 40°C do objetosci 125 ml.
Zageszczony roztwor antybiotyku wkrapla sie do
15 objetosci n-propanolu, wytrgcony osad odsgcza
sie, przemywa n-propanolem, nastepnie acetonem
i suszy w suszarni prézniowej w temperaturze
nie przekraczajgcej 45°C. Otrzymuje sie 44,8 g
metanosulfonianu sodowego polimiksyny E. Prepa-
rat jest nietoksyczny, nie zawiera wolnej polimi-
ksyny E i ma aktywno$é¢ biologiczng 14502 j/mg.

Przyktlad II. 6 g siarczanu polimiksyny E
o aktywno$ci 22980 j/mg rozpuszcza sie w 150 ml
wody demineralizowanej i w temperaturze 32°C
dodaje sie do tego roziworu 8 ml formaliny, a na-
stepnie wkrapla sie powoli przy mieszaniu 40 ml
10%-go wodnego roztworu NaHCOjz; Wytracony
osad polaczenia N-hydroksymetylowego polimiksy-
ny E odsgcza sie, przemywa woda destylowana,
a nastepnie wilgotny osad umieszcza sie w 95 ml
wody destylowanej, zawierajacej 2,31 g kwasnego
weglanu sodowego. Do otrzymanej zawiesiny po-
laczenia N-hydroksymetylowego polimiksyny E
ogrzanej do tempratury 55°C wprowadza sie dwu-
tlenek siarki belkotkg przez 4 godziny w takim
tempie, aby pH mieszaniny reakcyjnej nie obni-
zyto sie ponizej wartos$ci 6,75. Po zakonczeniu re-
akcji bezbarwny i przezroczysty roztwér metano-
sulfonianu sodowego polimiksyny E chlodzi sie¢ do
temperatury 10°C, filtruje przez membrane celu-
lozowa o gestosci 0,2 p i liofilizuje. Otrzymuje sig
7,2 g preparatu o aktywnos$ci 16,525 j/mg, skre-
calnosci «°5% —47° i wilgotnosci 0,5% w/w.

Przyktad III. Do 10 1 eluatu polimiksyny E
o aktywnosci 342500 j/ml dodaje sie 25%-owag wo-
de amoniakalng w temperaturze 15°C. Osad zasa-
dy polimiksyny E sgczy sie, przemywa woda de-
stylowang, a nastepnie rozpuszcza sie w roztworze
kwasu siarkawego w temperaturze 10°C do uzy-
skania 2,5 1 roztworu siarczynu polimiksyny E
o pH = 6,95." Do roztworu tego dodaje sie 61,8 ml
formaliny i po ogrzaniu do temperatury 33°C
wkrapla sie 59 g kwasnego weglanu sodowego roz-
puszczonego w 800 ml wody destylowanej. Miesza-
nine reakcyjng miesza sig jeszcze 30 minut, a na-
stepnie podnosi sie temperature tej mieszaniny do
55°C i wkrapla sie¢ powoli roztwér kwasu - siarka-
wego do uzyskania calkowicie klarownego roztwo-
ru. Bezbarwny i klarowny roztwor metanosulfo-
nianu sodowego polimiksyny E zageszcza sig pig-
ciokrotnie i wytrgca sie antybiotyk przez wkra-
planie zageszczonego roztworu do 18 objetosci n-
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-propanolu. Po wysuszeniu otrzymuje sie 1825 g
preparatu metanosulfonianu scdowego polimiksy-
ny E o aktywnosci 15121 j/mg. Zawarto§¢ siarczy-
néw metodg jodometryczna wynosi 6,5 ml 0,1 N
jodu na 100 mg preparatu rozpuszczonego w 50
ml wody (oznaczenie wedlug ,British Pharmaco-
poeia”, 1968 r., strona 244). '

Zastrzezenia patentowe

1. Sposdb otrzymywania metanosulfonianu sodo-
wego polimiksyny E, znamienny tym, ze do roz-
tworu soli polimiksyny E o aktywnos$ci 1,5.105
j/ml — 15.10% j/ml, korzystnie o aktywnosci
5,0.10% j/ml — 1,0.10% j/ml, dodaje sie aldehyd
mréwkowy w ilo$ci 5—25 moli na 1 mol antybio-
tyku oraz kwaény weglan sodowy w ilosci 5—15
moli na 1 ml antybiotyku w temperaturze 25—
—35°C, prowadzi sie¢ reakcje przy pH = 6,5—17,5,
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korzystnie przy pH = 6,8—7,2, uzyskane polgczenie
N-hydroksymetylowe polimiksyny E poddaje sie
reakcji z kwasem siarkawym lub dwutlenkiem
siarki w obecno$ci 5,0—5,1 moli kwasnego wegla-
nu sodowego na 1 mol antybiotyku lub bez dodat-
ku kwasnego weglanu sodowego w temperaturze
30—80°C, korzystnie w temperaturze 45—70°C,
a nastepnie zageszcza sie roztwoér otrzymanego
metanosulfonianu sodowego polimiksyny E i wy-
traca sie nadmiarem rozpuszczalnika organicznego
mieszajgcego sie z wodg lub wyodrebnia sie me-
tanosulfonian sodowy polimiksyny E z roztworu
znanym spasobem. )

2. Sposbb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
jako reztwér soli polimiksyny E stosuje sie roz-
twér siarczynu lub pirosiarczynu polimiksyny E.

3. Sposdb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Ze
do wytracania metanosulfonianu sodowego poli-
miksyny E z roztworu stosuje sie n-propanol.
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