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(54) 개선된 반코마이신 단리 방법

요약

본 발명은 pH5 내지 9의 수용액에 알칼리 금속 또는 알칼리 토류 금속 무기 염을 첨가함으로써 상기 용
액으로부터 반코마이신을 단리하는 것으로 구성된, 상기 pH5 내지 9의 수용액으로부터 반코마이신 단리
에 있어서의 개선에 관한 것이다.

명세서

[발명의 명칭]

개선된 반코마이신 단리 방법

[발명의 상세한 설명]

본 발명은 pH5 내지 9의 수용액으로부터 반코마이신을 단리 시키기 위한 침전 방법에서, 상기 용액에 알
칼리 금속 또는 알칼리 토류 금속 무기염을 첨가함으로써 상기 용액으로부터 반코마이신을 단리 함을 개
선점으로 하는 방법에 관한 것이다.

반코마이신 염산염은 조절된 발효 조건하에서 노르카디아 오리엔탈리스(Nocardia orientalis)에 의해 생
성된 양쪽성 글리코펩티드 항생물질이다. 반코마이신은 Barna and Williams Ann. Rev. Microbiol 38, 
339(1984). 에 의해 기술된 바와 같이 글리코펩티드의 밀접하게 관련된 기이다. 임상적으로 반코마이신 
염산염은, 1950년대 후반이래로 통상적으로 시판되어 왔다. 그것은 D-Ala-D-Ala으로 끝나는 무코펩티드 
전구체에 결합한다고 공지되며 박테리아 세포-벽 합성 잔기들을 억제한다. 그 외에, 반코마이신은 RNA 
합성 뿐만 아니라 세포막 투과성도 변하게 한다.

반코마이신은 포도상구균의 베타-락탐 내성 균주에 의해 야기된 심한 감염의 치료에 주로 사용된다. 반
코마이신은 페니실린 알레르기 환자의 감수성 감염의 치료에 및 소화관 내 다루기 어려운 것에 의해 야
기된 수술후 설사 치료에 선택된 항생 물질이다.

반코마이신의 통상적 제조는 값비싸고 또한 각 단계에서 생성물이 손실되는 다단계 방법이다. 항생물질
에 대한 요구의 증가로, 보다 간단하고 보다 효과적인 단리 절차가 계속 조사된다.

발효에 의한 반코마이신의 제조 및 그것의 단리 방법은 U. S. Pat. No. 3,067,099에 기술된다.

반코마이신을 회수하는 방법으로 : U. S. Pat. No. 4,440,753에 제시된 바와 같이 이소프로필 알코올, 
에틸 알코올 또는 아세톤과 같은 수 혼화성 비-용매로 정제된 발효 육즙으로부터 침전시킨 후에 생성물
의 분리; EPO 0 145 484에 개설된 바와 같이 인산염으로서 생성물의 분리; U. S. Pat. No. 4,845,194에 
개설된 구리염으로서 생성물의 단리; EPO 0 323 150에 개설된 바와 같이 염기로 발효 육즙을 pH7.8로 조
정하고 교반하지 않고 생성물의 침전; U. S. Pat. No. 4,868,285에 제시된 바와 같이, 여과에 의해 수확
된 이미다졸/반코마이신 복합체 형성을 포함한다.

단리 방법에서 제이구리염 또는 이미다졸의 사용은 구리/반코마이신 또는 이미다졸/반코마이신 복합체의 
후속 해리를 요구한다. 이것은 구리염 또는 이미다졸로 오염된 생성물을 초래한다. 알코올 또는 아세톤 
같은 비-용매에 의한 반코마이신의 침전은 여과하기 매우 어려운 반코마이신 염기의 슬러리를 초래한다. 
반코마이신이 생성되는 발효 육즙으로부터 반코마이신을 회수할 때, 목적은 최소한의 단계수를 사용하여 
항생 물질의 최대량을 회수하는 것이다. 항생물질의 희석용액으로부터의 최대 회수는 더욱 더 어렵다. 
항생물질은 대량의 복합 수성 발효 혼합물로부터 단리되어야만 한다. 항생물질이 생성되는 전(全)발효 
육즙은 항생물질뿐만 아니라, 미반응 배지 영양소 및 이종 혼합 대사 중간물질 및 생성물의 희석용액에 
현탁된 불용성 균사도 함유한다. 항생물질의 단리는 보통 어렵고 다수의 분리, 농축 및 정제 단계를 요
구한다.
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본 발명은 pH5.0 내지 9.0에서 알칼리 금속 또는 알칼리 토류 금속 무기염으로 생성물을 염석함으로써 
희석 수용액으로부터 반코마이신을 얻는 개선되고 편리한 방법을 제공한다.

따라서, 본 발명은 발효 육즙으로부터 반코마이신 단리의 개선된 방법을 제공한다. 개선된 방법은 개선
된 여과성 및 수용 역가의 높은 회수율로, 발효 육즙으로부터 직접 반코마이신을 낸다. 상기는 염화나트
륨, 염화리튬, 브롬화나트륨, 요오드화리튬, 요오드화칼륨, 요오드화나트륨, 브롬화리튬, 황산나트륨, 
염화칼슘, 염화마그네슘, 염화바륨 등과 같은 알칼리금속 또는 알칼리토류 금속 염을 상기 육즙에 첨가 
및, 여과를 통과한 반코마이신이 없는 염기의 단리에 의하여 실행된다.

본 발명에 따른 방법은 예를 들어, 여과, 추출, 침전 및/또는 크로마토그래피와 같은 방법에 의해 미리 
정제된 전 육즙 또는 전 발효 육즙을 사용하여 반코마이신 생산의 임의의 단계에서 이용될 수 있다. 출
발 물질로서 사용된 반코마이신을 함유한 전 발효 육즙은 당 분야에 잘 공지된 조건하에서 공지된 생성 
미생물의 발효에 의해 얻어질 수 있다. 그 결과, 예를들면, 반코마이신-함유 전 육즙은 U. S. Pat. No. 
3,067,099에 기술된 방법을 사용하여 노카르디아 오리엔탈리스 예컨대 노카르디아 오리엔탈리스 NRRL 
2452인 생성 균주의 발효에 의해 얻어질 수 있다.

먼저, 반코마이신의 통상적 제조에서, 전 육즙은 약 8 내지 10의 알카리성 pH에서 여과되고, 여과액의 
pH는 약6 내지 7로 조정되며, 다음 여과액을 이온-교환 수지, 전형적으로 저 가교 폴리스티렌-디비닐벤
젠 양이온-교환 수지를 거쳐 통과된다. 반코마이신은 수지 상에 흡착된다. 수지는 물로 세척되고 반코마
이신은 pH 9-11의 알카리성 수용액으로 용출된다. 용출을 위한 전형적인 용매는 pH 10-11의 수성 수산화
나트륨이다. 반코마이신을 함유한 알칼리성 용출액은 중화되고 활성은 비-관능 수지 상에 반코마이신의 
재흡착에 의해 또는 구리 착체로서 분리에 의해 부가적으로 정제된다.

그 결과, 본 발명의 바람직한 양상에서 불순물과 혼합되는 반코마이신의 수용액을 5 내지 10% 농도 범위
의 알칼리 금속 또는 알칼리 토류 금속 무기염과 접촉시키고 그 결과 생성된 반코마이신 중성 침전물을 
회수하는 단계들로 구성된, 상기 수용액으로부터의 반코마이신 분리 방법을 제공한다. 약 10%의 농도의 
알칼리 금속 또는 알칼리 토류 금속 할로겐화물이 보다 바람직하다. 염화나트륨이 가장 바람직하다.

본 발명에 따른 방법을 사용하여 반코마이신을 생성한 노카르디아 오리엔탈리스의 균주로부터 얻은 발효 
육즙에 존재하는 반코마이신의 정제에 적합한 방법을 개발하였다. 새로운 방법은 여과 밑 흡착 크로마토
크래피에 의한 발효 항생물질의 초기 부분 정제를 포함하는데, 정제는 상기 수용액을 알칼리 또는 알칼
리 토류 무기 염과 접촉시켜 생성물을 침전시키고 여과에 의해 모으는 것으로 완료된다. 상기 방법은 행
하기 간단하고 불순물이 실질적으로 없는 좋은 수율로 반코마이신을 제공한다. 본 발명의 개선된 방법은 
5-6g/ℓ만큼 낮은 농도를 갖는 희석 수용액으로부터, 반코마이신의 최고 회수를 가능케 한다. 100-150g/
ℓ의 농도에서, 무기염의 첨가는 생성물의 여과도를 향상시키고 반코마이신 중성의 최대 회수를 가능케
한다.

본 발명의 방법은 매우 쉽게 여과하는 반코마이신이 없는 염기를 산출하고 부분 정제 육즙이 사용될 때, 
얻어진 반코마이신은 비경구 투여용 배합물로 사용하기에 적당한 산 첨가 염으로 전환될 허용가능한 순
도이다.

본 발명에 따라서, 상기 방법은 여과 및/또는 크로마토그래피에 의해 부분적으로 정제된 전 육즙 또는 
전 발효 육즙을 사용하여, 반코마이신 생성의 임의 단계에서 사용될 수 있다. 본 발명에 따라 얻어진 반
코마이신이 없는 염기의 순도 및 그러므로 그것으로부터 얻어진 산첨가 염은 이용된 출발 용액의 순도에 
주로 의존할 것이다.

그 결과, 본 발명의 또 다른 양상에서 (1) 반코마이신을 생성하는 노카르디아 오리엔탈리스의 균주로부
터 얻어진 발효 육즙을 여과하여 여과액을 수집하고, (2) 상기 여과액을 저 가교 스티렌 디비닐벤젠 양
이온 교환 수지와 접촉시켜 반코마이신을 흡착시키고, (3) 상기 수지로부터 반코마이신을 용출시키고, 
(4) 용출된 상기 반코마이신을 알칼리 또는 알칼리 토류 금속 무기염과 접촉시키며 그 결과 생성된 침전 
반코마이신을 여과에 의해 회수하는 단계로 구성된 반코마이신 제조 방법을 제공한다.

예를 들면 약 pH 2에서 염산을 함유한 물과 같은 적당한 용매내에서 수확된 침전물을 재용해 시킴으로써 
수확된 침전물로부터 반코마이신이 제거될 수 있다. 다음 염산염으로서 반코마이신은 에탄올 또는 이소
프로판올과 같은 반코마이신에 적당한 비-용매를 첨가함으로써 침전되고 여과에 의해 수확되어 염산염으
로서 매우 순수한 반코마이신을 산출할 수 있다.

반코마이신 중성 및 반코마이신 염산염의 순도는 산성화 아세토니트릴-수(水) 계와 함께 이온 쌍 절차 
및 역상 컬럼을 사용하여 HPLC에 의해 결정된다.

본 발명에 따른 방법이 반코마이신과 함께 사용하기에 특히 적합하다는 것이 발견되었다.

본 발명은 하기 비-제한 실시예에 의해 부가적으로 설명된다.

[실시예 1]

[염화나트륨으로 반코마이신의 단리]

반코마이신 중성 [812 ㎍/mg] (94g/ℓ) 용액 100ml에 용화나트륨 10g을 교반하면서 첨가한다. pH를 8.0
으로 조정하고 16시간동안 계속 교반하였다. 혼합물을 여과하고 케이크를 물로 세척하고, 건조하며 분석
한다. 반코마이신 중성을 100% 수율로 회수하고 역가 926 ㎍/mg을 가진다.

[실시예 2]

[염화나트륨으로 반코마이신의 단리]

반코마이신 중성(100g/ℓ) 용액 100ml에 염화나트륨 10g을 교반하면서 첨가한다. pH를 6.0으로 조정한
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다. 18시간 동안 계속 교반하고 결과의 고체를 여과하고, 건조하여 분석한다. Hplc 분석은 역가 920 
㎍/mg 및 반코마이신의 양적 회수를 알린다.  

[실시예 3]

[염화나트륨으로 반코마이신의 단리]

표준 발효 실행으로부터 얻은 반코마이신 65g/습한 수지 kg으로 미리 로우딩된 습한 스티렌-디비닐 벤젠 
양이온 교환 수지(2% 가교) 50kg을 탈이온수 1501에 현탁시킨다. 슬러리를 50% 수산화나트륨으로 pH 7.8
로 조정하고 45분 동안 교반한다. 혼합물을 여과하고, 50% 수산화나트륨으로 pH 7.8로 조정된 탈이온수 
501로 케이크를 세척한다. 40psig에서 15분 동안 공기로 케이크로부터 세척제를 제거한다. 실질적인 색
상 및 적은 반코마이신을 함유한, 수지 여과액 및 세척제를 버린다.

상기 작업을 되풀이함으로써 수지를 다시 한번 세척한다. 두 번 세척된 수지를 반코마이신 용출을 위하
여 모은다.

세척 수지 20kg분을 pH 9-11에서 알칼리로 용출시킨다. 수지 용출액을 탄소로 탈색한다.

고체 염화나트륨(14.3kg)을 탄소 처리된 여과액 및 세척제(1201, 16.1g/ℓ 반코마이신)에 첨가한다. 용
액을 혼합하고, 50% 수산화나트륨을 첨가함으로써 pH를 8.0으로 조정한다. 용액을 20-28℃에서 24시간 
동안 교반한다.

침전 반코마이신 중성을 여과하고 케이크를 5% w/v 수성 염화암모늄용액 201 및 메탄올 151로 세척한다. 
40psig에서 15분 동안 질소로 케이크로부터 용매를 밀어낸다. 케이크를 40℃ 진공하에서 건조시켜 로우
딩된 수지로부터 69.2%의 전체 수율에 대하여 1007 mcg/mg을 분석하는 반코마이신 중성 1806g을 산출한
다.

[실시예 4]

[염화나트륨으로 반코마이신의 단리]

스티렌-디비닐벤젠 양이온 교환 수지(2% 가교) (20.33g/ℓ)로부터의 용출액 500ml에 염화나트륨 50g을 
첨가한다. pH를 8.0으로 조정하고 18시간 동안 계속 교반한다. 혼합물을 여과하고 케이크를 물로 세척한
다. 고체의 Hplc 분석은 역가 1065 ㎍/mg를 알린다.

[실시예 5]

[염화 리튬으로 반코마이신의 단리]

스티렌디비닐벤젠 양이온 교환 수지(2% 가교) (20.33g/ℓ)로부터의 용출액 500ml에 염화리튬 50g을 첨가
한다. pH를 8.0으로 조정하고 18시간 동안 계속 교반한다. 혼합물을 여과하고 케이크를 물로 세척한다. 
고체의 Hplc 분석은 역가 980 ㎍/mg을 알린다.

[실시예 6]

[염화 칼륨으로 반코마이신의 단리]

스티렌디비닐벤젠 양이온 교환 수지(2% 가교) (20.33g/ℓ)로부터의 용출액 500ml에 염화칼륨 50g을 첨가
한다. pH를 8.0으로 조정하고 18시간 동안 계속 교반한다. 혼합물을 여과하고 케이크를 물로 세척한다. 
고체의 Hplc 분석은 역가 906 ㎍/mg을 알린다.

[실시예 7]

[염화 바륨으로 반코마이신의 단리]

스티렌디비닐벤젠 양이온 교환 수지(2% 가교) (20.33g/ℓ)로부터의 용출액 500ml에 염화바륨 50g을 첨가
한다. pH를 8.0으로 조정하고 18시간 동안 계속 교반한다. 혼합물을 여과하고 케이크를 물로 세척한다. 
고체의 Hplc 분석은 역가 940 ㎍/mg을 알린다.

[실시예 8]

[염화마그네슘으로 반코마이신의 단리]

스티렌디비닐벤젠 양이온 교환 수지(2% 가교) (20.33g/ℓ)로부터의 용출액 500ml에 염화마그네슘 50g을 
첨가한다. pH를 8.0으로 조정하고 18시간 동안 계속 교반한다. 혼합물을 여과하고 케이크를 물로 세척한
다. 고체의 Hplc 분석은 역가 810 ㎍/mg을 알린다.

[실시예 9]

[염화 칼슘으로 반코마이신의 단리]

스티렌디비닐벤젠 양이온 교환 수지(2% 가교) (20.33g/ℓ)로부터의 용출액 500ml에 염화칼슘 50g을 첨가
한다. pH를 8.0으로 조정하고 18시간 동안 계속 교반한다. 혼합물을 여과하고 케이크를 물로 세척한다. 
고체의 Hplc 분석은 역가 1065 ㎍/mg을 알린다.

[실시예 10]

[브롬화 나트륨으로 반코마이신의 단리]

스티렌디비닐벤젠 양이온 교환 수지(2% 가교) (14.6g/ℓ)로부터의 용출액 500ml에 브롬화 나트륨 50g을 
첨가한다. pH를 8.0으로 조정하고 18시간 동안 계속 교반한다. 혼합물을 여과하고 케이크를 물로 세척한
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다. 고체의 Hplc 분석은 역가 1020 ㎍/mg을 알린다.

[실시예 11]

[요오드화 칼륨으로 반코마이신의 단리]

스티렌디비닐벤젠 양이온 교환 수지(2% 가교) (14.6g/ℓ)로부터의 용출액 500ml에 요오드화 칼륨 50g을 
첨가한다. pH를 8.0으로 조정하고 18시간 동안 계속 교반한다. 혼합물을 여과하고 케이크를 물로 세척한
다. 고체의 Hplc 분석은 역가 984 ㎍/mg을 알린다.

[실시예 12]

[요오드화 나트륨으로 반코마이신의 단리]

스티렌디비닐벤젠 양이온 교환 수지(2% 가교) (14.6g/ℓ)로부터의 용출액 500ml에 요오드화 나트륨 50g
을 첨가한다. pH를 8.0으로 조정하고 18시간 동안 계속 교반한다. 혼합물을 여과하고 케이크를 물로 세
척한다. 고체의 Hplc 분석은 역가 949 ㎍/mg을 알린다.

[실시예 13]

[브롬화 리튬으로 반코마이신의 단리]

스티렌디비닐벤젠 양이온 교환 수지(2% 가교) (14.6g/ℓ)로부터의 용출액 500ml에 브롬화 리튬 50g을 첨
가한다. pH를 8.0으로 조정하고 18시간 동안 계속 교반한다. 혼합물을 여과하고 케이크를 물로 세척한
다. 고체의 Hplc 분석은 역가 990 ㎍/mg을 알린다.

[실시예 14]

[브롬화 칼륨으로 반코마이신의 단리]

스티렌디비닐벤젠 양이온 교환 수지(2% 가교) (14.6g/ℓ)로부터의 용출액 500ml에 브롬화 칼륨 50g을 첨
가한다. pH를 8.0으로 조정하고 18시간 동안 계속 교반한다. 혼합물을 여과하고 케이크를 물로 세척한
다. 고체의 Hplc 분석은 역가 1011 ㎍/mg을 알린다.

[실시예 15]

[황산 나트륨으로 반코마이신의 단리]

스티렌디비닐벤젠 양이온 교환 수지(2% 가교) (14.6g/ℓ)로부터의 용출액 500ml에 황산 나트륨 50g을 첨
가한다. pH를 8.0으로 조정하고 18시간 동안 계속 교반한다. 혼합물을 여과하고 케이크를 물로 세척한
다. 고체의 Hplc 분석은 역가 1012㎍/mg을 알린다. 

(57) 청구의 범위

청구항 1 

pH5 내지 9의 수용액으로부터 반코마이신을 단리하는 방법에 있어서, 상기 용액에 알칼리 금속 또는 알
칼리 토류 금속 무기염을 약 5% 내지 약 10% 농도 범위로 첨가함으로써 상기 용액으로부터 반코마이신을 
단리하는 것을 개선점으로하는 반코마이신 단리 방법.

청구항 2 

제1항에 있어서, 알칼리 금속 또는 알칼리 토류 금속 무기 염의 농도는 약 10%이고, pH는 약 7.8내지 약 
9.0이고, 온도는 약 20℃내지 약 25℃이고, 반코마이신의 침전이 일어나는 시간은 약 16내지 약 24시간
이며 반코마이신 농도는 5-200g/ℓ 범위인 방법.

청구항 3 

제2항에 있어서, 알칼리 금속 또는 알칼리 토류 금속 무기염은 알칼리 금속 또는 알칼리토류 금속 무기 
할로겐화물인 방법.

청구항 4 

제3항에 있어서, 알칼리 금속 또는 알칼리 토류 금속 무기 할로겐화물은 염화나트륨, 염화칼륨, 염화리
튬, 염화바륨, 염화마그네슘, 염화칼슘, 브롬화나트륨, 요오드화칼륨, 요오드화나트륨, 브롬화리튬, 브
롬화칼륨 또는 황산나트륨인 방법.

청구항 5 

제1항에 있어서, 무기염은 염화나트륨인 방법.

청구항 6 

제2항에 있어서, 무기염은 염화나트륨인 방법.

청구항 7 

제3항에 있어서, 무기염은 염화나트륨인 방법.

청구항 8 

5-4

등록특허10-0230142



제4항에 있어서, 무기염은 염화나트륨인 방법.

청구항 9 

제1항에 있어서, 반코마이신을 함유한 수용액의 농도는 최소한 5g/ℓ인 방법.

청구항 10 

제8항에 있어서, 반코마이신을 함유한 수용액의 농도는 최소한 5g/ℓ인 방법.
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