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(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines neuen Antibiotika-Komplexes, der
gegen grampositive Bakterien sowie einige Pilze und Protozoen aktiv ist und potentiell geeignet
ist zur Verwendung als Coccidiostatikum und/oder Ergotropikum bei der Nutztierhaltung.
Insbesondere betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Gewinnung des Polyether-Antibiotika-
Komplexes A-111 unter Verwendung des Mikroorganismus Actinomyces hygroscopicus,
Stamm 111. Ziel der Erfindung ist die Herstellung eines potentiell coccidiostatisch und/oder
ergotrop wirksamen Antibiotika-Komplexes, der aus 4 Komponenten bisher nicht beschriebener
Polyether-Antibiotika besteht. Die Aufgabe wird dadurch gelést, da durch aerobe
Submersfermentation des Stammes 111 in Medien mit geeigneten Einsatzstoffen der Polyether-
Antibiotika-Komplex A-111 gebildet, mit geeigneten Methoden aus dem Mycel isoliert, gereinigt
und nétigenfalls nachfolgend in die Komponenten A-111-1, A-111-2, A-111-3und A-1 11-4 getrennt
wird. ‘ i I
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Titel der Erfindung
Verfahren zur Herstellung eines Polyether—Antibiotika-Komplexes

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines An-
tibiotika-Komplexes, der zur Gruppe der Polyether-Antibiotika
gehtrt, die vorwiegend gegen grampositive Bakterien und Proto-
goen aktiv sind und auf Grund ihrer cooccldiostatischen, ergo=
tropen sowle herzstimulierenden Wirkung in der Nutztierhaltung
und fUr dle Veterintrmedizin von Nutzen sind. (Westley, Adv,
Appl, Miorobiole 22, 177-223 (1977)). |

Charakteristik der bekannten technischen Lﬂaungen

Polyether—Antibiotika gehiren zu elner Verbindungaklasse, die
Ionophore genannt werden wegen ihrer Fihigkeit, mit Alkgli-
bzw, Erdalkaliionen lipidl¥sliche Komplexe zu bilden, die das
Durchdringen der Ionenm durch die Lipidschranke der Zellmembran
ermdglichen., ' |
In der Iiteratur sind etwa 40 Polyether~Antiblotika bekannt,
darunter Monensin (Jo Amer, Chem. soce 83, 5737, 1967), Nigeri-
cin (Biochem, Biophys. Res. Commun, 33, 29, 1968), Dianemycin
(J. Antibiote. 27, 814, 1974), X~537A (J. Chem, Soc. Chem.
Commun, 1971, 927), A 2044 (Jo Amer. Chem, Soce 95, 3399,
1973), Salinomycin (Tetrahedron Lette 49, 4955, 1973).
Bisher wurden die Polyether-Antibiotika aus verschiedenen Ver-
tretern der Gattung Streptomyces (Actinomyces) isoliert, z. B
aus Str. hygroscoplous, Str. albus, Str. griseus, Str. aureofa~
oiens, Str. cinnamonensis uU. a..
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Aus der Palette der oben angefihrten Polyether-Antibiotika
befinden sich zur Zeit Monensin, Lasalocid (X=537a) und Sa~
1inomyoin als Coocidiostatika in Anwendung und sind wichtige
Agentien in der industriellen Geflugelhaltunge Daritber hinaus
werden Monensin bei Polygastrischen Tieren und neuverdings Sa=
linomyein bei monocgastrischen Tieren (besonders'SBhweinén)
als Ergotropika eingesetzt. Der weltweite Einsatz dieser in
‘die Tierernshrung eingefiihrten Antibiotika birgt die Gefahr
des Nachlassens: der Wirkung infolge Resistentwerden von Mi=
kroorganismen der Darm~ bzw. Pansenilora. Daher 1st es not=
wendig, neue Vertreter dieser sehr wirksamen Substanzklasse
'zu suchen, die chemisch neue Strukturen oder Derivate bekann—
ter Verbindungen darstellens ‘

7iel der Brfindung

Das Ziel der Erfindung ist die Herstellung eines antibioti~
gohen Komplexes, der aus 4 Komponenten, die der Gruppe der Po-
Iyether—Antibiotika zugzuordnen sind, besteht, Durch diesen neu-
_en Antibiotika-Komplex soll die Palette dieser Wirkstoffgruppe
erweitert und erganzt werdene

yﬁarlegungvdes Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfshren zu
beschreiben, mit dem ein neuer PolyetheréAntibiotika-Komplex
‘mit Hilfe eines bisher nichi bekannten Mikroorganismus aus
leicht zugénglichen und billigen Einsatzstoffen gewonnen wer-
den kanm, | -

ErPindungsgen4B wird die Aufgabe dadurch gelvst, daB unter
 geroben und sterilen Kulturbedingungen in einem flissigen
‘Nihrmedium mit enteprechenden EKohlenstoff~ und Stickstoffquel~
len sowie Mineralsalzen ein Mikroorganismus der Art Aotinomy=-
ces hygrosoopious bzwe seine Rutanten oder varisnten gegzioch=
tet werden, e Fermentation wird bel einer Temperatur von

25 O¢ big 32 °C, vorzugswelse 28 Og, wihrend eines Zeitraumes
von 2 bis 8, vorzugewelse 6 ®agen durchgefihriy Der dabei ge-
bildete neue.Polyether-Ant1biotika—Komplex mit der Begzeichnung
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A=-111 wird aus dem feuchten Mycel extrahiert sowie anschlieBend
nit bekannten Methoden konzentriert und ausgefdllt. Gegebenen-
‘falls wird dieser Komplex durch fraktionierte Sedimentation mit
Aceton und/oder anschlieBender Chromatographie endlich in die
4 Einzelkomponenten A-111-1, A-111-2, A-111-3, A=111-4 getrenht.
Der likroorganismus, der in dem erfindungsgemiBen Verfahren An-
wendung findet und der nachfolgend ausfiihrlich charakterisiert

wird, wurde aus Erde im Norden der VR Bulgarien isoliert und
ist in der Bulgarischen Mikrobensammlung im Staatlichen Insti-
tut flir Arzneimittelkontrolle (DIKLS) Sofia unter der Nr. 111
hinterlegte,

librphologische Eigenschaften des Stammes 1413 Der Stamm hat
spiralformige Sporentridger, die in Form von Trauben mit drei
und mehr Windungen dicht angeordnet sind. Die Sporen haben eine
rauhe Oberfldche. | o o
Kulturcharakteristiken des Stammes 111 auf verschiedenen Me-
dien: Der Actinomycetenstamm wichst gut auf synthetischen und
organischen Nghrbiden. Abhingig von den Kohlenstoff- und Stick-
stoffquellen und der Zusammensetzung der Sa&ze]variiert die
Farbe des Luftmycels von weif bis hellgrau, dunkelgrau und dun-
kelgrau=~violett und bei Lyse bis schwarz. Das Substratmwcel‘
wechselt von cremefarben, blaB-gelb bis braun-gelb. Die Farbe
des Luft- und Substratmycels wurde nach der Farbskala von

A. S. Bondarzev (Verlag der Akademie der Wissenschaften der
UdSSR, Moskau, 1954) bestimmte

Hefeextrakt-Malzextrakt-Agar (ISP Nr. 2): Gutes Wachstum, Das

Iuftmycel bei jungen Kulturen ist weiB (d3). Spdter wird es.
blaB-grau (a6). Das Substratmycel ist blaB-gelb (jsy.bis kaf=-

feebraun (d4). Kein 1l6sliches Pighmente

Hafermehl-Agar (ISP Nr. 3): Wachstum sehr gute Das Luftmycel
ist blaB-grau (a6) bis dunkelgrau und dunkelgrau-violett (a2~
n2). Das Substratmycel gelb bis blaB-braun (p5-b4)s Kein 1os-
liches Pigment.

Stirke-Salz-Agar (ISP Nr. 4): Wachstum sehr gut, Luftmycel grau,
von dunkelgrau bis dunkelgrau-violett (Wi-a2-n2)e. Substratmy-
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cel gelb bis blaB-braun (p5-w4). Kein 18sliches Pigment.
Glycerin-Asparagin-Agar (ISP Nre. 5): Wachstum sehr gute Luft;
mycel blaB-grau, aschgrau biS’dunkslgrau (a6-k2-82). Substrat-
nycel gelbmgrin bis gelb-braun (b3-d4). Kein 13sliches Pigment.
Pepton-Hefeextrakt-Eiseh—Agar (IsP Nre 6): Wachstum mittel-
miBig. Iuftmycel weiB bis blaB-grau (d1-a6). Substramycel gelb-
praun (d4). Losliches Pigment blaB-braun (b4)s
Tyrosin-Agar (ISP Nr. 7): Wachstum mittelmilige Sparliches
Luftmycel - blaf-grau (a6). Substratmycel gelb~braun bis dunkel-
 braun (b7-%5). Bildet 1dsliches Pighent, das al 9. Tag der Kul-
tivierung rosafarben ist und ‘spater dunkelbraun bis schwarz
wird. - - - v
SRI-Glukose-Agar (Krassilnikov N. A., 1950) ¢+ Wachstull sehr gutbe
. Luftmycel abhingig von Alter grau, dunkelgrau bis schwarz (wi-
al-a1). Substratmycel geld, gelb~braun bis braun (p5-a4=w7)e
Kein 13sliches Pigmente = o
lineralagar Nr. 1 (Gause, Go Fs und Mjtarb., 1957): Wachstum
sehr gube Iuftmycel bei jungen Kulturen blaS-greu und bel 1&n-
ger kultivierten dunkelgrau und schwarz Ca6—a2¥é1). Substrat-
mycel blaB-gelb bis hellbraun (j6-b4). Kein 10sliches Pigments
:Nbisextrakt—Agar: Wachstum sehr gut. Luftmycel grau, aschgrau
'l(w4—k2). Substratuycel gelbébraun (d4). Kein lésliches Pigment.
Sapek-agar (Saccharose): Wachstum spirlich. Iuftmycel weiS bis
weiB~-grau (d1-a6). Substratmycel farblos bis cremefarben (b6).
Kein 18sliches Pigmente ‘
Glukoée-Aspafagin-Agar: Wachstum sehr gut. Luftmycel aschgrau,
grau, dunkelgrau (k2-wh=-a2)« Substratmycel gelb=braun (d4).
Kein 16sliches Pighnente .
Nbltbse-Trypton—Agar::Wachstum gut. Iumftmycel weiB bis hell-
grau (d1-a6). Substratmycel cremefarben bis gelb (b6~p5). Kein
15sliches Pigmente. - |
Kasein-Stirke-Agar: Wachstum sehr gub. Iuftmycel grau, dunkel-
grauy Qunkelgrau-violett (wi-a2-n2). Substratiycel gelb=braun
(d4). Kein 1l8sliches Pigment. | g
' Benett-Agar: Wachstum gut.‘Luftmycel blaB-grau bis dunkelgrau
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(a6-a2), Substratmycel cremefarben bis blaf-sandfarben (06~
k3). Kein l8sliches Pigment, :

SR II (Erassilnikov N, A, 1950): Wachstum sohwach. Lufimyocel
weiB (d43). Substratmycel cremefarben (b6), Eein 18s1iches Pig=~
ment, | |

Kartoffel~igar mit 4 % Glukose$ Wachstum gut, Iufimycel grau
bis dunkelgrau (wi-a2). Substratmycel gelb-braun (d4). Kein
18sliches Pigmente.

Fleischpepton—-Agar: Wachstum gut. Kein Luftmycel., Suhstratmycel
gelb bis blaB-braun (p5-d4). Kein losliches Pigment. |
Phyeiologischﬁbiochemiache Eigenschaften: Der Actinomyceten—
gtamm 111 verfliseigt Gelatine und peptonisiert Milch unter
Bildung von braunem Pigment. Er hydrolysiert gut Stdrke, zer-
sétzt sber keine Zellulose, Er reduziert Nitrat zu Nitrit und
bildet Melanin, Der Stamm verwertet gut Glukose, Galaktose,
Fruktose, Xylose, Mannose, Ramnose, Arabinose, Mannit, Maltose,
Laktose, Raffinose, Sorbit, Glycerin. Die Verwertung von
Saccharose, Dulecit, Inosit, Inulin und Exulin ist gering oder
fehlt ganze -

Antibiotische Aktivitdt: Das antimikrobielle Spektrum wird ge=
gen eine bestimmte Zahl von Mikroorgenismen mit Hilfe der Agare
Diffusionsmethode nach 6t#giger EKultivierung des Bildners auf
drei Nahrbbden bestimmt ~ SojanHhrboden, Mineralnshrboden und
SRI mit Glukose, Aotinomyces 111 hemmt die Entwicklung folgen—
der Test~Kulturen: Staphylococeous aureus 209, Bacillus subtili=
1~2, Bacillus idosus, Bacillus mycoides, Bacillus pseudoanthrae
cis, M erococcus luteus 9341 (friher sarcina lutea 9341), Myoco~
bacterium Be5, Candida albicans, Penisillium chrysogenum, Bo=-
tryties cinerea, Fusarium graminearum, Einen Vergleich der mini~
malen Hemmkonzentrationen (MHK) von Polyether—-Antibiotika-Kom=
plex A=111 mit Monensin und Salinomyoin (Tab. 3) ergibt, dad
A-114 durch bedeutend hhere Aktivitidt gegenilber grampositiven
Bakterien als die Vergleichsprﬁparate_charakteriaiert ist, Der
Stamm 114 ist mesophil und serophil. Die optimale Temperatur fir
seine Entwicklung ist 25 bis 32 °C. Der Stamm wird auf dem Nihr-
boden SRI und Majendhrboden gehalten, Der Actinomyces 111 ist
einigen morphologischen und physiologisch-biochemischen Bigen-
gchaften der Art Streptomyces hygroscopious ¥hnlich.In den letgz-

ten Jahren sind in der ILiteratur unter der Az'bbezeiohnun% Strep~
_ , , _ _ ~ tomyces
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hygroscopicus viele Stémme beschrieben worden, die sich in den
morphologischen, Kultur- und besonders physiologisch~biochemi-
schen Bigenschaften, speziell aber in der Verwertung verschie-
dener Kohlenstoffquellen und ihrem antibiotischenl Spektrum, von
dem zuerst beschriebenen Actinomycetenstamn Actinomycés hygros=
copicus, Jensen, 1931 sehr wesentlich unterscheiden. Dies
trifft auch fir Actinomyces 111 zu. Beim Vergleich der gewonne=
nen Daten steht der Actinomyces 1441dem Streptomyces hygrosco-
picus Shogi et al., 1968, Syﬁ. Actinbmyces polyetherinus (Kras-
silnikov N A., 1970) am nichsten. Er unterscheidet sich jedoch
in einigen morphologischen,‘Kuituré_und physiologischybiochemi-'
schen Eigenschaften. Im Gegensatz zul Actinomyces polyetherinus
"~ hat er Sporen mit rauher Oberfliche. Er bildet Melanin, verwer-
tet Sorbit und produziert verschiédene antibiotische Substanzen.
Der Stamm 411 ist ebenso variabel wie die in der Literatur be-
schriebenen'Stémme der Art Streptomyces hygroscopicus. Auf ei-
nigen Nihrbden gewiont mem bis zu 5 und mehr Varianten. Bei
einigen Varianten ist das Luftmycel sehr gut entwickelt und ty-
pisch fiir die Art hygroscopicus; ist/es grau, dunkelgrau bis
schwarz infolge der eintretenden Lyse, Bei den anderen Varian-

ten ist es weiB oder hellgrau. Es wurden asporogene Varianten
‘oder solche mit schwach entwickelten TLuftmycel gefundene

Aufgrqnd der gewonnenen morphologischen,.KhItur- und physiolo-
'gisch~biochemischen Daten rechnen wir den Actinomyces 111 zu
‘der Sammelart Actinomyces hygroscopicuss

Actinomyces 111 produziert insgesalt folgende antibiotische

Sdbstanien: S o

4. Polyether-Komplex, der aus &4 einzelnen Komponenten bestehts

2. Azalomycin B: identisch mit der Beschreibung in der Litera-
tur (Arai, My Jo Antibiotics 13 (1960), 46-50, 51=56)) »

3, Pungistatisches Antibiotilkull: Hexaen-Antibiotikum nach Da-
ten der UV-Spektrometries ' :

4, Komplex mit antibakterieller und fungistatischer Wirkung,
der aus 5 Komponenten bestehts '
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Tm weiteren Ausbau besteht das Verfahren zur Herstellung des
Poljether—Komplexes aus folgenden Schritten: In 300 m)-Erlen-
meyer-Kolben werden je 50 ml fliissiger Nshrboden eingefiillt
und nach der Sterilisation mit einer Sporensuspension von 10-
bis 20bagigen Kulturen des Actinomyceten-Stamues 111 beimpft.
Die Kultivierung wird suf einem Schiittelapparat bel 180 bis
200 U/min und einer Temperatur von 27 bis 32 % im Verlsuf

von 36 bis 40 h durchgefihrt. Das gewonnene vegetative thé—
rial wird in P1-Erldmeyer-Kolben, die mit 500 ml Nékrboden
gefiillt sind, ibertragen. Die Kultivierung wird unter den oben
genannten Bedingungen 6 Tage lang durchgefiihrt. Der Feriienta—
tionsprozeB wird nach Erreichen der maximalen antibiotischen
Aktivitdt beendet, die nach der Agar-Diffusionsmethode mit

den Test-Kulturen Bacillus subtilis und Staphylococcus. aureus
bestimmt wird. Zur Gewinnung des Feuchtmycels, das den Antibio-
tika-Komplex enthilt, wird der pH-Wert der Kulturflissigkeit
mit anorgenischer Sdure auf pH 2,0 bis 3,0 eingestellt, wonach
filtriert, zentrifugiert oder separiert wird. Das frische Mycel
wird in Aceton suspendiert und die Suspension mit 1 n NaOH auf
pH 8,5 bis 9,5 eingestellt. Die antibiotischen Substanzen, Gie
in Form von Natriumsalzen vorliegen, werden aus dem Mycel drei-

ngl mit Aceton extrshiert. Der vereinigte Extrakt wird im Vam
kuull bis zur volligen Beseitigung des Acetons konzentrierts

Die resultierende wifrige Phase wird mit Butanol oder Chloro-
form extrahiert. Der Butanol— bzwe Chloroformextrakt wird unter
Vakuul zu einel gelb-brannen_Sirup‘kanzentriert. Aus diesen
Extraktkonzentret kann der Polyether—Antibiotika—Komplex A-111
durch Pidllung mit Petrolether und gegebenenfalls durch Saulen-
chromatographie gewonnen werden. Zur Trennung der einzelnen
Komponenten des Komplexes wird dem gelb-braunen Sirup eine be-
stimmte lenge Aceton zugesetzb, wodurch ein gelb-griiner Nieder-
schlag gewonnen wird, der zwei von den antibiotischen Substanzen
des Komplexes enthdlt, die Kompbnenten A-111-3 und A-111-4s

Die Komponenten A=111=1 und A=-111-2 verbleiben in der Lcetonlo-
sunge Der gelb-grime Bodensatz wird anschlieBend dreimal mit
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Kohlenwasserstoffen (Penten, Hexan oder Petrolether) extrahiert,
wobei die Komponenten A=111~3 und A=111-4 in Ldsung gehen. So-
wohl der Acetonextrakt, der die Komponenten A-111-1 und A-111-2
enthdlt, als auch der Kohlenwasserstoffextrakt, der die Kompo-
nenten A=111-3 und A-111-4 enthdlt, werden einer weiteren Reini-

gung und Trennung mit Hilfe der Saulenchromatographle unterzo-
gen (se Schema 1). ' '

Der Komplex A-111 ist eine farblose Substanz, die in niederen
Alkoholen und Ethern, in Chloroform, in niederen Kohlenwasser-
stoffen, in Dimethylformamid, in Acetonitril sowie in Cyclo-
hexanol uw. as ldslich iste. Der Komplex ist nicht lﬁéliéh in Was-
ser, weder als freie Sdure noch als Natriumsalz. Das UVASpek-
trul zeigt nur Endabsorption. Die dimnschichtchromatographische
Charakterisierung der Komponenten des Kolplexes A=111 durch
verschiedene Losungsmittelsystelle ist in ‘Tabelle 1 und 2 wie=-
dergegeben. Die Zusammenfassung dieser Daten gibt den AnlaB,
den Komplex zur Untergruppe der monovalenten Polyether-Antibio-
tika, die mit AlkalieIonen Komplexe bllden, zu rechnen. Die lio-
lekulargewichte und die empirischen Forieln der einzelnen Koil-
- ponenten, die den Polyether-Komplex bilden, wurden mit Hilfe
der lassenspektrometrie ermittelte

Charakterisierung der Komponenten des Komplexes:

Komponente A—111-1 .

EuBere Form: farblose, amorphe Substanz

I5slichkeit: 16slich in niederen Alkoholen, Dimethylformamid,
Chloroform, Aceton, Ether, Pentan, Heptany
nicht 18slich in Wasser, weder in Form von Siure
noch als Natriumsalze - |

UV-Spektrum: nur End-Absorption

'Elementare Zusallensetzung: Kohlenstoff, Wasserstoff, Sauer-
stoff, Natrium; ‘Halogen und Stlckstoff 31nd nlcht

_ enthalten,
Das Mblekulargewmcht ist nach den Daten der Massenspektrometrie
746, Entsprechend der elelentaren Zusammensetzung erglbt sich
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- aus del hochaufgeldsten Massenspektrum die empirische Formel
040H67011ya. Die Komponente A-111-1 unterscheidet sich von

der Komponente A-111-2 nur nach ihrel Rf-wert in den verschie=.
denen Lysungshittelsystemen (s. Tab. 1) Die Komponente A-111-1
besitzt eine hohere Polaritdt als die Komponente A-111-2. Die
jdentischen Molekulargewichte, eIpirischen FormZeln und Daten
der Spektrometrie geben die Grundlage fiir die Annahie, daf die
' Kompanente A=111-1 ein Isomleres der Komponente A-111-2 iste

Komponente A-111-2

iuBere Form: farblose, alorphe Substanz

Léslichkeit: 1oslich in niederen Alkoholen, Aceton, Estern

' der Essigsidure, Chloroform, Ether u. ae; nicht
16slich in Wasser, weder in Form von S&ure noch
als Natriumsalz.

UV-Spektrum: nur End-Absorption |

‘Plementare Zusammensetzung: Kohlenstoff, Wasserstoff, Sauer-
stoff und Natrium; Stickstoff, Schwefel und Halo-
gene sind nicht enthaltene

iblekulargewicht: 746; empirische Formel 0405670'iﬁ:1qa' entspre~
chend den Ergebnissen der hochaufldsenden Nassen-
spektrometries Dinnschichbchromatographie der Kom-
ponente A-111-23: s. Tab. 1.

Diese Daten sprechen fiir die Identitét mit del Polyether-Anti-

biotilkum Nigericin. Aber beim Vergleich zwischen der KoRponen-

‘te A=111=-2 und Standard-Nigericin zeigten sich bestimmte Unter-

schiede, die sich u. a., darin guBern, daB im Massenspektrul der

Komponente A-111-2 das Fraghent-Ion nfe 728 auftritt, das durch

Abspaltung eines Wassermolekiils bedingt ist. Im Massenspektrun

des oben genannten Standard-Nigericins tritt ein solcher las-

‘senpesk nicht aufs

Komponente A=111=3

AuBere Form: farblose, alorphe Substanz

ILoslichkeit: 1¢slich in Chloroform, Aceton, Petrolether, Ether,
Pentan, Hexan, niederen Alkoholens nicht 1dslich
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in Wesser, weder als freie Sdure noch als Natrium-
|  salz. | |
UV-Spektrum° End-Absorption
Elenentare Zusamliensetzung: Kohlenstoff, Jasserstoff-‘Sauer-
'  stoff und Natmum. Stickstoff, Schwefel und Halo-

_gene fehlen, :

hblekulargew1cht 788, empirische Formel 042 69 1ZNa, entsPre—
chend den Ergebnlssen der hochaufltsenden Massen-

‘sPektrometrie. Die Untersuchung der Fraghentation
im Massengpektrul weist euf ein Acetylderivat von
Komponente A=111-2 hin.
Bisher ist kein Antibiotikum der Polyethergruppe it dlesem
mlekulargew1cht bekannt geworden. Das zelgt, daB die Komponen-
te A~111-3 ein neues Antibiotikul ist. Damit wurde zull ersien
sl ein acetyliertes Polyether-Antlblotlkum'beobachtet, das von
-Wﬁkroorganismen synthetisiert wird.

Komponente A=111-4 v

LuBere Forms: farblose, amorphe Substanz

Loslichkeit: 18slich in Chlorofori, Aceton, Petrolether, Pen-—

' tan, Hexan, niederen Alkoholen; nicht 1ldslich in

Wasser, weder als freie S#ure noch als Natriumsalz.

UV=-Spektrum: End-Absorption . S o |

Elementare Zusammensetzung: Kohlenstoff, Wassérstoff, Sauerstoff

‘ und Natriumg Stlckstoff, Scnwefel und Halogene feh~
len. '

iblekulargewicht: 728 emplrlsche Formel 040H65 1O‘Na, entspre-
chend den Daten der hochauflosenden massenspektro—
metriee : '

Rf ~ferte in verschledenen Losungsmlttelsystemen (ss Tabs 1)e
Die Komponente A=141-4 ist ein Derivat der Komponente A-111-2,
das sich aus dieser durch Abspaltung eines Wassermolekiils ab-
leitet. Diese Verbindung kenn aus der Komponente k-111-2 auch
durch Erhitzen auf 200 % unter Valkuul gewonnen ‘werden, sie
kann gber nicht aus ngerlcin gewonnen werden. Die biologische
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Aktivitat der Komponente A=111-4 ist im Vergleich zu der der
{ibrigen Koponenten des antibiotischem Polyether—Kolplexes
niedriger. ' |

Ausfiihrungsbeispiel

Die nachstehenden Ausfihrungsbeispiele sollen das Verfahren
niher erlduterns '

1o

Der Actinomyceten-Stamm 111 wird auf ilaisnshrboden oder
SRT-Nihrboden mit Glucose 10 Tage lang bei einer TeRpera=
4ur von 28 °C kultiviert. it der Sporensuspension werden

" 4000 ml-Erlenieyer-Kolben beilipft, die 500 ml Nehrboden

2e

folgender Zusailliensetzung (g/1): enthalten: Sojamehl 10,0,
Glucose 10,0, N&Cl 5,0, CaC03 1,0 Der pli-Wert nach der
sterilisation bei 115 °C liegt bei 6,8 bis 7,2. Die Kulti-
vierung wird auf einem Schiittelapparat Wit 200 U/min bei
o8 % im Verlauf von 6 bis 7 Tagen bis zur Haxilalen Aus—
beute des Polyether-Komplexes durchgefihrt. Die antibio-
tische Akbivitdt wird mit dem,Test-Kbim Bacil1us subtilis
I=2 bestimmb. '

Der Stamm 411 wird in zwei Stadien kultiviert.

1o Stadium: it einer Sporensuspension werden 2000 mi~-Er-
lenmeyer-Kolben, die 500 ml Nzhrboden der im Beispiel 1
genannten 7usammensetzung enthalten, beiltpfte Die Kulti-
vierung unter Schiitteln dauert 36 bis 48 h bei o8 %,

2, Stadiums Das gewonnene vegetative Mycel wird zum Beimp~‘

fen eines 10l-Fermentors verwendet, der 6 1 Nzhrboden der=
selben Zusammensetzung enthalt. Der ProzeB verlduft bei

- 28 %, bei einer Rijhrgeschwindigkeit von 325 U/min und ei-

per Beliiftung von 1 1 Luft/l Néhrboden/min. Nach 6- bis

',,7tégiger Kultivierung wird die maximale Aktivitat erreicht.

3.

Die Kultivierung wird in der Art wie in Beigpiel 2 in zwel
Stadien durchgefiihrt. Im 1. Stadium wird der gleiche Nahre-
boden zur Herstellung des Impfmaterials verwendet. Fiir das

2, Stadium wird ein Nahrboden folgender Zusalliense tzung
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verwendet (in g/1): Glukose 20,0; Sojamehl 10,0; tbisex~
trakt 5,03 NeCl 5,05 CaC0y 3,0 |

Wie in der Prinzipdarstellung bereits ausgefiihrt, wird nach
Beendigung der Ferientation bei Raximaler antibiotischer Ak-
tivitdat der pH=Wert der Kulturfliissigkeit mit 4n HCl auf

2,0 bis 3,0 eingestellt, danech wird das N%cel abzentrifu=
gierte. Das feuchte Mycel wird in Aceton suspendiert. Der
p-Wert der Suspension wird auf 8,5 bis 9,5 @it 1n NaOH
eingestellt, dann zentrigufiert. Das iycel wird noch zwel-

ma] mit Aceton im Verhdltnis 1:3 (v/v) extrahiert, Die ver=-
einigten Acetonextrakte werden im Vakuum bis zul wéBrigen

Riickstand konzentriert, der anSchlieBend mit Bubtanol reex-

 trahiert wird. Der Losungsmlttelextrakt wird im Vakuul zu

.

G

einen gelb-braunen Sirup konzentriert, der durch Zusatz
der finffachen lenge Aceton. (v/v) in einen festen Nieder=-
schlag ulgewandelt wird. Durch Zentrlfugleren wird ein
gelb-grines Sedillent gewonnen, welches die Koliponenten

A-111-3 und A=111-4 enthdlt. In der Acetonldsung verblei-
ben die Koliponenten A=111=1 und A=111=2. Wenn die Fdllung

jedoch mit einem griBeren Acetonvolumen erfolgt, gehen al-
le 4 Komponenten in Losung und das Sediment ist inakbtive

Das gelb=-griine Sediment, das nach Beispiel 4 gewonnen wurde,
wird dreimal Iit dem Kohlenwasserstoff Hexan behandelt. Der
Kohlenwasserstoffextrakt wird filtriert, im Vakuun auf ein

kleines Volulien konzentriert, denn der S#ulenchrolatogra-
phie mit einem Magnesiumtrisilicat (60 bis 100 mesh) als

Adsorbens unterzogen, wobel Aceton-Heptan im Verh#dltnis
10:4 als bewegliche Phase Verwendung findet. Die aktiven

Fraktionen der Siule werden vereinighb und mittels prépara-

tiver Dimnschichtchromatographie mit mthylacetat als Lauf-
wittel getrennte.

Den Acetonextrakt, der, wie in Beispiel 4 ausgefihrt, durch
Zentrifugieren von denn gelb—grunen Sediment abgetrennt wird,
behandelt man mit Aktivkohle und konzentriert im Vakuull auf
ein kleines Volulen. Das Konzentrat wird der Saulenchrolia=
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tographie an Kieselgel (Korngrdbe 0,063 bis 0,2 mm) unter-
worfen. Die Elution erfolgt stufenweise it Chlorof orli-ie—

thanol~Gemischen, Die akbtiven Fraktionen aus der Sdule wer-
den vereinigt und an einer zweiten Sdule @it llagnesiumtri=-
silicat als Adsorbens it der beweglichen Phase Aceton-Hep—-
tan (10:4) chromatographiert, Die aktiven Fraktionen werden
vereinigt und im Vakuum konzentriert, wobei die Komponenten
A=111-1 und A=111~2 gewonnen werden.
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Erfindungsanspruch

'1..Verfahren zur Herstellung eines Polﬁ%her~Antibiotika-Kom-

. 2o

3

4.

plexes auf mikrobiologischen Wege, gekennzeichnet dadurch,
daB der Mikroorganisius ActinoXyces hyeroscopicus, Stami 111,
unter aeroben Redingungen in flissigen Nzhrmedien, die Koh-
Jenstoff- und Stickstoff-Quellen sowie ilineralsalze enthal-
ten, bei einer Teliperatur zwischen 25 und 32 O¢ wihrend ei-
nes Zeitraumes von 2 bis 7 Magen kultiviert wird und der
dsbei gebildete Polyether-Antibiotiks=Komplex A=111 sus dei
feuchten uycel extrahiert, nachfolgend Wit bekannten #etho-
den konzentriert und ausgefallt sowie gegebenenfalls weiter
durch fraktionierte Sedimantation it hceton und/oder an-
schlieBender Chromatographie in die Einzelkomponenten A=111=
4, A=111=2, 4-111=3 sowie A=111-4 getrennt wirds |

Verfehren nach Punkt 1, sekennzeichnet dadurch, dab das
Feuchtmycel mit dem Komplex A=111. aus der Kulturldsung nach
Ansiuern mit anorganischen S&uren auf pH 2,0 bis 3,0 in an
sich bekannter Weise durch Zentrifugieren oder Separieren
abgetrennt wirde '

Verfzhren nach Punkt 1 und 2, gekennzeichnet dadurch, daB

" der Komplex A-111 aus deil iiycel nach Binstellen des pH=ier-

tes auf 8,5 bis 9,5 durch Zugsabe von Alkalilaugen in Forfl
des Alkalisalzes Wit organischen 1,osungsaitteln extrahiert
wirds ' o |

Verfshren nach Punkt 4 bis 3, gekennzeichnetb dadurch, da8
die_fraktionierte»Sedimentation dqurch Acevon-Zusatz in der
Teise durchgefilhrt wird, daB im Sediment die Kolponenten
A-111=3 sowie A=111=%, in der‘Lasung‘hingegen die Komponen-
ten A-111-1 sowie A=111-2 enthalten sind. |
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Scheltla 1

Schela zur Bxtraktion, Reinigung und Trenmnung eines Antipioti-

ka~Kolplexes aus Actinomyces 111
Kulturflissigkeit

- einstellen wit 1n HC1 auf pH 2,0

- zentrifugieren

suspendieren in Aceton
einstellen auf pH 8 mit 1n NaOH
- dreifache Extraktion it Aceton
~ zentrifugieren

-

- konzentrieren i Vakuuld

~ extrahieren der Wasserphase
mit n-Butanol ‘

Butanol=Extrakt

~ konzentrieren i@ Vakuull

Gelbbrauner Sirup

- digerieren mit Aceton

|

Ng%el (akbtiv) | Fulturfiltrat (inalbiv)

Aceton=-Extrakt v Riickstand (inaktiv)

Aceton-Extrakt : Riickstand
(enthidlt Komponente A-411-1 (enthidlt Kolponente
und A=111=2) . A-114-3 und A=111-4)

- entfarben it Aktlvkohle | dreifache Extraktion

nit Pentan
- Ssulenchroliatographie an Pentanextrakt
Kieselgel '
hktive Fraktionen : | entfarben mit Akbtive
: kbdhle
~ Saulenchrolatographie -| gaulenchronatographie

an(Florisil) Magnesiumtrisilicat

an(Flor:i.Sil)Ma esiune

‘Aktive Frakbionen Aktive Fraktionen trisillcat

. . . y I
.Koﬁgaﬁe %*I [Roliponen j Koﬁp:ngnfe‘ | ‘Komponente
A- 1 -

4-111-1

|a=111-2

A=111=1
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Tabelle 1
Losungsmittelsystell Rf-Wert der Koliponente
A~ A= A= A= |Nigeri=
111-1 111=2 111=3 111=4 cin
1. Benzen-Ethylacetat = 121 0,07 0,10 0,20 0,38 | 0,10
2. Chlorofori-Bthylacetat = 2:3 (0,08 0,3% 0,48 0,55 |0,34
3. Benzen=Aceton = 931 0 0 0 0 0
4, Benzen-Aceton = 131 0,43 0,64 0,82 0,86 0,64
5. Ethylacetat | 0,23 0,42 0,52 0,59 | 0,42
6. Heptan-Ethylacetat = 4:10  [0,18 0,33 0,56 0,57 } 0,33
e Petrolether~Chloroform- 0,43 0,60 0,72 0,85 | 0,60
lethanol = 10:10:2 1 o _
8. Heptan-Chlorofori~ 10,17 0426 0,38 0,52 | 0,26
iethanol = 20:20:7 | o

Die Farbreaktionen der 4 KoZponenten auf Kieselgel sind in
Tab, 2 angegebene

pabelle 2
‘Farbreaktionen auf Kieselgel -

Reagend?az F a f)b e

1. Vanillin-Schwefelsdure braune Flecken, weiBer Untergrund

20 Anisaldehyd  |pstlich braune Flecken, weiBer Un=
tergrund
3 p-glmethylamxndbenzalde-. gelbe Flecken, weiBler Untergrund
hy R
4, Phosphorsiure " |gelbe Flecken, weiBer Untergrund
5, Antimontrichlorid |braungelbe Flecken, hellgelber
” - Untergrund
Gs 2y 4—D1n1tr0phenylhydra21n negativ
7. Ninhydrin ~|negativ
8. Ferrichlorid ~ negativ
9, Kaliulpersnganab - |negativ

40, Dragendorff negatiw
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Tabelle 3

Vergleichende Daten filr die minimale Hemmkonzentration (MHK)
des Polyether-Antibiotika-Komplexes A-114 mit Monensin und
Salinomycin im Agar-Diffusionsplattentest '

Testkultur , MHK (/ug/ﬁl)

A-114 . Monensin Salinomycin
Staphylocooccus awreus 209 P 1,0 45,0 12,5
Bacillus subtilis ATCC 0,5 7,0 - 10,0
Bacillus subtilis I~2 045 2,0 7,0
Bacillus mycoides ) 1,0 17,0 10,0
Sareina citrina ) 145 17,0 15,0
Escherichia coli BTCC 0111 100,0 100,0 100,0
Candida albicans 562 50,0 50,0 - 50,0
Saceharomyoces cerevisiae ™) 50,0 50,0 50,0
Penioillium chrysogenum *) 50,0 50,0 5040
Alternaria tenuis *) : 50,0 50,0 50,0
Botrytis cineres ) 50,0 50,0 50,0
Fusarium 1ini ¥) | 50,0 50,0 50,0

+) Diese Stimme wurden aus der Bulgarian Type Culture
Collection (BTCC) ohne Nummer entnommen
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