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6 Verfahren zur Herstellung von Thienamycin und dessen Isomeren Desacetyl-890 A1 und 890 A3.

@ Thienamycin der Strukturformel I oder dessen als

Verbindung 890 A; bzw. 890 A; bezeichnete Iso-
mer wird mit einer Amidohydrolase in Berithrung ge-
bracht, die im Stande ist, die N-Acetylgruppe zu hydro-
lisieren. Das fiir die Herstellung des Antibiotikums Thien-
amycin neue Verfahren ermoglicht auch die Herstellung
der neuen Antibiotika Desacetyl-890 A; und Desa-
cetyl-890 Ajz. Diese Antibiotika haben ein sehr
breites Wirkungsspekirum und sind hochgradig
wirksam sowohl gegen gram-negative wie auch gram-
positive Mikroorganismen. Sie eignen sich fiir die An-
wendung in der Human- und Veterinirmedizin wie
auch fiir industrielle Verwendungszwecke.
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PATENTANSPRUCHE
1. Verfahren zur Herstellung von Thienamycin der Strukturformel

:_-CH(OH
er CH(OH)

(1)

COOh

oder von dessen als Desacetyl-890 A1 und Desacetyl-890 A3 bezeichneten Isomeren, dadurch gekennzeichnet, dass man N-

Acetylthienamycin der Strukturformel

CH.,-CH(OH)

3

I
S-CH,CH,-NE-C-CH

COCH

oder dessen als Verbindung 890 A1 bzw. 890 A3 bezeichnetes
Isomer in innige Beriihrung mit einer Amidohydrolase bringt,
die imstande ist, die N-Acetylgruppe zu hydrolysieren.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man als Amidohydrolase eine N-Acetylthienamycin-
Amidohydrolase verwendet.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man als Amidohydrolase eine N-Acetyldthanolamin-
Amidohydrolase verwendet.

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man eine Amidohydrolase verwendet, die durch einen
Amidohydrolase erzeugenden Stamm des Mikroorganismus
Protaminobacter ruber erhalten wurde.

5. Verfahren nach Anspruch 4 zur Herstellung von Thiena-
mycin, dadurch gekennzeichnet, dass man N-Acetylthienamy-
cin in innige Berithrung mit dem von Protaminobacter ruber
erzeugten Enzym-N-Acetylthienamycin-Amidohydrolase
bringt.

6. Verfahren nach Anspruch 4 zur Herstellung von Desace-
tyl 890 A1, dadurch gekennzeichnet, dass man die Verbindung
890 A1 in innige Beriihrung mit dem von Protaminobacter
ruber erzeugten Enzym N-Acetylthienamycin-Amidohydrolase
bringt.

7. Verfahren nach Anspruch 4 zur Herstellung von Desace- so
tyl-890 A3, dadurch gekennzeichnet, dass man die Verbindung
890 A3 in innige Beriihrung mit dem von Protaminobacter
ruber erzeugten Enzym N-Acetylthienamycin-Amidohydrolase
bringt.
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Die Entdeckung der bemerkenswerten antibiotischen Eigen-
schaften von Penicillin hat grosses Interesse auf diesem Gebiet
wachgerufen, das zur Auffindung vieler anderer wertvoller
antibiotischer Stoffe gefiihrt hat; solche Antibiotica sind z.B.
andere Penicilline, Streptomycine, Bacitracin, Tetracycline,
Chloramphenicol, Erythromycine und dergleichen. Im allge-
meinen erstreckt sich die antibakterielle Aktivitit eines jeden
dieser Antibiotica auf gewisse klinisch wichtige pathogene
Bakterien. So wirken einige hauptséchlich nur gegen gram-
positive Arten von Bakterien. Im Verlaufe der weitverbreite-
ten Anwendung bisher bekannter Antibjotica zur Behandlung
von bakteriellen Infektionen hat die erworbene Resistenz zum
Auftauchen schwieriger Resistenzprobleme gefiihrt.
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Daher haben die Mingel der bekannten Antibiotica eine
weitere Forschung zur Auffindung anderer Antibiotica ange-
regt, die gegen einen weiteren Bereich von Krankheitserregern
sowie auch gegen resistente Stimme besonderer Mikroorganis-
men aktiv sind.

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren
zur Herstellung neuer und wertvoller Antibiotica zur Verfii-
gung zu stellen, die in hochgradig wirksamer Weise das Wachs-
tum verschiedener gram-negativer und gram-positiver Mikro-
organismen hemmen, das auf enzymatischer Desacetylierung
der Verbindungen 890 A1 und 890 A3 beruht und auch zum
Desacetylieren von N-Acetylthienamycin geeignet ist.

Diese Aufgabe wird durch das erfindungsgemasse Verfahren
geldst, das im Patentspruch 1 definiert ist.

Geeignete Quellen fiir eine Amidohydrolase, die imstande
ist, die N-Acetylgruppe zu hydrolisieren, sind Aminohydrolase
erzeugende Stimme des Mikroorganismus Protaminobacter
ruber. Das durch Protaminobacter ruber erzeugte Enzym ist
N-Acetylthienamycin-Amidohydrolase, ein Vertreter der
Untergruppe von Enzymen, die geméss der empfohlenen
Enzymnomenklatur der «International Union of Pure and
Applied Chemistry» und der «International Union of Bioche-
mistry» als E. C. 3.5.1 bezeichnet wird.

Die nach dem erfindungsgemissen Verfahren hergestellten
neuen antibiotischen Stoffe, die hier als Desacetyl-890 A1 und
Desacetyl-890 A3 bezeichnet werden, sowie auch das gleicher-
massen erhiltliche Thienamycin konnen in verdiinnter Form
als rohes Konzentrat und in reiner Form vorliegen.

Der Mikroorganismus, der imstande ist, das Desacetylisie-
rungsverfahren durchzufiihren, wurde aus einer Bodenprobe
isoliert und auf Grund von klassifizierenden Untersuchen als
zu der Species Protaminobacter ruber gehdrend identifiziert.
In der Kultursammlung von Merck & Co., Inc., Rahway, N.1.,
ist er mit MB-3528 bezeichnet worden. Eine Kultur des
Mikroorganismus ist am 21. November 1975 unbeschrénkt
permanent in der Kultursammlung der Northern Regional
Research Laboratories, Nothern Utilization Research and
Development Division, Agricultural Research Service, U.S.
Department of Agriculture, Peoria, Illinois, hinterlegt worden
und hat die Kennzeichnungsnummer NRRL B-8143 erhalten.

Die morphologischen Eigenschaften und die Kultureigen-
schaften von Protaminobacter ruber NRRL B-8143 sowie die



Einzelheiten iiber die Ausnutzung von Kohlenstoff und Stick-
stoff und die biochemischen Reaktionen des Mikroorganismus
sind nachstehend angegeben:

Morphologie 5

Die Zellen sind stabformig mit abgerundeten Enden, 0,9-
1,2X2,3-4,6 | gross und kommen einzeln oder in Paaren vor.
24 und 48 Stunden alte Zellen werden gram-negativ mit einem
kornigen Aussehen geféirbt. Die Korner, besonders die polaren
Kérner werden von Sudanschwarz B schwarz gefirbt. Die
Zellen sind bei 28°C beweglich, aber bei 37°C ist die Beweg-
lichkeit fraglich.

Kulturmerkmale

Kolonien auf Nihragar sind zunéchst diinn, punktfrmig,
halbtransparent und farblos; dann werden sie niedrig-konvex,
undurchsichtig, glatt, randvollstindig (edge entire), in der
Konsistenz etwas trocken und rosa bis rosarot pigmentiert.

Kulturen in Nahrbriihe sind gleichméssig triib ohne Haut-
chen.

Die Pigmenterzeugung ist von Licht oder den untersuchten
Temperaturen (28°C und 37°C) unabhiingig. Das Pigment ist
in Aceton Ioslich, in Wasser oder Chloroform aber unldslich.

Bei 28°C erfolgt das Wachstum auf Néhragar und Hirn-
Herz-Aufguss-Agar unter aeroben Bedingungen etwas lang-
sam, aber gut; bei 37°C ist das Wachstum missig bis gut, aber
langsamer; bei 50°C findet kein Wachstum statt.
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Ausnutzung von C- und N-Quellen
Bei Verwendung eines basalen Salzmediums mit Ammoni-
umsulfat als N-Quelle ist das Wachstum mit Arabinose gut,
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mit Xylose méssig und mit Dextrose, Fructose, Mannose,
Rhamnose, Lactose, Maltose, Saccharose, Raffinose, Cellu-
lose, Inosit und Mannit schlecht.

N-Acetyléthanolamin kann als einzige C- und N-Quelle
verwendet werden.

In OF-Basalem Medium (Difco Laboratories, Detroit,
Michigan) wird aus Dextrose oder Lactose unter aeroben oder
anaeroben Bedingungen keine Saure und kein Gas gebildet.

Biochemische Reaktionen
Die biochemischen Reaktionen beruhen auf Standardme-
thoden, die im «Manual of Microbiological Methods», heraus-
gegeben von der Society of American Bacteriologists, Verlag
McGraw-Hill Book Co., New York, 1957, beschrieben sind.

Katalase - positiv

Oxidase — negativ

Starke wird nicht hydrolysiert

Casein wird nicht hydrolysiert

Gelatine wird nicht verfliissigt
Lackmusmilch bleibt in der Konsistenz unveréndert, wird aber
nach 7 Tagen etwas alkalisch

Indol - negativ

H2S - negativ

Nitrate werden nicht reduziert

Urease — positiv

Lysin- und Ornithindecarboxylase — negativ.

N-Acetylthienamycin, 890A1 und 890As sind die Bezeich-

30 nungen fiir Isomere des Antibioticums der Strukturformel

CH ,~CH (OH)}— | @ i
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N-Acetylthienamycin, seine Beschreibung und ein Verfahren 40

zur Herstellung desselben sind in der USA-Patentanmeldung
Serial Nr. 634 301 und die Verbindungen 890A1 und 890As,
ihre Beschreibung und Verfahren zur Herstellung derselben

sind in der USA-Patentanmeldung Serial No. 634 300 offen-

bart. 45
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und werden durch enzymatische Hydrolyse von 890A1 bzw.
890A3 mit Hilfe einer Amidohydrolase hergestelit, die bei-
spielsweise in Species des Genus Protaminobacter vorkommt.

Eine fiir die N-Desacetylierung von N-Acetylthienamycin,
890A1 und 890A3 besonders geeignete Amidohydrolase ist N-
Acetylthienamycin-Admidohydrolase.

Es wurde eine iiberraschende Homologie zwischen N-Acetyl-
4thanolamin und N-Acetylthienamycin gefunden, indem
Extrakte von Mikroorganismen mit dem bisher noch nicht
beschriebenen Enzym N-Acetyldthanolamin-Amidohydrolase

Die neuen erfindungsgemass hergestellten Antibiotica
nimlich Desacetyl 890A1 und Desacetyl 890As3, sind Isomere
von Thienamycin der Strukturformel

—CH —CH_ = (1)
CHz CH2 N’H2

ss neuen Desacetylformen iiberzufiihren. Zur Gewinnung solcher

Mikroorganismen kann man diejenigen Stimme auswihlen,
die imstande sind, fiir ihr Wachstum N-Acetyldthanolamin
auszunutzen, und diese Mikroorganismen dann auf die Anwe-
senheit von N-Acetylthienamycin-Amidhohydrolase untersu-

60 chen,

Das Antibioticum Thienamycin, welches nach dem erfin-
dungsgemissen N-Desacetylierungsverfahren aus N-Acetyl-
thienamycin erhalten wird, ist ein wertvolles Antibioticum.
Seine Beschreibung, Herstellung und gewerbliche Verwertbar-

in vielen Fillen imstande sind, N-Acetylthienamycin zu hydro- es keit sind in der USA-Patentanmeldung Serial Nr. 526 992

lisieren. Ferner wurde gefunden, dass Amidohydrolasen, die
imstande sind, N-Acetylthienamycin zu hydrolisieren, auch die
Fihigkeit haben, die Verbindungen 890A1 und 890As in ihre

offenbart. Die Antibiotica Desacetyl-890A1 und Desacetyl-
890A sind neue und wertvolle Antibiotica.
Ein Merkmal der Erfindung ist die neue Desacetylierung
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von N-Acetylthienamycin. Es gibt zwei Quellen fiir N-Acetyl-
thienamycin. N-Acetylthienamycin wird durch Fermentation
einer Fliissigkeit mit dem Mikroorganismus Streptomyces
cattleya NRRL-8057 hergestellt. Dieser Mikroorganismus
erzeugt ausserdem Thienamycin, welches dann chemisch N-
acetyliert werden kann,

Auf Grund umfangreicher klassifizierender Untersuchungen
wurde der aus einer Bodenprobe isolierte Mikroorganismus
Streptomyces cattleya als Actinomycete identifiziert und in der
Kultursammlung von Merck & Co., Inc., Rahway, N.J., als
MA-4297 bezeichnet. Eine Kultur dieses Mikroorganismus ist
permanent jn der Kultursammlung der Northern Regional
Research Laboratories, Northern Utilization Research and
Development Division, Agricultural Research Service, U.S.
Department of Agriculture, Peoria, Illinois, hinterlegt worden
und hat die Kennzeichnungsnummer NRRL 8057 erhalten.

Die geméiss der Erfindung hergestellten Verbindungen
Desacetyl-890A1 und Desacetyl-890As sind wertvolle Anti-
biotica, die gegen die verschiedensten gram-positiven und
gram-negativen Bakterien aktiv sind und daher sowohl in der
Humanmedizin als auch in der Veterindrmedizin Verwendung
finden. Die Verbindungen kénnen als antibakterielle Arznei-
mittel zur Behandlung von Infektionen verwendet werden, die
durch gram-positive oder gram-negative Bakterien verursacht
werden. z.B. gegen Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae
und Pseudomonas aeruginosa. Die antibakteriellen Mittel
konnen ferner als Zusatz zu Tierfutter, zum Konservieren von
Nahrungsmitteln und als Desinfektionsmittel verwendet wer-
den. Zum Beispiel k6nnen sie in wissrigen Mitteln in Konzen-
trationen von 0,1 bis 100 Teilen Antibioticum je Million Teile
Losung oder vorzugsweise in Konzentrationen von 1 bis 10
Teilen Antibioticum je Million Teile Lésung verwendet wer-
den, um das Wachstum von schidlichen Bakterien auf frzt-
lichen und zahnirztlichen Ausriistungsgegenstinden zu zerstd-
ren und zu hemmen, sowie als Bactericide fiir technische
Anwendungszwecke, z.B. in Anstrichfarben auf wissriger
Basis, in dem Siebwasser von Papierfabriken und zur Hem-
mung des Wachstums schédlicher Bakterien. 7

Die beschriebenen Antibiotica konnen in den verschiedenen
pharmazeutischen Préparaten als alleinige Wirkstoffe oder in
Kombination mit einem oder mehreren anderen Antibiotica
oder mit einem oder mehreren pharmakologisch aktiven Stof-
fen verwendet werden. Als Beispiel fiir den erstgenannten Fall
kann ein Aminocyclitol-Antibioticum, wie Gentamicin, mit
den beschriebenen Antibiotica gemeinsam dargereicht werden,
um die Moglichkeit des Auftretens von resistenten Organis-
men auf ein Minimum zu beschranken. Als Beispiel fiir den
letzteren Fall kann man Diphenoxylat und Atropin in Dosis-
formen fiir die Behandlung von Magen-Darmerkrankungen
kombinieren. Die Antibiotica kénnen in Form von Kapseln,
Tabletten, Pulvern, fliissigen Losungen oder als Suspension
oder Elixiere verwendet werden. Sie konnen oral, lokal, intra-
vends oder intramuskuldr dargereicht werden.

Tabletten und Kapseln fiir die orale Darreichung konnen in
Einheitsdosisform vorliegen und herkémmliche Streckmittel,
wie Bindemittel, z.B. Sirup, Akazienharz, Gelatine, Sorbit,
Tragantharz oder Polyvinylpyrrolidon; Fiillstoffe, wie Lactose,
Zucker, Maisstérke, Calciumphosphat, Sorbit oder Glycin;
Gleitmittel, z.B. Magnesiumstearat, Talkum, Polyithylengly-
kol, Siliciumdioxid; den Zerfall fordernde Mittel, z.B. Kartof-
felstérke oder unbedenkliche Netzmittel, wie Natriumlauryl-
sulfat, enthalten. Die Tabletten konnen nach an sich bekann-
ten Methoden beschichtet sein. Oral darzureichende fliissige
Préparate kénnen in Form von wissrigen oder dligen Suspen-
sionen, Losungen, Emulsionen, Sirupen, Elixieren usw. oder
als trockenes Produkt zum Anmachen mit Wasser oder ande-
ren Trégern vor der Verwendung vorliegen. Solche fliissigen
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Priparate kdnnen herkommliche Zusdtze, wie Suspendiermit-
tel, z.B. Sorbitsirup, Methylcellulose, Glucose/Zuckersirup,
Gelatine, Hydroxythylcellulose, Carboxymethylcellulose,
Aluminiumstearatgel oder hydrierte geniessbare Fette, Emul-

giermittel, z.B. Lecithin, Sorbitanmonooleat oder Akazien-
harz; nicht-wissrige Tréiger, wie geniessbare Ole, z. B. Mandel-

ol, fraktioniertes Kokosnussol, dlige Ester, Propylenglycol

oder Athylalkohol; Konservierungsmittel, z.B. p-Hydroxyben-
zoesduremethyl- oder -propylester oder Sorbinsiure, enthal-
ten. Zépfchen enthalten z.B. herkommliche Zpfchenbasen,
wie Kakaobutter oder andere Glyceride.

Mittel fiir die Injektion konnen in Einheitsdosisform in
Ampullen oder in Mehrfachdosisform in Behiltern unter
Zusatz von Konservierungsmitteln vorliegen. Die Mittel kén-
nen die Form von Suspensionen, Lésungen, Emulsionen in
oligen oder wissrigen Triigern aufweisen und Formulierungs-
mittel, wie Suspendier-, Stabilisier- und/oder Dispergiermittel
enthalten. Der Wirkstoff kann auch in Pulverform vorliegen
und vor der Verwendung mit einem Triiger, z.B. sterilem,
pyrogenfreiem Wasser, angemacht werden.

Die Mittel kénnen auch in fiir die Absorption durch die
Schleimhéute der Nase und des Rachens oder der Bronchialge-
webe geeigneter Form vorliegen, z.B. als Pulver oder fliissige
Spriih- oder Inhaliermittel, Pastillen, Rachenanstrichmittel
usw. Zur Behandlung der Augen oder Ohren konnen die
Préparate als einzelne Kapseln, in fliissiger oder halbfliissiger
Form oder als Tropfen usw. verwendet werden. Fiir die Iokale
Applikation kénnen sie in hydrophoben oder hydrophilen
Basen als Salben, Cremes, Lotionen, Anstrichmittel, Pulver
usw. vorliegen.

Ausser einem Tréger konnen die Mittel andere Bestand-
teile, wie Stabilisatoren, Bindemittel, Oxidationsverzogerer,
Konservierungsmittel, Gleitmittel, Suspendiermittel, die Visco-
sitdt beeinflussende Mittel oder Geschmacksstoffe und derglei-
chen, enthalten.

In der Veterindrmedizin, wie bei der Behandlung von Hiih-
nern, Kiihen, Schafen, Schweinen und dergleichen, kénnen die
Mittel z.B. als Priparate zum Injizieren in die Brust formuliert
werden, die auf Langzeitwirkung abgestellt sind oder den
Wirkstoff schnell in Freiheit setzen.

Die darzureichende Dosis richtet sich weitgehend nach dem
Zustand des zu behandelnden Tieres, dem Gewicht desselben
und der Art der Infektion, der Art und Haufigkeit der Darrei-

" chung, wobei die parenterale Darreichung bei allgemeinen
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Infektionen und die orale Darreichung bei Darminfektionen
bevorzugt wird.

Zur Behandlung von bakteriellen Infektionen beim Men-
schen kénnen die beschriebenen Verbindungen oral oder
parenteral nach herkémmlichen Methoden fiir die Behandlung
mit Antibiotica in Mengen von 2 bis 600, vorzugsweise 35 bis
100 mg/kg/Tag dargereicht und vorzugsweise in Einzeldosen
unterteilt und z.B. drei- bis viermal pro Tag dargereicht wer-
den. Es kénnen Einheitsdosisformen verwendet werden, die
z.B. 25, 250, 330, 400 oder 1000 mg Wirkstoff zusammen mit
physiologisch unbedenklichen Trigern oder Streckmitteln
enthalten. Die Dosiseinheiten liegen zweckmiissig in Form von
fliissigen Préparaten, wie Losungen oder Suspensionen, oder
als feste Stoffe in Tabletten oder Kapseln vor. Die optimale
Dosis richtet sich fiir jeden einzelnen Fall nach Art und
Schwere der Infektion, wobei fiir die Behandlung von Kindern
kleinere Dosen angewandt werden; alle derartigen Bemes-
sungsregeln sind dem Fachmann bekannt.

Das Antibioticum Thienamycin kann in der gleichen Weise
dargereicht werden wie die Antibiotica Desacetyl-890A1 und
Desacetyl-890As.

Analysenverfahren auf Antibiotikum N-Acetylthienamycin

Die nachstehenden prozentualen Konzentrationsangaben
sind gewichtsméssig, wenn nichts anderes angegeben ist.



I. Bioanalyse

Analysen auf die antibakterielle Aktivitdt werden nach der
folgenden Scheibendiffusionsmethode unter Verwendung von
Vibrio percolans ATCC 8461 oder Staphylococcus aureus
ATCC 6538P als Priiforganismus durchgefiihrt.

Platten mit Vibrio percolans ATCC 8461 werden folgender-
massen hergestellt:

Eine gefriergetrocknete Kultur von Vibrio percolans ATCC
8461 wird in 15 ml eines sterilen Mediums suspendiert, wel-
ches 8 g/l «Difco»-Nahrbriihe und 2 g/l Hefeextrakt in destil-
liertem Wasser enthalt (nachstehend als NBYE abgekiirzt).
Die Kultur wird iiber Nacht in einer rotierenden Schiittelma-
schine bei 28°C inkubiert. Diese Kultur wird verwendet, um
die Oberfliiche von Schrigrohrchen zu beimpfen, die 1,5%
Agar in NBYE enthalten, und die beimpften Schrigréhrchen
werden iiber Nacht bei 28°C inkubiert und dann im Kiihl-
schrank aufbewahrt.

Die aus einer einzigen gefriergetrockneten Kultur herge-
stellten gekiihlten Schrigrohrchen werden fiir einen Zeitraum
bis zu 4 Wochen nach ihrer Herstellung folgendermassen
verwendet: Eine Ose mit Impfgut aus dem Schrigrohrchen
wird in einem 250 ml-Erlenmeyerkolben in 50 mI NBYE
dispergiert. Die Kultur wird iiber Nacht in einer rotierenden
Schiittelmaschine bei 28°C inkubiert und dann auf eine Dichte
verdiinnt, die eine 50%ige Lichtdurchléssigkeit bei 660 nm
ergibt. 33,2 ml dieser verdiinnten Kultur werden zu einem
Volumen von 1 1 NBYE zugesetzt, das 15 g Agar enthélt und
auf 46°C gehalten wird. Das beimpfte, agarhaltige Medium
wird in Petrischalen aus Kunststoff von 100X 15 mm in Men-
gen von 5 ml je Schale gegossen, gekiihlt und bis zu einem
Zeitpunkt von 5 Tagen vor der Verwendung auf 2 bis 4°C
gehalten.

Platten mit Staphylococcus aureus ATCC 6538P werden
folgendermassen hergestellt:

Eine iiber Nacht entwickelte Kultur des Analysenorganis-
mus Staphylococeus aureus ATCC 6538P in Nahrbriihe, die
0,2% Hefeextrakt enthilt, wird mit 0,2% Hefeextrakt enthal-
tender Nihrbriihe zu einer Suspension mit einer optischen
Durchlissigkeit von 55% bei einer Wellenldnge von 660 nm
verdiinnt. Diese Suspension wird zu «Difco»-N#hragar zuge-
setzt, das durch 2,0 g/l «Difco»-Hefeextrakt ergénzt worden
ist und sich auf einer Temperatur von 47 bis 48°C befindet, wo-
bei man eine Mischung erhilt, die 33,2 ml der Suspension je
Liter Agar enthilt. 5 ml dieser Suspension werden in Petri-
schalen von 85 mm Durchmesser gegeossen und diese Platten
werden gekiihlt und bis zur Verwendung (hichstens 5 Tage) auf
4°C gehalten.

Proben des zu analysierenden Antibioticums werden mit
Phosphatpuiferlésung vom pH-Wert 7 verdiinnt. Filterpapier-
scheiben mit einem Durchmesser von 6,35 oder 12,7 mm
werden in die Testlosung getaucht und auf die Oberfléche der
Analysenplatten gelegt. Die Platten werden iiber Nacht bei
37¢C inkubiert, worauf man den Durchmesser der Hemmzone
in Millimeter bestimmt. Der Durchmesser der Hemmzone in
Millimeter bestimmt die relative Stérke.

II. Durch Hydroxylamin ausléschbare Extinktion

Der Anteil der bei 301 nm gemessenen Extinktion, der auf
den Gehalt unreiner Proben an dem Antibioticum zuriickge-
fiihrt werden kann, wird durch selektive Ausidschung dieser
Extinktion (unter gleichzeitiger Inaktivierung der antibioti-
schen Aktivitdt) durch Reaktion mit verdiinntem Hydroxyla-
min bestimmt.

Proben, die das zu untersuchende Antibioticum enthalten,
werden in 0,01-molarer Kaliumphosphatpufferlésung (pH-
Wert 7) so hergestellt, dass sie eine anfingliche Aso1 zwischen
0,1 und 1,0 aufweisen. Frisch hergestelltes, neutralisiertes
Hydroxylamin (NH20H - HCl+ NaOH bis zu einem End-pH-
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Wert von 7) wird bis zu einer Endkonzentration von 10-mmo-
lar zugesetzt, worauf man die Reaktion bei Zimmertemperatur
mindestens 30 Minuten lang ablaufen l4sst. Wenn man den so
erhaltenen Aso1-Wert von der urspriinglichen Ablesung (nach
Korrektur fiir die Verdiinnung durch das zugesetzte Reagens)
subtrahiert, erhdlt man die durch Hydroxylamin ausloschbare
Extinktion. Losungen von reinem N-Acetylthienamycin zeigen
eine durch Hydroxylamin ausldschbare Extinktion von 96,0%.

Analysenverfahren fiir Thienamycin
1. Bioanalyse

Analysen der antibakteriellen Aktivitit werden, falls nichts
anderes angegeben ist, nach der folgenden Scheibendiffu-
sionsmethode durchgefiihrt. Die Analysenplatten werden
hergestellt wie vorstehend fiir die Analyse von N-Acetylthiena-
mycin beschrieben.

Proben des zu analysierenden Antibioticums werden mit
Phosphatpufferlosung vom pH-Wert 7 verdiinnt. Filterpapier-
scheiben mit einem Durchmesser von 12,7 mm werden in die
Testlosung getaucht und auf die Oberfliche der Analysenplat-
ten gelegt; zwei Scheiben einer jeden Probe werden normaler-
weise einander gegeniiber auf eine Platte aufgelegt. Die Platten
werden iiber Nacht bei 37°C inkubiert, und die Hemmzone
wird in Millimeter Durchmesser gemessen. Die in Millimeter
gemessene Hemmzone bestimmt die relativen Stirken oder,
wenn sie mit einem gereinigten B ezugsstandard, wie Cephalo-
thin, verglichen sind, die Stédrke des Antibioticums in Einhei-
ten/ml. Die Aktivitdtseinheit hat Cephalothin-Standardlésun-
genvon 8, 4, 2 und 1 y/ml zur Grundlage. Eine Einheit ist als
diejenige Menge definiert, die der Berechnung zufolge die
gleiche Hemmung erzeugt wie 1 v Cephalothin je Milliliter,
wobei diese Hemmzone einen Durchmesser zwischen 16 und
21 mm aufweist.

IL. Durch Hydroxyalamin ausléschbare Extinktion

Der Anteil der bei 297 nm gemessenen Extinktion, der auf
den Gehalt unreiner Proben an dem Antibioticum zuriickge-
tiihrt werden kann, wird durch die selektive Ausldschung
dieser Extinktion (unter gleichzeitiger Inaktivierung der anti-
biotischen Aktivitdt) durch Reaktion mit verdiinntem Hydro-
xylamin bestimmt.

Proben werden in 0,01-molarer Kaliumphosphatpufferld-
sung (pH-Wert 7,0) so hergestellt, dass sie eine anfingliche
A297 zwischen 0,05 und 2,0 aufweisen. Frisch hergestelltes,
neutralisiertes Hydroxylamin (NH.OH - HCI + NaOH bis zu
einem End-pH-Wert von 7) wird bis zu einer Endkonzentra-
tion von 10-mmolar zugesetzt, worauf man die Reaktion bei
Zimmertemperatur mindestens 30 Minuten lang ablaufen Iasst.
Wenn man den so erhaltenen A207-Wert von der urspriing-
lichen Ablesung (nach Korrektur fiir die Verdiinnung durch
das zugesetzte Reagens) subtrahiert, erhélt man die durch
Hydroxylamin ausloschbare Extinktion. Losungen von reinem
Thienamycin zeigen eine durch Hydroxylamin ausloschbare
Extinktion von 94,5%.

Analysenmethoden fiir 890A1 und 890A3
I. Mikrobiologische Analyse

Eine Agarplatten-Scheibendiffusionsmethode wird ange-
wandt, wobei entweder Vibrio percolans ATCC 8461 oder
Salmonella gallinarum MB-1287 als Priiforganismus verwen-
det wird. Eine gereinigte Probe des Antibioticums 890A1 wird
als Standard verwendet.

Platten, die Vibrio percolans ATCC 8461 enthalten, werden
hergestellt, wie vorstehend unter I. Bioanalyse von N-Acetyl-
thienamycin beschrieben.

Die Salmonella gallinarum MB-1287 enthaltenden Platten
werden folgendermassen hergestellt:

Ein verschlossenes Rohr, das gefrorene und gefriergetrock-
nete Zellen von Salmonella gallinarum MB-1287 in Mager-
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milch enthilt und unter Vakuum verschlossen worden ist, wird
gedfinet und auf 15 ml Hirn-Herz-Aufgussbrithe aufgeimpft.
Man lisst die Zellen ohne Schiitteln bei 37°C iiber Nacht
wachsen, und die Kultur wird auf Schrégrohrchen aufgeimpft,
die 0,8 % BBL-Nihrbriihe +0,2% «Difco»-Hefeextrakt
+1,5% Agar enthalten. Nach dem Wachstum iiber Nacht bei
37°C wird eine Ose der Kultur aus dem Schragrohrchen in
einen Kolben iibertragen, der 50 ml 0,8 %ige Nahrbriihe
+0,2 %igen Hefeextrakt enthilt. Der Kolben wird iiber Nacht
geschiittelt, und 11von 0,8% Nihrbrithe +0,2% Hefeextrakt
+1,5% Agar, der zuvor sterilisiert und auf 48°C gekiihit wor-
den ist, wird mit 20 ml dieser Kultur beimpft. Das beimpfte
NBYE-Agar wird sofort in Petrischalen aus Kunststoff von
100X 15 mm (5 ml je Schale) gegossen, und die Platten wer-
den bis zur Verwendung auf 0 bis 3°C gehalten.
Filterpapierscheiben von 12,7 mm Durchmesser werden in
die zu analysierende Losung getaucht und auf das Agar aufge-
legt. Nach einer anderen Methode kénnen die Scheiben bela-
den werden, indem man 0,1 m! der L&sung auf eine trockene
Scheibe aufpipettiert und die Scheibe dann auf das Agar auf-
legt. Nach geeigneter Inkubation (fiir Salmonella gallinarum
MB-1287 9 bis 18 Stunden lang bei 37°C, fiir Vibrio percolans
ATCC 8461 12 bis 24 Stunden lang bei 25°C) wird der Durch-
messer der Hemmzone gemessen. Falls erforderlich, werden
Verdiinnungen der zu analysierenden Losungen in 0,05-mola-
rem Kaliumphosphatpuffer (pH-Wert 7,4; nachstehend als
KPB abgekiirzt) oder in entmineralisiertem Wasser hergestellt.
Die Stiirke wird folgendermassen berechnet: Ein Gefélle
wird bestimmt, indem man die Zonendurchmesser einer
Losung des Antibioticums 890A1 oder 890A3 und einer vierfa-
chen Verdiinnung dieser Losung (in KPB) misst. Zwei Schei-
ben einer jeden Konzentration werden auf einer einzigen
Platte analysiert, und die mittlere Zonengrdsse wird bei einer
jeden Konzentration bestimmt. Das Gefille ist gleich der
Hilfte der Differenz der Mittelwerte der Zonengrdssen. Die
Stiirke wird dann nach der folgenden Gleichung berechnet:

)

In der obigen Gleichung bedeuten D den mittleren Durch-
messer der von der unbekannten Probe gebildeten Zonen, Ds
den mittleren Durchmesser der Standardzonen und «Verdiin-
nung» den Grad, zu dem die unbekannte Probe vor der Ana-
lyse verdiinnt worden ist. Wenn kein Standard verwendet wird,
nimmt man Ds als 25 mm und die Grdsse (Stédrke des Stan-
dards) als 1 Einheit/ml an, wenn als Priiforganismus Vibrio
percolans ATCC 8461 verwendet wird. Es wird bestimmt, dass
reines 890A1 eine Stirke von 250 Einheiten je Einheit der
durch Hydroxylamin ausldschbaren Extinktion bei 300 nm hat,
wenn es als Standard verwendet wird. Dementsprechend
betrégt die Stirke des Antibioticums 890A3 31 Einheiten je
Einheit der durch Hydroxylamin ausléschbaren Extinktion bei
300 nm.

Fiir Analysen auf Platten mit Salmonella gallinarum MB-
1287 wird das Gefélle in der gleichen Weise wie mit Vibrio
percolans ATCC 8461 bestimmt. Wenn kein Standard verwen-
det wird, werden nur relative Stirken berechnet. Wenn kein
Gefille gemessen wird, wird ein Wert von 2,3 mm angenom-
men. Die Stiarkeberechnungen werden, wie bei der Analyse
mit Vibrio percolans ATCC 8461, durchgefithrt. Wenn kein
890A.1-Standard verwendet wird, kann man mit einer Kon-
trolle von Penicillin G bei 250 y/ml arbeiten, um nachzuwei-
sen, dass die Empfindlichkeit der Organismen im normalen
Bereich liegt.

Stéirke (Einheiten/ml) =
fD-Ds]log 2

Stirke des Standards) X Verdii X1
( ) tnnung X 10 ( Gefille
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II. Analysenmethode zur Bestimmung von
«890-Analyseneinheiten»

Man arbeitet nach der herkémmlichen Scheiben-Plattenana-
lysenmethode mit Scheiben von 12,7 mm Durchmesser. Man
arbeitet mit routineméssig vergossenen 10 mi pro Platte,
beimpft mit Vibrio percolans (ATCC 8461) und verwendet als
Standard Cephaloridin. Vier Konzentrationen von Cephalori-
din, niimlich 3,12, 6,25, 12,5, und 25 +/ml, bilden den Stan-
dard, wobei die Konzentration von 12,5 v/ml als Bezugslosung
verwendet wird. Die Zonendurchmesser auf einer 5-ml-Platte
fiir den Standard sind die folgenden:

Konzentration, y/ml Zonendurchmesser, mm

3,12 16,8
6,25 22,3
12,5 25,0
25 29,6

Eine Einheit ist als diejenige Menge des Antibioticums
definiert, die auf einer 5 ml-Platte eine Hemmzone von 25 mm
erzeugt. Daher wird bei dieser Analyse eine Konzentration an
Cephaloridin von 12,5 v/ml als einer Einheit von 890A dqui-
valent angesehen. Da das Gefélle der Linie fiir Cephaloridin
4,0 betrégt, werden die Berechnungen der Stérke einer Probe
unter Verwendung eines Gefilles von 4,0 vorgenommen.

I11. Hydroxylaminreaktion

Die beiden Antibiotica 890A1 und 890A3 reagieren mit
Hydroxylamin unter Bildung eines Stoffes, der die Extinktion
bei 300 nm stark vermindert. Dies liefert eine Grundlage fiir
die quantitative Analyse auf die Antibiotica 890A1 und
890As.

Die zu analysierende Losung wird in einer Kaliumphosphat-
16sung (pH-Wert 7,4) auf 0,05-molar eingestellt, indem man
1/20 Raumteil einer Losung von 0,8-molar K2zHPO4 und
0,2 molar KH2POa zusetzt. Dann setzt man /100 Raumteil
1-molar Hydroxylaminhydrochlorid zu und bestimmt in Zeit-
absténden von /2 bis 2 Minuten die Extinktion bei 300 nm.
Die Umsetzung wird bei 22 bis 28°C durchgefiihrt. Man nimmt
eine kinetische Reaktion erster Ordnung an und bestimmt die
Halbwertszeit aus der Abnahme der Extinktion wihrend der
ersten 10 Minuten. Aus dieser Halbwertszeit wird der Zeit-
punkt geschitzt, iiber den hinaus keine weitere Abnahme der
Extinktion beobachtet werden sollte, und die Beobachtungen
werden iiber diesen Zeitpunkt hinaus fortgefithrt. Wenn keine
weitere Abnahme iiber diesen Zeitpunkt hinaus beobachtet
wird, wird die gesamte Abnahme der Extinktion (korrigiert fiir
den Verdiinnungseffekt und die Extinktion des Hydroxyla-
mins) als «durch Hydroxylamin ausldschbare Extinktion bei
300 nm» festgesetzt (nachstehend abgekiirzt als HAEA300).
Wenn iiber diesen Zeitpunkt hinaus eine Abnahme der
Extinktion stattfindet, wird die Geschwindigkeit der Abnahme
der Hintergrundextinktion berechnet und die beobachtete
Abnahme zu diesem Zeitpunkt fiir die Abnahme der Hinter-
grundextinktion korrigiert, wobei angenommen wird, dass die
Abnahme der Hintergrundextinktion linear mit der Zeit ver-
1auft. Der korrigierte Wert wird dann als HAEA 300 verzeich-
net.

Die Anzahl der HAEAsoo-Einheiten ist gleich dem Wert
von HAEA 00, multipliziert mit dem Volumen in ml.

Verfahren zum Isolieren von N-Acetylthienamycin-
Amidohydrolase erzeugenden Organismen
Man stellt eine Suspension von 1 g fruchtbarem Rasenboden
in 100 ml steriler Phosphatpuffer-Kochsalzlosung der folgen-
den Zusammensetzung her:



7 625 803
Phosphatpuffer-Kochsalzlésung Medium C
NaCl 8.8¢g Dextrose 20g
1-molarer Phosphatpuffer, pH-Wert 7,5* 10 ml Pharmamedia 8g
destilliertes Wasser 1000 ml 5 Maisquellwasser
* 1-molarer Phosphatpuffer, pH-Wert 7,5 (auf Nassbasis) S8
L P destilliertes Wasser 1000 ml

16 ml 1-molare KH>PO4-Losung werden mit 84 ml
1-molarer K2HPO4-Losung gemischt. Der pH-Wert des
Phosphatpuffers wird durch Zusatz von etwas 1-molarer
KH2POs-Losung oder 1-molarer K2HPOs-Losung auf 7,5
eingestellt.

Anteile dieser 1%igen Stammbodensuspension werden
verwendet, um 10fache, 100fache und 1000fache Verdiinnun-
gen herzustellen.

Anteile der Stammsuspension zu je 1 ml bzw. Anteile der
10fachen, 100fachen und 1000fachen Verdiinnungen zu je
1 m! werden zu je 2 ml steriler, 1,0 %iger Agarlosung bei 48°C
zugesetzt. Die Gemische werden schnell iiber die Oberfléche
von sterilen Petrischalen von 85 mm Durchmesser gegossen,
die je 20 ml Medium A der folgenden Zusammensetzung
enthalten:

20

25

Medium A

KH2PO4 30¢g

KzHPO4 70g 30
MgSO4 01g

destilliertes Wasser 1000 ml
N-Acetyldthanolaminldsung* 8,5ml

* N-Acetylidthanolaminldsung 5

N-Acetyldthanolamin wird mit Wasser auf das 10fache
verdiinnt und membransterilisiert. Diese Losung wird
nach der Autoklavbehandlung zugesetzt.

Fiir feste Medien setzt man 20 g Agar zu.

40

Die Petrischalen werden 18 Tage lang bei 28°C inkubiert.
Gut isolierte Kolonien werden ausgewahlt und auf Medium B

aufgestrichen. Medium B hat die folgende Zusammensetzung: 45

Medium B

Tomatenbrei 40g

Gemahlenes Hafermehl 15¢ 50
destilliertes Wasser 1000 ml

pH-Wert mit NaOH auf 6 eingestelit.
Fiir feste Medien werden 20 g Agar zugesetzt.

55

Einzelne Klone werden ausgew#hlt und 2 Tage lang bei
28°C auf Schrégrohrchen von Medium B geziichtet.

Ein Teil der Schrigrohrchenkultur wird verwendet, um 6
einen 250 mi-Erlenmeyerkolben, der 50 ml Medium A ent-
hilt, einen 250 ml-Erlenmeyerkolben, der 50 ml ergénztes
Medium B enthélt (ergénzt nach der Autoklavbehandlung
durch 0,4 ml einer membransterilisierten Losung von mit
Wasser auf das 10fache verdiinntem N-Acetyldthanolamin),
und einen 250 ml-Erlenmeyerkolben, der 50 ml Medium C
enthilt, zu beimpfen. Medium C hat die folgende Zusammen-
setzung:

=
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ph-Wert mit NaOH oder HCl auf 7 eingestellt

N-Acetyldthanolaminlésung* 8,5ml

* N-Acetylithanolaminlosung
N-Acetylithanolamin wird mit Wasser auf das 10fache
verdiinnt und membransterilisiert. Diese Losung wird
nach der Autoklavbehandlung zugesetzt.

Die Kolben werden 4 Tage lang bei 28°C mit 220 U/min
(Hub 5,1 cm) geschiittelt. 30 ml eines jeden Kolbeninhalts
werden 15 Minuten lang bei 8000 U/min zentrifugiert. Der
liberstehende Teil wird entfernt, so dass nur genug hinter-
bleibt, um eine dicke Suspension von Zellen und Mediumfest-
stoffen zu bilden. Die Hilfte der Suspension wird in einem
Branson-Beschallungsgerét, Modell LS-75, mit einer 12,7 mm-
Sonde der Ultraschallbehandlung unterworfen, um die Zellen
zu zerreissen. Die Ausgangsleistung wird auf die Stellung Nr. 4
eingestellt, und man arbeitet mit vier aufeinanderfolgenden
Beschallungstakten zu je 15 Sekunden, wobei die Suspension
wéhrend und zwischen den einzelnen Beschallungsvorgangen
in Eiswasser gekiihlt wird. Um das Ganzzellenpréprat oder das
Beschallungsprodukt auf N-Acetylthienamycin-Amidohydrola-
seaktivitdt zu untersuchen, werden Anteile beider Suspensio-
nen analysiert, indem man je 5 ul dieser Suspensionen mit
Losungen inkubiert, die 20 ul einer Losung von 1,586 mg N-
Acetylthienamycin je ml 10-mmolarer Kaliumphosphatpuffer-

35 16sung (pH-Wert 7) und 10 ul 0,2-molare Kaliumphosphat-

pufferlosung (pH-Wert 7,4) enthalten. Kontrollversuche wer-
den einerseits mit Antibioticum und Puffer allein und anderer-
seits mit Zellensuspensionen durchgefiihrt, die kein Antibioti-
cum enthalten. Nach dem Inkubieren dieser Gemische iiber
Nacht bei 28°C werden 2 ul-Anteile entnommen und auf mit
Cellulose beschichtete Diinnschichtchromatographieplatten
(TCL-Platten) aufgebracht, die dann mit einem Gemisch aus 70
Vol.-% Athylalkohol und 30 Vol.-% Wasser entwickelt wer-
den. Nach dem Trocknen an der Luft werden die TLC-Platten
5 Minuten lang auf Analysenplatten von Staphylococcus
aureus ATCC 6538P aufgelegt. Die TLC-Platten werden
entfernt und die Analysenplatten iiber Nacht bei 37°C inku-
biert.

Die Analysenplatten werden hergestellt, wie vorstehend
beschrieben.

Die Aktivitdt an N-Acetylthienamycin-Amidohydrolase in
den inkubierten Gemischen ergibt sich aus einem bioaktiven
Bereich bei Rf 0,44—0,47, der auf Thienamycin zuriickzufiih-
ren ist. Das nicht-umgesetzte, bioaktive N-Acetylthienamycin
erscheint bei Rt 0,7-0,89. Dieses Verfahren ermdglicht die
Isolierung von N-Acetyldthanolamin-Amidohydrolase erzeu-
genden Mikroorganismen mit N-Acetylthienamycin-Amidohy-
drolaseaktivitit.

Beispiel 1
Desacetylierung von N-Acetylthienamycin
Man stellt eine Suspension von 1 g fruchtbarem Rasenboden
in 100 ml steriler Phosphatpuffer-Kochsalzlésung der folgen-
den Zusammensetzung her:
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Phosphatpuffer-Kochsalzlosung Medium C

NaCl 88¢g Dextrose 20 g

1-molarer Phosphatpuffer, pH-Wert 7,5* 10 ml Pharmamedia 8 g

destilliertes Wasser 1000 ml 5 Maisquellwasser (auf Nassbasis) 58
destilliertes Wasser 1000 ml

* 1-molarer Phosphatpuffer, pH-Wert 7,5
16 ml 1-molare KH2POs-Losung werden mit 84 ml
1-molarer K2HPOs-Losung gemischt. Der pH-Wert des
Phosphatpuffers wird durch Zusatz von etwa 1-molarer
KH:POs-Losung oder 1-molarer K2HPO4-Losung auf 7,5
eingestelit.

Anteile dieser 1%igen Stammbodensuspension werden
verwendet, um 10fache, 100fache und 1000fache Verdiinnun-
gen herzustellen,

Anteile der Stammsuspension zu je 1 ml bzw. Anteile der
10fachen, 100fachen und 1000fachen Verdiinnungen zu je
1 ml werden zu je 2 ml steriler, 1,0 %iger Agarl6sung bei 48°C
zugesetzt. Die Gemische werden schnell iiber die Oberfliiche
von sterilen Petrischalen von 85 mm Durchmesser gegossen,
die je 20 ml Medium A der folgenden Zusammensetzung
enthalten.

Medium A

KH2PO4 30g
K2HPO4 70g
MgSO4 0,1g
destilliertes Wasser 1000 ml
N-Acetylithanolaminlsung* 8,5 ml

* N-Acetyldthanolaminlésung
N-Acetyldthanolamin wird mit Wasser auf das 10fache
verdiinnt und membransterilisiert. Diese Losung wird
nach der Autoklavbehandlung zugesetzt.
Fiir feste Medien setzt man 20 g Agar zu.

Die Petrischalen werden 18 Tage lang bei 28°C inkubiert.
Eine gut isolierte Kolonie wird ausgew&hlt und auf eine Petri-
schale mit Medium B aufgestrichen. Medium B hat die fol-
gende Zusammensetzung:

Medium B

Tomatenbrei 40g
Gemahlenes Hafermehl 15¢g
destilliertes Wasser 1000 ml

pH-Wert mit NaOH auf 6 eingestellt.
Fiir feste Medien setzt man 20 g Agar zu.

Ein einzelner Klon wird ausgew#hlt und 2 Tage lang bei
28°C auf einem Schrigrohrchen mit Medium B geziichtet. Ein
Teil der Kultur dieses Schrigrohrchens wird auf die Oberfla-
che von sechs mit Medium B hergestellten Schrégrohrchen
aufgestrichen. Diese Schragr6hrchen werden 2 Tage lang bei
28°C inkubiert. Diese Kultur ist als Protaminobacter ruber
identifiziert und in der Kultursammtung von Merck & Co., Inc.
Rahway, New Jersey, unter der Bezeichnung MB-3528 nieder-
gelegt worden.

Ein Teil der Schrigréhrchenkultur von Protaminobacter
ruber MB-3528 wird verwendet, um einen 250 ml-Erlen-
meyerkolben zu beimpfen, der 50 ml Medium C der folgenden
Zusammensetzung enthalt:
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pH-Wert mit NaOH oder HCl auf 7 eingestellt

N-Acetyldthanolaminldsung* 8,5ml

* N-Acetylithanolaminldsung
N-Acetyldthanolamin wird mit Wasser auf das 10fache
verdiinnt und membransterilisiert. Diese Losung wird
nach der Autoklavbehandlung zugesetzt.

Der Kolben wird 4 Tage lang bei 28°C mit 220 U/min (Hub
5,1 cm) geschiittelt. 25 ml des Kolbeninhalts werden 15 Minu-
ten lang bei 8000 U/min zentrifugiert. Die iiberstehende Fliis-
sigkeit wird entfernt, und die Zellen auf der Oberfléche der
Mediumfeststoffe werden in 0,5 ml 0,05-molare Kaliumphos-
phatpufferlosung (pH-Wert 7,4) hineingeschabt. Die so erhal-
tene Suspension wird in einem Branson-Beschallungsgerit,
Modell LS-75, mit einer 12,7 mm-Sonde bei der Einstellung
Nr. 4 der Ultraschallbehandlung unterworfen, um die Zellen
zu zerreissen. Man arbeitet mit vier Beschallungstakten zu je
15 Sekunden und kiihlt die Suspension wihrend und zwischen
den einzelnen Behandlungsperioden in Eiswasser. 10 ul des
Beschallungsproduktes werden mit 25 ul einer Losung
gemischt, die 840 v/ml N-Acetylthienamycin in 10-mmolarer
Kaliumphosphatpufferlgsung (pH-Wert 7) enthilt, und iiber
Nacht bei 28°C inkubiert. Es werden Kontrollversuche einer-
seits mit Antibioticum und Puffer allein und andererseits mit
beschallten Zellen und Puffer ohne Antibioticum durchge-
fiihrt. Nach dem Inkubieren iiber Nacht bei 28°C werden je
2 yl auf mit Cellulose beschichtete TLC-Platten aufgebracht,
die mit einem Gemisch 70 Vol.-% Athylalkohol und 30 Vol.-
% Wasser entwickelt werden. Nach dem Trocknen an der Luft
werden die TLC-Platten 5 Minuten lang auf Analysenplatten
von Staphylococcus aureus ATCC 6538P aufgelegt.

Die Analysenplatten werden hergestellt, wie vorstehend
unter I. Bioanalyse fiir N-Acetylthienamycin beschrieben.

Die TLC-Platten werden entfernt und die Analysenplatten
tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Ausser dem bioaktiven Fleck
fiir nicht-umgesetzes N-Acetylthienamycin bei Rt 0,7-0,89
beobachtet man einen bioaktiven Fleck bei Rt 0,44-0,47, der
auf Thienamycin zuriickzufiihren ist. Die Kontrollinkubations-
mischungen von Antibioticum + Puffer, beschallter Zellensus-
pension + Puffer und einer Probe von Antibioticum + Puffer,
zu der die beschallte Zellensuspension erst unmittelbar vor der
TLC-Analyse zugesetzt worden ist, zeigen kein bioaktives
Material bei Rt 0,44-0,47.

Beispiel 2
Desacetylierung von 890A1

Ein Teil der Schrégrohrchenkultur von Protaminobacter
ruber MB-3528 wird verwendet, um einen 250 ml-Erlen-
meyerkolben zu beimpfen, der 50 ml Medium C der folgenden
Zusammensetzung enthélt:

Medium C

Dextrose 20 g
Pharmamedia 8 g
Maisquellwasser (auf Nassbasis) 5 g
destilliertes Wasser 1000 ml

ph-Wert mit NaOH oder HCl auf 7 eingestellt

N-Acetyldthanolaminldsung* 8,5 ml

* N-AcetyldthanolaminlGsung
N-Acetylithanolamin wird mit Wasser auf das 10fache
verdiinnt und membransterilisiert. Diese Losung wird
nach der Autoklavbehandlung zugesetzt.



Der Kolben wird 4 Tage lang bei 28°C mit 220 U/min (Hub
5,1 cm) geschiittelt. 25 ml des Kolbeninhalts werden 15 Minu-
ten lang bei 8000 U/min zentrifugiert. Die iiberstehende Fliis-
sigkeit wird entfernt, und die Zellen auf der Oberfliche der
Mediumfeststoffe werden in 0,5 ml 0,05-molare Kaliumphos-
phatpufferlésung (pH-Wert 7,4) hineingeschabt. Die so erhal-
tene Suspension wird in einem Branson-Beschallungsgerit,
Modell LS-75, mit einer 12,7 mm-Sonde bei der Einstellung
Nr. 4 der Ultraschallbehandlung unterworfen, um die Zellen
zu zerreissen, Man arbeitet mit vier Beschallungstakten zu je
15 Sekunden und kiihlt die Suspension wéhrend und zwischen
den einzelnen Behandlungsperioden in Eiswasser. 10 ul des
Beschallungsproduktes werden mit 25 pl einer 890A1-Lésung
gemischt, die 4,85 mit Hydroxylamin ausloschbare optische
Dichteeinheiten bei 300 nm je ml enthélt. Kontrollversuche
werden einerseits mit Antibioticum und Puffer allein und
andererseits mit der beschallten Zellensuspension mit Puffer,
aber ohne Antibioticum, durchgefiihrt. Nach der Inkubation
iiber Nacht bei 28°C werden Anteile zu je 5 ul auf eine mit
Cellulose beschichtete TLC-Platte aufgebracht, die mit einem
Gemisch 70 Vol.-% Athanol und 30 Vol.-% Wasser entwik-
kelt wird, Nach dem Trocknen an der Luft wird die TLC-
Platte 5 Minuten lang auf eine Analysenplatte von Staphylo-
coccus aureus ATCC 6538P aufgelegt.

Die Analysenplatten werden hergestellt, wie vorstehend
beschrieben.

Die TLC-Platte wird entfernt und die Analysenplatte iiber
Nacht bei 37°C inkubiert. Ausser dem Fleck bei Rt 0,7-0,89
fiir das unverédnderte bioaktive 890A1 wird ein neuer bioakti-
ver Fleck bei Rt 0,44-0,47 beobachtet, der auf Desacetyl-

890 A1 zuriickzufiihren ist. Kontrollinkubationsmischungen
aus Antibioticum + Puffer sowie aus beschallten Zellen +
Puffer ergeben kein bioaktives Material bei Rt 0,44-0,47.

Beispiel 3
Desacetylierung von 890A3
Das Antibioticam 890A3 wird nach dem in Beispiel 2 fiir
die Desacetylierung von 890A1 beschriebenen Verfahren
desacetyliert.

Beispiel 4
Herstellung von Desacetyl-890A1
Sechs 250 ml-Erlenmeyer-Imptkolben, die je 50 ml Medium
C enthalten, werden mit einem Teil einer Schrigrohrchenkul-
tur von Protaminobacter ruber MB-3528 beimpft. Medium C
hat die folgende Zusammensetzung:

Medium C

Dextrose 20 g
Pharmamedia 8 g
Maisquellwasser (auf Nassbasis) 5 g
destilliertes Wasser 1000 ml

ph-Wert mit NaOH oder HCl auf 7 eingestellt

N-Acetyldthanolaminldsung* 8,5ml

* N-Acetyldthanolaminlosung
N-Acetyldthanolamin wird mit Wasser auf das 10fache
verdiinnt und membransterilisiert. Diese Losung wird
nach der Autoklavbehandlung zugesetzt.

Die Kolben werden einen Tag lang bei 28°C mit 220 U/min
(Hub 5,1 cm) geschiittelt.

42 2-Liter-Produktionskolben, die je 400 ml Medium C
enthalten, werden mit je 7 ml der Kultur aus diesen Impfkol-
ben beimpft. Diese Produktionskolben werden 6 Tage lang bei
28°C mit 220 U/min (Hub 5,1 cm) geschiittelt. Der Kolbenin-
halt wird vereinigt und 15 Minuten lang mit 8000 U/min zentri-
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fugiert. Die Zellen werden von dem Klumpen der Mediumfest-
stoffe abgeschabt und mit 0,05-molarer Kaliumphosphatpuf-
ferlosung (pH-Wert 7,4) zu einem Endvolumen von 1600 ml
angemacht. Diese Suspension wird wiederum 15 Minuten lang
mit 8000 U/min zentrifugiert. Die Zellen werden wieder von
dem Klumpen der Mediumfeststoffe abgeschabt und mit 0,05-
molarer Kaliumphosphatpufferlosung (pH-Wert 7,4) zu einem
Endvolumen von 160 ml angemacht. Diese Suspension wird
auf 5°C gekiihlt, und Anteile von je 15 ml werden nacheinan-
der der vorstehend beschriebenen Ultraschallbehandlung in 15
Sekunden-Takten unterworfen, bis keine weitere Abnahme
der Triibung beobachtet wird, wenn eine 500fache Verdiin-
nung der Suspension in Phosphatpuffer-Salzlosung der folgen-
den Zusammensetzung hergestellt wird:

Phosphatpuffer-Kochsalzlosung

NaCl 88¢g
1-molarer Phosphatpuffer, pH-Wert 7,5* 10 ml
destilliertes Wasser 1000 ml

* 1-molarer Phosphatpuffer, pH-Wert 7,5
16 ml 1-molare KH2PO4-Losung werden mit 84 ml
1-molarer K2HPOs-Losung gemischt. Der pH-Wert des
Phosphatpuffers wird durch Zusatz von etwas 1-molarer
KH2PO-Losung oder 1-molarer K2HPOs-Losung
auf 7,5 eingestellt.

Zu 110,005-molarer Kaliumphosphatpufferlésung (pH-
Wert 7,4) werden 250 mg Antibioticum 890A1 zugesetzt,
Dieses Gemisch wird mit 160 ml des Beschallungsextraktes
von Protaminobacter ruber versetzt, der N-Acetylthienamycin-
Amidohydrolase enthélt. Das Gemisch wird 20 Stunden lang
langsam mit einem Magnetriihrer bei 28°C geriihrt. Dann wird
das Gemisch bei 10 000 g 15 Minuten lang zentrifugiert und
die iiberstehende Fliissigkeit entfernt, auf 5°C gekiihlt und mit
Essigsdure auf einen pH-Wert von 4,5%0,2 eingestellt. Die
Trennung des Desacetyl-890A1 von dem nicht-hydrolysierten
Antibioticum und von anderen Bestandteilen des Reaktionsge-
misches wird folgendermassen durchgefiihrt, wobei man eine
Scheibendiffusions-Bioanalyse gegen Staphylococcus aureus
ATCC 6538P und Messungen der mit Hydroxylamin auslosch-
baren Extinktion bei 297 nm (wie unter der Uberschrift « Ana-
lysenverfahren fiir Thienamycin» beschrieben) anwendet, um
die Leistung der Reinigungsverfahren zu iiberwachen.

Das angesiuerte, zentrifugierte Reaktionsgemisch wird mit
einer Geschwindigkeit von 12 ml/min an 120 ml «<Dowex»-
50X 4 in der Natriumform (300-840 u) adsorbiert. Das
Adsorbat wird mit 120 ml entmineralisiertem Wasser gewa-
schen und dann mit einer Geschwindigkeit von 6 ml/min mit
2%iger wissriger Pyridinldsung eluiert. Sobald 75 ml Eluat
durch die Kolonne gelaufen sind, werden die folgenden 240 ml
vereinigt, auf 25 ml eingeengt und das Konzentrat auf einen
pH-Wert von 7 eingestelt.

Die 25 ml Konzentrat werden mit einer Geschwindigkeit
von 1 ml/min an 25 ml «<Dowex»-1X 2-Harz in der Chlorid-
form (150-300 ) adsorbiert. Das Harz wird mit der gleichen
Geschwindigkeit mit entmineralisiertem Wasser eluiert. Nach
Durchlauf von 25 m! durch die Kolonne werden die folgenden
50 ml vereinigt, auf einen pH-Wert von 7 neutralisiert und zu
10 ml eingeengt. Dieses Konzentrat wird mit Essigsiure auf
einen pH-Wert von 6,3 eingestellt und in ein Bett von
«Dowex»-50 X 8-Harz (37-74 u) in der 2,6-Lutidiniumform
eingegeben, das einen Durchmesser von 1 ¢cm und eine Hohe
von 50 cm aufweist und zuvor mit 0,1-molarem 2,6-Lutidina-
cetatpuffer (pH-Wert 6,3) ins Gleichgewicht gebracht worden
ist. Man eluiert mit dem Puffer mit einer Geschwindigkeit von
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1 ml/min. Sobald 25 mi Eluat aus der Kolonne ausgelaufen
sind, werden die folgenden 35 ml vereinigt und gefriergetrock-
net.

Die gefriergetrockneten Feststoffe werden in 0,5 ml 0,1-
molarem 2,6-Lutidinacetatpuffer (pH-Wert 7,0) geldst. Die
Lésung wird in eine Kolonne mit «Bio-Gel» P-2 (37-74 u)
eingegeben, die einen Durchmesser von 1 cm und eine Hohe
von 50 cm hat und zuvor mit diesem Puffer ins Gleichgewicht
gebracht worden ist. Dann wird das Gel mit dem gleichen
Puffer mit einer Geschwindigkeit von 0,5 ml/min entwickelt.
Nach dem Durchlauf von 25 ml Eluat durch die Kolonne
werden die folgenden 10 ml vereinigt und gefriergetrocknet.

Die gefriergetrockneten Feststoffe werden in 4 ml destillier-
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ser von 1,7 cm eingegeben, die mit 90 ml vorgewaschenem
XAD-2 beschickt und bei 5°C mit destilliertem Wasser ins
Gleichgewicht gebracht worden ist. Vor der Verwendung wird
das XAD-2 nacheinander mit 1) 5 Raumteilen 1n NaOH und
anschliessend mit entmineralisiertem Wasser, bis der Ablauf
neutral reagiert, 2) 5 Raumteilen 1n HCI und anschliessend
mit entmineralisiertem Wasser, bis der Ablauf neutral reagiert,
3) je 5 Raumteilen Methanol, Aceton, 0,001-molarer Tetrana-
trium-EDTA-Lésung und schliesslich destilliertem Wasser

o gewaschen. Nach dem Aufgeben der Probe giesst man zwei

Anteile zu je 2 ml destilliertem Wasser nach. Die Kolonne
wird mit einer Geschwindigkeit von 2 ml/min mit destilliertem
Wasser gewaschen. Das Eluat wird in Fraktionen zu je 4 ml
aufgefangen. Die Fraktionen 25 bis 58 werden vereinigt und

tem Wasser gelost und in eine Kolonne mit einem Durchmes- 15 gefriergetrocknet; man erhilt Desacetyl-890A1.
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