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@ Beschrieben werden Verfahren zur Herstellung von

Verbindungen der Formel:
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worin R die Gruppe

HOOCCH(NHE)CH2

COOH

CH,0
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und X -CH(NH,)- oder -CO- oder R die Gruppe

-

und X -C(NOH)- oder -CH(NH, )- bedeuten. Die Herstel-
lung erfolgt durch Ziichtung eines NocardicinC, D, E, F
und/oder G erzeugenden Nocardia-Stammes, vorzugswei-
se Nocardia uniformis subsp. tsuyamanensis ATCC 12301,
in einem wissrigen Nihrmedium unter aeroben Bedingun-
gen, und Isolierung der Verbindungen aus der Kulturbrii-
he. Die neuen Verbindungen und ihre Salze haben eine
antibiotische Wirkung; sie k6nnen zur Behandlung von
Infektionskrankheiten beniitzt werden.
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PATENTANSPRUCHE
1. Verfahren zur Herstellung eines der folgenden Nocardi-
cine, nimlich Nocardicin C, Nocardicin D, Nocardicin E,

NH
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Nocardicin D der folgenden chemischen Struktur:
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Nocardicin E der folgenden chemischen Struktur:

Nocardicin F der folgenden chemischen Struktur:
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und Nocardicin G der folgenden chemischen Struktur:
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Nocardicin F und Nocardicin G, wobei Nocardicin C der fol-
genden chemischen Struktur:
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entsprechen, dadurch gekennzeichnet, dass man einen zur Gat-

tung Nocardia gehérenden, Nocardicin C, D, E, F und/oder G
erzeugenden Stamm in einem wissrigen Ndhrmedium unter
aeroben Bedingungen ziichtet und das NocardicinC,D,E, F
oder G daraus gewinnt.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass der Nocardicin C, D, E, F und/oder G erzeugende Stamm
ein Stamm von Nocardia uniformis subsp. tsuyamanensis ist.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass der Stamm Nocardia uniformis subsp. tsuyamanensis
ATCC 21806 ist.

4, Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man das Nocardicin C aus der Kulturbriihe gewinnt.

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man das Nocardicin D aus der Kulturbrithe gewinnt.

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man das Nocardicin E aus der Kulturbriihe gewinnt.

COOH

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,

dass man das Nocardicin F aus der Kulturbrithe gewinnt.

8. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,

ss dass man das Nocardicin G aus der Kulturbrithe gewinnt.
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Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren
zur Herstellung von neuen Verbindungen, ndmlich Nocardicin
C, D, E, F und G, durch Ziichtung eines der Gattung Nocardia
angehorenden, Nocardicin C, D, E, F und/oder G erzeugenden
Stammes in wissrigen einem Nahrmedium unter aeroben
Bedingungen und Isolierung der besagten Nocardicine.

Die erfindungsgemiss erhiltlichen Nocardicin C, D, E, F
und G (nachstehend als Nocardicine bezeichnet) entsprechen
den folgenden Formeln:



0
i
RlO—QRz—-C“NH\r__‘

622824

C}"'—N—CIZH —-@—OH

CcooH
Nocardicin Ry Ry
i
C HOOC—-CHCHZCHZ— ~CH~
|
NH2
0
5 " R
I\{—OH
|
E H~ ~-C-
HO-N
F " e
NH
] 2
G " -CH-

Als erfindungsgemiiss zur Anwendung gelangender
Mikroorganismus ist ein Stamm vorgesehen, welcher der Gat-
tung Nocardia angehdrt und beféhigt ist, Nocardicin C, D, EF
und/oder G zu erzeugen.

Unter solchen Stimmen wird der Stamm Nocardia unifor- 45
mis subsp. tsuyamanensis bevorzugt, welcher am 13. Juni 1972
bei American Type Culture Collection (ATCC), 12301
Parklawn Drive, Rockville (Maryland 20852, USA) unter der
Nummer ATCC 21806 hinterlegt worden ist. Dieser Stamm
Nocardia uniformis subsp. tsuyamanensis ATCC 21806 und Ein-s
zelheiten hieriiber, z. B. die mikrobiologischen Eigenschaften
usw.,, sind ausfithrlich publiziert und in der Literatur verdffent-
licht worden, z. B. in der amerikanischen Patentschrift Nr.
3923977 und der deutschen Offenlegungsschrift 2 242 699.

Dabei ist zu verstehen, dass fiir die Herstellung der erfin-
dungsgemiss angestrebten Nocardicine die vorliegende Erfin-
dung keineswegs auf die Verwendung des hier beschriebenen
spezifischen Organismus eingeschrénkt sein soll, da dieser
Organismus lediglich zu Erlduterungszwecken angefiihrt ist.
Die Erfindung soll sich auch auf die Verwendung von natiirli-
chen Mutanten sowie von kiinstlich geschaffenen Mutanten
beziehen, welche sich von dem hier beschriebenen Mikroorga-
nismus ableiten lassen, z. B. durch Bestrahlung mit Rontgen-
strahlen oder Ultraviolettstrahlen, durch Behandlung mit
N’-Nitro-N-nitrosoguanidin, 2-Aminopurin oder Stickstofflost s
oder dergleichen.

Das erfindungsgemisse Verfahren wird mit Vorteil so aus-
gefithrt, dass man einen der Gattung Nocardia, z. B. Nocardia
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uniformis subsp. tsuyamanensis, angehorenden, Nocardicin C,
D, E, F und/oder G erzeugenden Stamm in einem Nahrmedium,
welches assimilierbare Kohlenstoff-und Stickstoffquellen ent-
halt, unter submersen, aeroben Bedingungen ziichtet. Als Nahr-
medium kann man ein beliebiges verwenden, welches durch
den besagten Mikroorganismus fiir die Herstellung der erfin-
dungsgemiiss gewiinschten Nocardicine verwendet werden
kann. Die bevorzugten Kohlenstoffquellen sind Kohlehydrate,
wie Glucose, Saccharose, Maltose, Glycerin, Stirke usw. Die
bevorzugten Stickstoffquellen sind organische Stickstoffquel-
len, wie Hefeextrakte, Pepton, Glutenmehl, Baumwollsamen-
mehl, Sojabohnenmeh!, Maisstirke, getrocknete Hefe, Rinder-
extrakte, Kaseinhydrolysat, Maisquellfliissigkeit, Harnstoff und
dergleichen, sowie anorganische Stickstoffquellen, wie Ammo-
niumsalze, z. B. Ammoniumnitrat, Ammoniumsulfat, Ammoni-
umphosphat usw.

Gewiinschtenfalls kann man dem Medium Mineralsalze,
2. B. Calciumcarbonat, Natrium- oder Kaliumphosphat, Magne-
siumchlorid oder -sulfat usw. in kleineren Mengen zugeben.
Ferner kann man dem Medium auch eine oder mehrere organi-
sche Verbindungen, wie Tyrosin, Glycin, Serin, Homoserin,
p-Hydroxyphenylglycin, a-Aminobuttersaure, a,B-Diaminopro-
pionsiure, N-Acetyltyrosin, N-Acetyltyrosinamid, p-Hydroxy-
phenylbrenztraubenséure, p-Hydroxyphenylglycolsiure,
p-Hydroxyphenylglyoxalsiure, Shikiminsdure, 2-Amino-3-(4-
hydroxyphenyl)-propionohydroxaminséure, 2-Acetamido-3-(4-
hydroxyphenyl)-propionohydrazid und dergleichen, hinzuge-
ben. Diese organischen Verbindungen konnen als eine Art Vor-
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liufer wirken und konnen fiir die Steigerung der Ausbeute an
Nocardicinen dienlich sein.

Fiir die Herstellung der erwiinschten Nocardicine in gros-
sen Mengen bedient man sich mit Vorteil des Fermentierver-
fahrens unter submersen aeroben Ziichtungsbedingungen. Fiir
die Herstellung von begrenzten Mengen kann man auch eine
Schiittelkultur oder Oberflichenkultur in einem Kolben oder in
einer Flasche anwenden. Erfolgt das Wachstum in grossen
Behiiltern, so verwendet man vorzugsweise die vegetative
Form des Organismus fiir die Impfung in den Produktionsbe-
hiltern, um eine Wachstumsverzogerung bei der Herstellungs-
methode der Nocardicine zu verhindern. Damit ist es wiin-
schenswert, zuerst ein vegetatives Inokulum des Organismus
zu erzeugen, indem man eine relativ kleine Kulturmedium-
menge mit Sporen oder Mycelien des Organismus impft und
hierauf die Ziichtung vornimmt. Der Transfer des geziichteten
vegetativen Inokulums in die grossen Behilter erfolgt dann
aseptisch. Das Medium, in welchem das vegetative Inokulum
erzeugt wird, kann praktisch das gleiche Medium sein wie
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jenes, welches fiir die Herstellung der Nocardicine verwendet 20

wird, oder es kann auch ein davon verschiedenes Medium sein,
Das Riihren und Beliiften des Ziichtungsgemisches kann in

verschiedener Weise bewirkt werden. Das Rithren kann bei-

spielsweise mit einem Propeller oder mit einer dhnlichen,

mechanischen Riihrausriistung geschehen, indem der Fermen- 25

tierbehilter gedreht oder geschiittelt wird oder indem man sich
verschiedenartiger Pumpsysteme bedient oder aber sterile Luft
durch das Medium leitet. Die Beliiftung kann durch Einleiten
von steriler Luft in das Fermentiergemisch erfolgen. Im Ver-
laufe der Fermentierung kann man dem Medium insbesondere
in jenen Fillen, in welchen das Kulturmedium in beachtenswer-
ter Weise schiumt, ein Entschdumungsmittel, z. B. Pflanzendle,
wie Sojabohnendl usw., héhere Alkohole, wie Octadecanol,
Tetradecanol usw., Silikone usw., zugeben.

30

Die Fermentierung erfolgt gewohnlich bei Temperaturen 35

im Bereiche von ungefihr 20 bis 40 °C und vorzugsweise bei

gngefﬁhr 30 °C wihrend einer Zeitdauer von 50 bis 100 Stun-
en.

Die erfindungsgemiiss erhiltlichen Nocardicine lassen sich
in bekannter Weise aus der Kulturbriihe gewinnen. Sie sind in
der Kulturbriihe in den Mycelien (intracellular) und/oder aus-
serhalb der Myceline (extracellular) vorhanden.

Als erste Stufe kann die Kulturbriihe in das Filtrat (iiberste-
hende Fliissigkeit) und einen Filterkuchen entweder durch Fil-
trieren oder durch Zentrifugieren getrennt werden.

Die Extraktion der Nocardicine aus dem Filterkuchen
erfolgt durch Behandeln dieses Kuchens mit einem organi-
schen Losungsmittel, in welchem die Nocardicine I6slich sind,
wie z. B. Alkoholen, z. B. Methanol, usw., Ketonen, z. B. Aceton
usw., wiissrigen Alkoholen, Athanol, z. B. wiissrigem Methanol,
wissrigem Athanol usw.

Aus dem so erhaltenen Filtrat und/oder Extrakt lassen sich
die Nocardicine isolieren und in bekannter Weise reinigen.

Zu diesem Zwecke kann man beispielsweise mit Adsorp-
tionsmitteln, z. B. Aktivkohle, Kieselsiure, Kiesegel, Alumi-
niumoxyd usw., anionischen oder kationischen Austauschhar-
zen oder makropordsen, nicht-ionischen Adsorptionsharzen
[z.B. Amberlite XAD-2, XAD-4, XAD-7 und XAD-8 (Warenzei-
chen der Firma Rohm & Haas Co.)], behandeln. Man kann auch
mit Losungsmitteln extrahieren, unter vermindertem Druck
einengen, lyophilisieren, den pH-Wert einstellen, eine Kristalli-
sierung vornehmen, umkristallisieren und dergleichen. Alle
diese Mittel kann man vorzugsweise unabhingig voneinander
oder in Kombination miteinander in beliebiger und gewiinsch-
ter Reihenfolge oder wiederholt anwenden.

Erhilt man ein Rohmaterial, z. B. das Kulturfiltrat und
Extrakte aus dem Filterkuchen, welches simtliche Nocardicine -
enthilt, d. h. Nocardicin A, Nocardicin B, welches ein geometri-
sches Isomer von Nocardicin A an der Hydroxyiminogruppe
darstellt, Nocardicin C, Nocardicin D, Nocardicin E, Nocardi-
cin Fund Nocardicin G, so kann man ein jedes dieser Nocardi-
cine beispielsweise nach dem folgenden Schema isolieren:
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Nocardicin A,B,C,D,E,F und G
enthaltendes Rohmaterial

(Stufe e) makropordses nicht-
ionisches Adsorptions-
harz

(Stufe a)

! }

Tiltret : Adsorbat
(Nocardicin A,B,D,E und F)

(Nocardicin C und G)

Cellulose-Siulen- Eluierung
chromatographie
(Stufe b) \A
Eluat
l L (Nocardicin A,B,D,E und F)
Fraktion I Fraktion II
(Nocardicin C)  (Nocardicin G) Cellulose-Siulen-
chromatographie |
- (Stufe c¢)
J b 17
Fraktion IIT  Fraktion IV Fraktion V
(Nocardicin E (Nocardicin D) (Nocardicin A
und F) und B)

Kieselsiure-Sidulenchromatographie
1 (Stufe @)

v v
Fraktion VI Fraktion VII
(Nocardicin E) (Nocardicin F)
Stufe a) seits gehen Nocardicin C und G durch die Séule hindurch.
Trennung von Nocardicin C und G von Nocardicin A, B, D,
Eund F: Stufe b)
Wird das besagte Rohmaterial unter Verwendung eines 5 Trennung von Nocardicin C von Nocardicin G:
makropordsen, nicht-ionischen Adsorptionsharzes, z. B. Diaion Die nach den obigen Angaben durch die Saule hindurchge-
HP 20, der Saulenchromatographie unterworfen, so werden flossene Losung wird hierauf fraktioniert, indem man sie einer

Nocardicin A, B, D, E und F auf dem Harz adsorbiert. Anderer- Saulenchromatographie unterwirft, wobei man Cellulose mit
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einem geeigneten Entwicklerldsungsmittel, wie mit Wasser
gesittigtem n-Butanol oder einem Gemisch von n-Butanol,
Essigsiure und Wasser im Mischungsverhiltnis 20 : 1 : 6, ver-
wendet, wodurch man zu der Fraktion I, welche Nocardicin C
enthiilt, und zur Fraktion 11, welche Nocardicin G enthiilt, 5
gelangt.

Stufe c)

Trennung von Nocardicin D von Nocardicin A, B,Eund F:

Das Adsorbat aus der vorangehenden Stufe a) wird mit
einem hydrophilen Lésungsmittel, z. B. wissrigem Methanol,
aus dem Harz eluiert. Das Nocardicin A, B, D, E und F enthal-
tende Eluat wird hierauf in drei Fraktionen, d. h. Fraktion III,
welche Nocardicin E und F enthilt, Fraktion I'V, welche Nocar-
dicin D enthilt, und Fraktion V, welche Nocardicin A und B
enthiilt, durch Sdulenchromatographie iiber Cellulose mit
einem geeigneten Entwicklerlosungsmittel, wie mit Wasser
gesittigtem n-Butanol oder einer oberen Schicht einer
Mischung von Athylacetat, n-Butanol und Wasser im
Mischungsverhiltnis von 5 :5: 2, fraktioniert.

10

15

20

Stufe d)

Trennung von Nocardicin E von Nocardicin F:

Die gemiiss vorangehender Stufe c) erhaltene Fraktion I1I
wird iiber Kieselsdure mit einem geeigneten Entwicklerlé-
sungsmittel, z. B. einem Gemisch von Chloroform und Athyla-
cetat im Mischungsverhiiltnis von 4 : 1 oder einem Gemisch
von Chloroform und Methano!l im Mischungsverhiltnis von
10 : 1 durch Saulenchromatographie einer weiteren Fraktionie-
rung unterworfen, wobei man zur Fraktion VI, welche Nocardi- 30
cin E enthilt, und zur Fraktion VII, welche Nocardicin F ent-
hilt, gelangt.

25

Stufe e)

Alternativmethode fiir die Trennung von Nocardicin E und
Nocardicin F:

Nocardicin E und F lassen sich aus dem Rohmaterial auch
durch Sdulenchromatographie iiber Kieselsiure mit dem glei-
chen geeigneten Entwicklerlsungsmittel, wie es oben bei-
spielsweise angegeben worden ist, trennen, da Nocardicin A, B,
C, D und G durch die Kieselsiure stark adsorbiert werden und
sich mit dem besagten Lésungsmittel praktisch nicht eluieren
lassen.

Jedes Nocardicin C, D, E, F und G lisst sich aus den Fraktio-
nen, d. h. Fraktionen I II, IV, VI und VI, in iiblicher Weise reini-
gen.
Die in der Kulturbriihe erzeugten Nocardicine kénnen in
freier Form isoliert werden; sie konnen auch in Form ihrer
Alkalimetallsalze erhalten werden, indem man das die Nocardi-
cine enthaltende Rohmaterial mit einem Alkali, z. B. Natrium-
oder Kaliumhydroxyd, wihrend der Isolierung oder der Reini-
gung behandelt. '

Die in freier Form erhiltlichen Nocardicine kénnen auch
mit einer anorganischen oder einer organischen Base, z. B.
Kalium- oder Natriumhydroxyd, Athanolamin, Dicyclohexyla-
min usw., in an sich bekannter Weise in ein Salz tiberfiihrt wer-
den.

Andererseits lassen sich die unter Zuhilfenahme von anor-
ganischen oder organischen Basen erhaltenen Salze der Nocar-
dicine auch leicht in die freie Form iiberfithren, indem man
solche Salze mit einer Séure, z. B. einer Mineralsiure, wie Salz-
siure usw,, in an sich bekannter Weise behandelt.

Die physikochemischen Eigenschaften der neuen Nocardi-
cine finden sich nachstehend.

Tabelle 1

Physikochemische Eigenschaften von

Nocardicin Cund d

Aussehen Weisse Kristalle, amphoter

Optische

Drehung " [a]f = —95°(C = 0,6, H:0)

Schmelzpunkt 220-225°C (Zers.)

UV-Spektrum Amax(E{%,) = 227 (434),272(43),
277 (sh, 37) nm in H:20, 232 (319),
243 (sh, 289), 280 (54), 292 (sh, 44)
nm in 0,1n-NaOH-Lésung

IR-Spektrum  viujol = 3430, 2920, 2850, 1745,
1670, 1610, 1580, 1560, 1515, 1465,
1375, 1340, 1310, 1255, 1180, 1170,
1110, 1040, 970, 940, 930, 890, 850,
820,795, 760,740,680 cm™!

Farb- Positiv auf Ninyhdrin und

reaktion Ferrichloridreaktionen;
negativ auf Ehrlich- und
Molischtests, Reaktion mit -
Tollensreagens.

Loslichkeit  Stark 16slich in wissrigen

alkalischen Losungen, wie

wiissrigem Ammoniak, wissrigem

Natriumhydroxyd oder

Dimethylsulfoxyd; spirlich [6slich
in Wasser, CH3OH unloslich in

C2Hs0OH, CH3:COCH3, CHCls,
CHi:COOC:Hs.

Weisse Kristalle, amphoter

[a]® = —171°(C = 1,H20)
230-235°C (Zers.)

Amax(Ef%,) = 226 (395),298 (313)
nm in C:HsOH~-H20 (1 : 1), 246
(305), 298 (300) nm in C2HsOH-
0,1n-NaOH-Losung (1 :1)

vhiujol = 3430, 3210, 2900, 2850,
1735,1670, 1655, 1610, 1600, 1570,
1510, 1465, 1455, 1420, 1408, 1375,
1340, 1320, 1280, 1260, 1240, 1178,
1140, 1120, 1080, 1050, 1030, 1010,
980, 930, 845 cm™!

Positiv auf Ninhydrin und
Ferrichloridreaktionen;

negativ auf Molischtest,
Reaktionen mit Tollensreagens
und Dragendorffreagens.

Stark I6slich in wissrigen
alkalischen Losungen, wie
wissrigem Ammoniak, wissrigem
Natriumhydroxyd, sowie in
Pyridin; spirlich 16slich in Wasser,
CH10H, C:HsOH unléslich in
CH3COOC:Hs, CHCls,
CZHSOCZHS.




Tabelle 2
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Physikochemische Eigenschaften von Nocardicin Eund F

Nocardicin F

Nocardicin E
Aussehen Weisse Kristalle, schwach sauer
Elementarana-
lyse C = 56,95; H = 4,20; N = 10,48.
Optische
Drehung (o]} = —192°(C = 1,H20)

Schmelzpunkt 228-231 °C(Zers.) .
UV-Spektrum Amax(E%,) = 222 (sh,557),272
(396) nm in CHsOH 248 (719), 298
(324)nmin
CH30H-1n-NaOH-Lésung (9: 1)
IR-Spektrum  viujol = 3380, 3280, 2920, 2840,
1745, 1675, 1645, 1610, 1595, 1540,
1515,1510, 1460, 1435, 1375, 1360,
1325, 1310, 1275,
1260, 1220,1175,1140,1115,1105,
1055, 1030, 1005, 945, 935,910, 855,
845,825,755, 735,730,700, 685
cm™!
Farbreaktion Positiv auf
Ferrichlorid-Kaliumferricyanidre-
aktion; negativ auf Ehrlichtest und
Ninhydrinreaktion.
Stark loslich in wiissrigen
alkalischen Lésungen, wie z. B.
Ammoniak oder wissriger
Natriumhydroxydlosung, Pyridin,
Dimethylsulfoxyd;
sparlich 16slich in CH3OH,
C:HsOH; unléslich in CH:COCH:
CH3COOC:Hs, CHCls.

IR-Spektrum

Loslichkeit

Weisse Kristalle, schwach sauer
C=5684;H =4,35;N = 10,23

[aly = —181°(C = 1,H:0)
230-231 °C(Zers.)

Amax(E!%,) = 224 (516),270(248)
nm in CHsOH, 247 (720), 295 (253)
nm in CHsOH-1n-NaOH-L&sung
9:1)

vNujol = 3420, 3300, 3280, 2950,
2920, 1900, 1745, 1680, 1655, 1610,
1595, 1550, 1515, 1465, 1450, 1410,
1380, 1360, 1310,

1295, 1280, 1270, 1250, 1220, 1180,
1140,1120, 1110, 1060, 1030, 1010,
980, 935, 900, 870, 860, 840, 820,
780,740,720,680 cm™!

Positiv auf
Ferrichlorid-Kaliumferricyanidre-
aktion; negativ auf Ehrlichtest und
Ninhydrinreaktion.

Stark 16slich in wissrigen
alkalischen Losungen, Pyridin,
Dimethylsulfoxyd;

sparlich loslich in CHsOH,
C:H;sOH; unléslich in CH:COCH:
CH3;COOC:Hs, CHCLs.

Tabelle 3

Physikochemische Eigenschaften von Nocardicin G

Nocardicin G

Weisse Kristalle, amphoter.

C=57,62;H = 5,14;N = 10,39; H.0 = 2,81.

[oJ§ ==-205°(C = 1, 1%iges wissriges NaHCO:s)

227-233 °C (Zers.).(Das Nocardicin G geht allmdhlich bei ca.
200 °C in rot und bei ca. 225 °C in rétlich-schwarz iiber.)
Amax(E{%y) = 228 (454),273 (52),278 (sh,45)nmin
0,1n-HCI-Losung, 248 (562), 291 (107) nm in
0,in-NaOH-Losung.

vujol = 3250, 3150, 2900, 2850, 1745, 1690, 1610, 1590, 1560,
1510, 1460, 1375, 1340, 1295, 1270, 1255, 1185, 1170, 1135, 1100,
1050, 1025, 940, 925, 880, 850, 830, 825, 815, 760, 750, 720,680
cm™l,

Positiv auf Ninhydrin- und Ferrichloridreaktionen; negativ auf
Ehrlich- und Molischtests, Fehlingreaktion und Reaktion mit
Tollenreagens.

Stark 16slich in Dimethylsulfoxyd und Wasser; sparlich loslich
in CH3OH, C2HsOH; unléslich in CHsCOCH;, CH:COOC:Hs,
CHCls.

Aussehen
Elementaranalyse:
Optische Drehung:
Schmelzpunkt:

UV-Spektrum:

IR-Spektrum:

Farbreaktion:

Loslichkeit:
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Tabelle 4
Diinnschichtchromatographie von Nocardicinen C, D, E,Fund G
Trager: Eastman-Chromagra-Sheet Cellulose Nr. 6065
(ein fluoreszierendes Mittel enthaltend)
(Warenzeichen Eastman Kodak Co.)
Nachweismethode: UV-Absorption

Entwicklerlosungsmittel Rf-Wert
Nocardicin C Nocardicin D Nocardicin E Nocardicin F Nocardicin G
n-Butanol-Essigsiure-
Wasser-Gemisch
Mischungsverhiltnis 4:1:2 0,38 0,57 0,84 0,89 0,62
mit Wasser gesittigtes
n-Butanol 0,00 0,04 0,29 0,41 0,15
n-Propanol-Wasser-Gemisch
Mischungsverhiiltnis 7:3 0,31 048 0,67 0,74 0,55
Tabelle 5
NMR-Spektrum von Nocardicin E, Fund G
Nocardicin E F G
Lésungsmittel DMSO-ds DMSO-ds NaHCO;-D:0
Standard T™MS TMS Natrium-2,2,3,3-tetradeutero-3-(tri-
methylsilyl)-propionat
dppm 3,12 (1H,m) 3,14 (1Hm) Ca. 3,00 (1H,m)
3,79 (1Ht,J=5Hz) 3,74 (1H,t,}=5Hz) 3,77 (1H,t,]=5Hz)
4,98 (1H,m) 4,94 (1H,m) 5,06 (1H,s)
533 (1H,s) 531(1H,s) 532(1H,s)

6,78 (4H,d,J=8Hz)
7,16 (2H,d,}]=8Hz)
7.30(2H,d,]=8Hz)
9,06 (1H,d,]=8Hz)
9,70 (3H, broad s)

6,78 (4H,d,]=8Hz)
7,17 2H,d,]=8Hz)
7,39 (2H,d,]=8Hz)
8,82 (1H,d,]=8Hz)
11,60 (1H, broad s)

6,85 (2H,d,j ag=8)
6,89 (2H,d,Jap=8)
7,25 (4H,dJAB= 8)

11,14 (1H;s)

Aufgrund von weiteren Studien liessen sich die chemischen
Strukturen der erfindungsgemiss erhiltlichen Nocardicine,

welche die obigen physikochemischen Eigenschaften aufwei- 40

sen, identifizieren.

Die erfindungsgemiss erhaltlichen Nocardicine und deren
Salze besitzen spezifische antibiotische Spektren, wobei sie
eine Wirkung gegen pathogene Bakterien bei niedriger Toxizi-
tit besitzen. Daher sind die erfindungsgemadss erhiltlichen
Nocardicine und deren Salze fiir die Behandlung von Infek-
tionskrankheiten, welche durch solche Bakterien bei Mensch
und Tier verursacht werden, wertvoll.

Die pharmakologischen Teste einiger der erfindungsge-

miiss erhiltlichen Nocardicine, d. h. antimikrobielle Teste und
Toxizititsteste, finden sich nachstehend.

Minimale Hemmkonzentration (M.I.C))

Der M.LC-Test wurde durchgefiihrt unter Anwendung
einer iiblichen Agarverdiinnungsmethode unter Verwendung
von Herzinfusionsagar (oder Mueller Hinton-Agar), welches
withrend 20 Stunden bei 37 °C inkubiert wurde. M.L.C-Wert
wird als die minimale Konzentration von Nocardicin C, D, E
oder F (mcg/ml) ausgedriickt, welche das Wachstum des
Mikroorganismus verhindert. Die Resultate finden sich in der
folgenden Tabelle 6.

Tabelle 6
Minimale Hemmkonzentration

Testmikroorganismus M.IC.(mcg/ml)

Nocardicin C*

Nocardicin D** Nocardicin E*** Nocardicin F***

Staphylococcus aureus 209P >800
Bacillus subtilis ATCC 6633 200
Escherichia coli NIH]J JC-2 400
Klebsiella pneumoniae NCTC 418 -
Proteus vulgaris IAM 1025 400

Salmonella enteritidis 1891 -
Pseudomonas aeruginosa NCTC 1049 50
Shigella dysenteriae A-l -

>800 >400 >400
200 >400 >400
50 >400 >400
100 - -
12,5 - -
50 - -
800 12,5 100
50 - -

* Bei Herzinfusionsagar (10¢ Zellen/ml)
** mit Herzinfusionsagar (10® Zellen/ml)
*** mit Mueller Hinton-Agar (10° Zellen/ml)



Akute Toxizitit

Eine wissrige Natriumhydroxydlosung von Nocardicin C
mit einem pH-Wert von 7,4 wurde intravends in jeweils fiinf
minnlichen Méusen vom ICR-Stamm und einem Gewicht von
18 bis 22 g (Dosis: 1 g/kg) injiziert, worauf man wihrend 1
Woche nach der Verabreichung die Tiere beobachtete. Es
ergab sich dabei, dass simtliche getesteten Méuse sich wéh-
rend dieser Periode normal verhielten.

Ferner wurden jeweils wiissrige Natriumhydroxydldsungen
von Nocardicin D, E, F und G mit einem pH-Wert von 7,4
jeweils fiinf Mausen vom ICR-Stamm mit einem Gewicht von
18 bis 22 g (Dosis: 500 mg/kg) subkutan injiziert, und dann nach
Ablauf von einer Woche nach Verabreichung wurden die Tiere
beobachtet. Es ergab sich dabei, dass sich simtliche getesteten
Tiere wihrend der ganzen Dauer normal verhielten.

Die neuen Nocardicine und die pharmazeutisch zuldssigen
Salze derselben lassen sich fiir die Verabreichung in beliebiger
Weise formulieren, und zwar wie dies normalerweise bei
bekannten Antibiotika der Fall ist, indem man ihnen einen phar-
mazeutischen Triger beimischt.

Pharmazeutisch zulissige Salze der erfindungsgemiss
erhaltlichen Nocardicine umfassen Salze mit anorganischen
oder organischen Basen, z. B. Natriumhydroxyd, Kaliumhydro-
xyd, Calciumhydroxyd, Ammoniak, Athanolamin, Tridthylamin,
Dicyclohexylamin und dergleichen.

Somit lassen sich die antimikrobiellen Priparate in Form
von pharmazeutischen Formen, z. B. in fester, halbfester oder
fliissiger Form, verwenden, wobei die Wirksubstanz mit einem
pharmazeutischen, organischen oder anorganischen Trager-
mittel oder Fiillstoff, welcher fiir die dussere, enterale oder
parenterale Verabreichung geeignet ist, vermischt wird. Die
Wirksubstanz kann beispielsweise mit iiblichen Tragermitteln,
wie sie fiir Tabletten, Kiigelchen, Kapseln, Suppositorien,
Lésungen, Emulsionen, Suspensionen usw. verwendet werden,
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compoundiert werden. Auch andere Formen mégen sich eig-
nen. Als verwendbare Trigermittel kommen Wasser, Glucose
Lactose, Akaziengummi, Gelatine, Mannitol, Stirkepaste,
Magnesiumtrisilikat, Kalk, Maisstérke, Keratin, kolloidales Ki
selgel, Kartoffelstdrke, Harnstoff und andere Trigermittel,
welche sich fiir die Herstellung solcher Préparate in fester,
halbfester oder fliissiger Form eignen, in Frage. Solche Prépa-
rate konnen iiberdies Hilfsstoffe, Stabilisiermittel, Verdiin-
nungsmittel und Firbemittel sowie Riechstoffe enthalten. Die
antimikrobiellen Priparate kénnen auch Schutzmittel oder
bakteriostatische Mittel enthalten, um auf diese Weise die
Wirksubstanz in den gewiinschten Priparaten aktiv zu halten.
Die erfindungsgemiiss erhltlichen Nocardicine oder deren
Salze werden in einer solchen Menge in die antimikrobiellen
Priparate eingearbeitet, welche ausreicht, um die gewiinschte
therapeutische Wirkung auf den bakteriell infizierten Prozess
oder Zustand zu gewéhrleisten.

Will man die in Frage kommenden antimikrobiellen Pripa
rate am Menschen anwenden, so wird man dies vorzugsweise
in Form von intravendsen oder intramuskuliren Injektionen
tun, Dabei schwankt die Dosierung oder die therapeutisch
wirksame Menge der neuen Nocardicine und deren Salze je
nach Alter und Bedingung des einzelnen, zu behandelnden
Patienten. Tagliche Dosierungen von ungefihr 2 bis 50 mg
Wirksubstanz/kg Korpergewicht bei Mensch oder Tier werde
allgemein fiir die Behandlung von Erkrankungen verwendet.

Die Nocardicine konnen auch als Zwischenprodukte fiir di
Herstellung der anderen 3-Acylamino-1-(a-carboxy-4-hydroxy-
benzyl)-2-azetidinone mit besserer antimikrobieller Wirkung
gegen pathogene, grampositive Bakterien verwendet werden.
Unter Bezugnahme auf einige der erfindungsgemiss erhiltli-
chen Nocardicine sei die Herstellung von 3-Acylamino-1-(a-ca
boxy-4-hydroxybenzyl)-2-azetidionen aus den erfindungsgemi
sen Nocardicinen mit dem folgenden Schema erlautert.
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Die folgenden Beispiele erldutern die vorliegende Erfin-
dung.

Beispiel 1 25
Herstellung von Nocardicin C .

Ein wissriges Medium (100 ml), welches 2% Saccarose, 2%
Baumwollsamenmehl, 1% getrocknete Hefe, 2,18% KH2PO4
und 1,43% Na:HPOs. 12H:20 enthilt, wurde jeweils in 20 500-m}-
Schiittelkolben gegossen und withrend 20 Minuten bei 120 °C
sterilisiert. Dann wurde jedes Medium mit einer Ose voll
Schrigkultur von Nocardia uniformis subsp. tsuyamanensis
ATCC 21806 geimpft und hierauf wihrend 48 Stunden bei
30 °C geziichtet.

Andererseits wurde ein anderes wiissriges Medium (100
Liter), welches 2% lssliche Stiirke, 1% Pepton, 0,4% Hefeex-
trakte, 1% KH2PQs, 1% Na:HPO4- 12H:0, 0,5% MgS04. 7H:0,
0.1% L-Tyrosin und 0,1% Glycin enthilt, durch Zugabe einer
wiissrigen 6n-Natriumhydroxydlosung auf einen pH-Wert von
6,0 eingestellt. 20 Liter des Mediums wurden in jeweils fiinf
30-Liter-Fermentierbehilter gegossen und wihrend 20 Minu-
ten sterilisiert.

Jedes dieser Medien wurde mit der nach den obigen Anga-
ben erhaltenen Samenkultur versetzt, und zwar in einer Menge
von 2 Volumen-% Medium. Der Organismus wurde wihrend 96 45
Stunden bei 30 °C wachsen gelassen. Wihrend dieser Wachs-
tumsperiode wurde die Brithe mit 250 Umndrehungen pro
Minute gerithrt und durch Einblasen von steriler Luft in einer
Menge von 20 Litern pro Minute behandelt.

Die so erhaltene Kulturbriihe (80 Liter) wurde mit Hilfe von 5o
Diatomeenerde (8 kg) filtriert, wobei man einen Filterkuchen
und ein Filtrat erhielt. Der Filterkuchen wurde mit 70%igem
wiissrigem Athanol (20 Liter) versetzt und das Gemisch hierauf
wihrend 1 Stunde geriihrt und filtriert. Diese Extraktion wurde
zweimal wiederholt. Die vereinigten Extrakte (40 Liter) wur-
den auf ein Volumen von 2 Litern unter vermindertem Druck
eingeengt.

Andererseits wurde das nach den obigen Angaben erhal-
tene Kulturfiltrat auf ein Volumen von 10 Litern eingeengt.
Dieses Konzentrat wurde hierauf mit 50 Liter Methanol unter
Riihren versetzt, worauf man das Gemisch wihrend 1 Stunde
stehen liess und anschliessend filtrierte. Das Filtrat wurde unter
vermindertem Druck auf ein Volumen von 2 Litern eingeengt.

Die vereinigten Konzentrate wurden durch Zugabe von
6n-Salzsiure auf einen pH-Wert von 3,0 eingestellt und zweimal 65
mit Athylacetat (4 Liter) extrahiert. Die wiissrige Schicht
wurde unter vermindertem Druck auf ein Volumen von 1,8
Liter eingeengt. Das Konzentrat wurde mittels wissriger
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1n-Natriumhydroxydl6sung auf einen pH-Wert von 4,0 einge-
stellt und hierauf durch eine mit Diaion HP20 (4 Liter)
beschickte Saule hindurchgeleitet, um auf diese Weise eine aus-
fliessende Losung zu erhalten. Anschliessend wurde die Saule
mit Wasser gewaschen, wobei man Waschfliissigkeiten erhielt.
Die durch die Siule geflossene Losung und die Waschfliissig-
keiten wurden vereinigt und die wissrige Losung (6 Liter)
durch Zugabe einer wissrigen 6n-Natriumhydroxydlésung auf
einen pH-Wert von 8,0 eingestellt. Dann wurde diese Losung
mit 120 g Aktivkohle versetzt, worauf man das Gemisch wih-
rend 10 Minuten riihrte und hierauf filtrierte. Die Aktivkohle
wurde mit 1 Liter Wasser ausgewaschen, worauf man 80%iges
Methanol (1 Liter) hinzugab.

Das Gemisch wurde wihrend 10 Minuten geriihrt und fil-
triert. Der Eluierungsvorgang wurde einmal mehr wiederholt.
Die vereinigten Eluate (2 Liter) wurden auf ein Volumen von
10 ml eingeengt. Dieses Konzentrat wurde hierauf mit 200 ml
Methanol unter Riihren versetzt, worauf die unidslichen
Bestandteile aus dem Gemisch abfiltriert wurden. Das Filtrat
wurde auf ein Volumen von 10 ml eingeengt. Das Konzentrat
wurde dann einer Siulenchromatographie iiber Cellulose (Ent-
wicklerldsungsmittel: obere Schicht einer Mischung von
n-Butanol, Essigsiure und Wasser im Mischungsverhéltnis von
100 : 5 : 30) unterworfen. Das Eluat (500 ml), welches die
gewiinschte Verbindung enthielt, wurde gesammelt. Das Eluat
wurde hierauf mit 500 ml n-Hexan versetzt und das Gemisch
geriihrt und hierauf die wissrige Schicht abgetrennt. Zu dieser
wissrigen Schicht gab man 100 ml Athylacetat und rithrte dann
das Gemisch. Die wiissrige Schicht wurde hierauf abgetrennt
und auf ein Volumen von 20 ml eingeengt. Dieses Konzentrat
wurde mit 40 ml Aceton versetzt und das Gemisch in einem
Kiihlschrank (5 °C) stehen gelassen, wobei sich Kristalle bilde-
ten. Das Gemisch wurde filtriert, und die erhaltenen Kristalle
wurden getrocknet, wobei man 26 mg Nocardicin Cin Form
von rohen Kristallen erhielt. Diese rohen Kristalle wurden in
4 m| Wasser geldst und die Losung mit 8 ml Aceton versetzt.
Das Gemisch wurde dann stehen gelassen, wobei sich Kristalle
ausschieden. Diese wurden abgetrennt und getrocknet, wobei
man Nocardicin C (15 mg) in Form von weissen Kristallen
erhielt.

Beispiel 2
Herstellung von Nocardicin D

Ein wissriges Medium (100 ml), welches 2% Saccharose, 2%
Baumwollsamenmehl, 1% getrocknete Hefe, 2,18% KH2PO
und 1,43% Na:HPOu- 12H:0 enthielt, wurde in jeweils 20
500-ml-Schiittelkolben eingetragen und wihrend 20 Minuten
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bei 120 °C sterilisiert. Dann wurde eine Ose voll Schrigkultur
von Nocardia uniformis subsp. tsuyamanensis ATCC 21806
zwecks Impfung in jedes dieser Medien eingetragen, worauf

die Ziichtung wiihrend 48 Stunden bei 30 °C durchgefiihrt

wurde. 5

Andererseits wurde ein wissriges Medium (100 Liter), wel-
ches 2% losliche Stiirke, 1% Pepton, 04% Hefeextrakte, 1%
KH2POs, 1% NazHPO:- 12H:0, 0,5% MgS04-7H:0, 0,1%
L-Tyrosin und 0,1% Glycin enthielt, durch Zugabe von wissri-
ger 6n-Natriumhydroxydldsung auf einen pH-Wert von 6,0 ein- 10
gestellt, worauf 20 Liter dieses Mediums in jeweils fiinf Fer-
mentierbehilter mit einem Fassungsvermégen von jeweils 30
Litern gegossen und withrend 20 Minuten bei 120 °C sterilisiert.

Ein jedes dieser Medien wurde mit der Samenkultur, wie sie
oben erhalten worden war, in einer Menge von 2 Volumen-% 15
des Mediums versetzt. Der Organismus wurde wéhrend 96
Stunden bei 30 °C wachsen gelassen. Wihrend der Wachstums-
periode wurde die Kulturbrithe mit 250 Umdrehungen pro
Minute geriihrt, wobei man gleichzeitig sterile Luft in einer
Menge von 20 Litern pro Minute durchleitete.

80 Liter der so erhaltenen Kulturbriihe wurden dann mit
8 kg Diatomeenerde versetzt und das Gemisch anschliessend
filtriert, wobei man zu einem Filtrat und einem Filterkuchen
gelangte. Das Filtrat (70 Liter) wurde unter vermindertem
Druck auf ein Volumen von 7 Liter eingeengt. Das Konzentrat 25
wurde dann unter Rithren mit 90 Liter Methano! versetzt und
das Gemisch anschliessend wihrend 1 Stunde stehen gelassen
und filtriert, um den Niederschlag zu entfernen. Das Filtrat (80
Liter) wurde auf ein Volumen von 5 Liter eingeengt. Dann
wurde das Konzentrat mit 15 Litern Wasser und 1 kg Aktiv-
kohle versetzt.

Das Gemisch wurde wihrend 10 Minuten geriihrt und fil-
triert, um die Aktivkohle zu gewinnen. Diese Aktivkohle wurde
hierauf mit 10 Litern einer 80%igen wiissrigen Methanollésung
versetzt, worauf man den pH-Wert des Gemisches durch 3
Zugabe von 5%iger wiissriger Ammoniakldsung auf einen
pH-Wert von 8,0 einstellte und das Gemisch wihrend 10 Minu-
ten rithrte und hierauf filtrierte. Diese Eluierung wurde ein
zweites Mal durchgefiihrt. Die vereinigten Filtrate wurde unter
vermindertem Druck auf ein Volumen von 2 Litern eingeengt. 40
Das Konzentrat wurde durch Zugabe von 6n-Salzsiure auf
einen pH-Wert von 4,0 eingestellt und dann durch eine mit
Diaion HP20 (4 Liter) beschickten S#ule geleitet. Diese Saule
wurde mit 4 Litern Wasser gewaschen, worauf man die
gewiinschte Verbindung mit 50%igem wissrigem Athanol
eluierte. Das Eluat (1,5 Liter), welches die gewiinschte Verbin-
dung enthielt, wurde gesammelt und unter vermindertem
Druck auf ein Volumen von 100 ml eingeengt. Das Konzentrat
wurde dann iiber Cellulose (Entwicklerlésungsmittel: mit Was-
ser gesittigtes n-Butanol) der Sdulenchromatographie unter-
worfen, Das die gewiinschte Verbindung enthaltende Eluat
(200 ml) wurde gesammelt und unter vermindertem Druck auf
ein Volumen von 10 ml eingeengt. Das Konzentrat wurde
hierauf iiber Cellulose (Entwicklerlésungsmittel: obere Schicht
einer Mischung von Athylacetat, n-Butanol und Wasser im
Mischungsverhiiltnis von 5 : 5 : 2) der Siulenchromatographie
unterworfen. Das Eluat (100 ml), welches die gewiinschte Ver-
bindung enthielt, wurde unter vermindertem Druck auf ein
Volumen von 10 ml eingeengt, wobei ein Niederschlag gebildet
wurde, welcher durch Filtrieren und anschliessendes Trocknen o0
gewonnen wurde. Der Niederschlag wurde in 5 ml Wasser
suspendiert, worauf man die Suspension durch Zugabe einer
wiissrigen 1n-Natriumhydroxydlsung auf einen pH-Wert von
80 einstellte, um den Niederschlag zu l6sen. Die Losung wurde
durch Zugabe von 1n-Salzsdure auf einen pH-Wert von 3,0
angesiuert und dann iiber Nacht in einem Kithlschrank (5 °C)
stehen gelassen, wobei sich Kristalle bildeten, die man hierauf
durch Filtrieren isolierte. Diese Kristalle wurden hierauf
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getrocknet, wobei man 50 mg Nocardicin D in Form von weis-
sen Kristallen erhielt.

Der nach den obigen Angaben erhaltene, die Mycelien ent-
haltende Filterkuchen wurde zweimal mit 70%igem wissrigem
Athanol (20 Liter) extrahiert. Die vereinigten Extrakte wurden
unter vermindertem Druck auf ein Volumen von 2 Litern ein-
geengt. Das Konzentrat wurde durch Zugabe von 6n-Salzsiure
auf einen pH-Wert von 3,0 eingestellt und dreimal mit Athyla-
cetat (2 Liter) extrahiert, um die Verunreinigungen zu entfer-
nen. Die wissrige Schicht wurde abgetrennt und unter vermin-
dertem Druck eingeengt. Das Konzentrat wurde mittels wissri-
ger 6n-Natriumhydroxydldsung auf einen pH-Wert von 4,0 ein-
gestellt und dann durch eine mit Diaion HP20 (2 Liter)
beschickten Siule geleitet. Die Siule wurde mit Wasser gewa-
schen, worauf die gewiinschte Verbindung mit 50%igem Atha-
nol (1,5 Liter) eluiert wurde. Das Eluat (1,5 Liter) wurde unter
vermindertem Druck auf ein Volumen von 100 ml eingeengt.
Der so erhaltene Riickstand wurde iiber Cellulose (Entwickler-
l6sungsmittel: mit Wasser gesittigtes n-Butanol) der Siulen-
chromatographie unterworfen. Das die gewiinschte Verbin-
dung enthaitende Eluat wurde gesammelt und unter verminder-
tem Druck eingeengt. Der erhaltene Riickstand wurde erneut
iiber Cellulose (Entwicklerldsungsmittel: obere Schicht einer
Mischung von Athylacetat, n-Butanol und Wasser im
Mischungsverhaltnis von 5 : 5 : 2) der Siulenchromatographie
unterworfen. Das die gewiinschte Verbindung enthaltende
Eluat wurde unter vermindertem Druck auf ein Volumen von
10 ml eingeengt, wobei man zu einem Niederschlag gelangte,
welcher durch Filtrieren abgetrennt und hierauf getrocknet
wurde. Der Niederschlag wurde in 2 ml Wasser suspendiert
und diese Suspension durch Zugabe einer wissrigen 1n-Natri-
umhydroxydlésung auf einen pH-Wert von 8,0 eingestellt,
wodurch der Niederschlag gelést warde. Hierauf wurde die
Losung durch Zugabe von 1n-Salzsdure auf einen pH-Wert von
3,0 eingestellt und iiber Nacht in einem Kithlschrank (5 °C) ste-
hen gelassen, wobei sich Kristalle bildeten, welche durch Fil-
trieren abgetrennt und getrocknet wurden. Auf diese Weise
erhielt man 10 mg Nocardicin D in Form von weissen Kristal-
len.

Beispiel 3
Herstellung von Nocardicin E
Ein wissriges Medium (300 ml), welches 2% Saccharose, 2%
Baumwollsamenmehl, 1% getrocknete Hefe, 2,18% KH2POs
und 1,43% Na:HPOa4+ 12H:0 enthielt, wurde in einen 1-Liter-
Erlenmeyerkolben eingetragen und wihrend 20 Minuten bei
120 °C sterilisiert. Dann wurde mit einer Ose voll Schrigkultur
von Nocardia uniformis subsp. tsuyamanensis ATCC 21806
geimpft und hierauf wihrend 54 Stunden bei 30 °C geziichtet.
Ein 500-Liter-Fermentierbehilter wurde mit dem gleichen
Medium (150 Liter), wie es oben erwihnt worden ist, beschickt.
Das Fermentiermedium wurde wihrend 20 Minuten bei 120 °C

. sterilisiert und hierauf mit dem gesamten Volumen an vegetati-

vem Inokulum, wie es nach den obigen Angaben erhalten wor-
den ist, inokuliert und wahrend 42 Stunden bei 30 °C geziichtet.

Andererseits wurde ein wissriges Medium (3000 Liter), wel-
ches 2% losliche Stirke, 1% Pepton, 0,4% Hefeextrakte, 1%
KH2PO4, 1% Na:HPOs - 12H20, 0,5% MgS0s- 7H20, 0,1%
L-Tyrosin und 0,1% Glycin enthielt, in einen 4000-Liter-Fermen-
tierbehilter eingetragen und darin wihrend 20 Minuten bei
120 °C sterilisiert. Dann wurde das Medium mit dem gesamten
Volumen der nach den obigen Angaben erhaltenen Kultur-
briihe geimpft.

Der Organismus wurde im Fermentiermedium wihrend
119 Stunden bei 30 °C wachsen gelassen. Wihrend dieser
Wachstumsperiode wurde die Kulturbriithe mit 230 Umdrehun-
gen pro Minute geriihrt, wobei man gleichzeitig sterile Luft
durch die Briihe in einer Menge von 3000 Litern pro Minute
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hindurchleitete. Nach beendeter Ziichtung wurde die Kultur-
briihe mit Hilfe von Diatomeenerde (180 kg) filtriert. Zu einem
Teil des Filtrats (1500 Liter) wurden 45 kg Aktivkohle zugege-
ben, worauf das Gemisch wihrend 30 Minuten geriihrt und fil-
triert wurde, um die Aktivkohle abzutrennen. Die Aktivkohle 5
wurde hierauf mit einer Mischung von Aceton und Wasser im
Mischungsverhiltnis 7 : 3 (200 Liter) versetzt, worauf das erhal-
tene Gemisch durch Zugabe von wiissrigem Ammoniak auf
einen pH-Wert von 8,0 eingestellt und wihrend 60 Minuten
geriihrt wurde. 500 Liter des so erhaltenen Eluats wurden auf
ein Volumen von 50 Liter eingeengt. Das Konzentrat wurde
durch Zugabe von 6n-Salzséure auf einen pH-Wert von 4,0
angesiuert. Anschliessend wurde das Konzentrat mit 60 Litern
n-Butanol versetzt, worauf man das Gemisch wihrend 30 Minu-
ten rithrte. Die n-Butanolschicht (50 Liter) wurde abgetrennt 15
und unter vermindertem Druck auf ein Volumen von 10 Liter
eingeengt. Das Konzentrat wurde mittels 5%igem wissrigem
Ammoniak auf einen pH-Wert von 8,0 eingestellt und wihrend
30 Minuten geriihrt. Dann wurde die wissrige Schicht (15
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Liter) abgetrennt und unter vermindertem Druck auf ein Volu- 20

men von 1,3 Litern eingeengt. Das Konzentrat wurde durch
Zugabe von 6n-Salzsiure auf einen pH-Wert von 4,0 eingestelit,
mit 1,3 kg Diatomeenerde vermischt und hierauf getrocknet.
Das Pulver wurde mit 3 Liter Chloroform gewaschen und die
gewiinschte Verbindung mit Athylacetat eluiert. Das Eluat (5
Liter) wurde unter vermindertem Druck auf ein Volumen von
50 ml eingeengt. Dann wurde das Konzentrat mit 50 g Diato-
meenerde vermischt und getrocknet. Das Pulver wurde iiber
Kieseliure (Entwicklerlésungsmittel: Athylacetat) der Siu-
renchromatographie unterworfen. Das Eluat (600 ml) wurde
unter vermindertem Druck auf ein Volumen von 10 ml ein-
geengt. Das Konzentrat wurde mit 10 g Diatomeenerde ver-
mischt und getrocknet. Das Pulver wurde anschliessend iiber
Kieselsidure (Entwicklerldsungsmittel: Mischung von Chloro-
form und Methanol im Mischungsverhiltnis von 100 : 7) der 3
Siulenchromatographie unterworfen. Das Eluat (200 mli) ’
wurde unter vermindertem Druck auf ein Volumen von 3 ml
eingeengt. Hierauf wurde das Konzentrat mit 3 g Diatomee-
nerde vermischt und getrocknet. Das Pulver wurde iiber Kie-
selsiure (Entwicklerldsungsmittel: eine Mischung von Chloro-
form und Athylacetat im Mischungsverhiltnis von 1 :4) der
Siulenchromatographie unterworfen. Das Eluat (50 ml) wurde
unter vermindertem Druck zur Trockne eingedampft. Der so
erhaltene Riickstand wurde in 1 ml Methanol gelost. Diese

Lasung wurde anschliessend mit 5 ml Chloroform versetzt und 45

bei 4 °C iiber Nacht stehen gelassen, wobei sich 230 mg Kri-
stalle bildeten, welche man aus einer Mischung von Methanol
und Chloroform (1 :5) (12 ml) umkristallisierte. Auf diese Weise
erhielt man Nocardicin E in einer Menge von 190 mg in Form
von weissen Kristallen. 5

Beispiel 4
Herstellung von Nocardicin F

Ein wissriges Medium (100 ml), welches 2% Saccharose, 2%
Baumwollsamenmehl, 1% getrocknete Hefe, 2,18% KH:PO4
und 1,43% Na2HPOa- 12H:20 enthielt, wurde in jeweils 24
500-ml-Sakaguchikolben gegossen und wihrend 20 Minuten bei
120 °C sterilisiert. Dann wurde mit einer Ose voll Schrigkultur
von Nocardia uniformis subsp. tsuyamanensis ATCC 21806
geimpft und der Organismus wihrend 48 Stunden bei 30 °C
geziichtet.

Andererseits wurde ein wissriges Medium (20 Liter), wel-
ches 2% lésliche Stirke, 1% Pepton, 0,4% Hefeextrakt, 1%
KH2POs4, 1% NaHPOa- 12H:0, 0,5% MgS04-7H20, 0,1%
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einem Verhiltnis von 2 Volumen-% des Mediums hinzugege-
ben. Der Organismus wurde dann wihrend 96 Stunden bei

30 °C im Medium wachsen gelassen. Wihrend der Wachstums-
periode wurde die Brithe mit 250 Umdrehungen pro Minute
gerithrt und sterile Luft gleichzeitig mit einer Geschwindigkeit
von 20 Liter pro Minute in die Briihe eingeleitet. Nach beende-
ter Ziichtung wurde die Kulturbriihe (100 Liter) durch Diato-
meenerde (10 kg) filtriert. Das Filtrat (90 Liter) wurde hierauf
mit 1,5 kg Aktivkohle versetzt, worauf man das Gemisch wih-
rend 10 Minuten rithrte und hierauf fiitriere. Die Aktivkohle
wurde zweimal mit Wasser (10 Liter) gewaschen und die
gewiinschte Verbindung zweimal mit 80%igem wissrigem
Methanol (30 Liter bzw. 20 Liter) eluiert. Das Eluat (50 Liter)
wurde unter vermindertem Druck auf ein Volumen von 6 Liter
eingeengt. Das Konzentrat wurde durch Zugabe von 6n-Salz-
sdure auf einen pH-Wert von 4,0 eingestellt und dann durch
eine mit Diaion HP20 (3 Liter) beschickte Saule geleitet. Nach
dem Waschen der Siule mit 1 Liter Wasser wurde die
gewiinschte Verbindung mit 40%igem Athanol (8 Liter) eluiert.
Die Fraktionen (4 Liter), welche die gewiinschte Verbindung
enthielten, wurden gesammelt und unter vermindertem Druck’
auf ein Volumen von 100 ml eingeengt. Das Konzentrat wurde
mit 300 g pulvriger Cellulose gemischt, worauf man das
Gemisch unter vermindertem Druck trocknete. Das getrock-
nete Pulver wurde einer Siule zugefiihrt und darin mit Aceton
(6 Liter) eluiert. Das Eluat wurde unter vermindertem Druck
auf ein Volumen von 50 ml eingeengt. Hierauf wurde es mit 50 g
Diatomeenerde vermischt und das Gemisch getrocknet. Das
getrocknete Gemisch wurde anschliessend in einer mit Kiesel-
sdure beschickten Siule (Entwicklerlosungsmittel: ein Gemisch
von Chloroform und Methanol im Mischungsverhiltnis von

10 : 1) der Siulenchromatographie unterworfen. Die die
gewiinschte Verbindung enthaltenden Fraktionen wurden
gesammelt und unter vermindertem Druck zur Trockne einge-
dampft. Der so erhaltene Riickstand wurde in 20 ml Methanol
geldst. Diese Losung wurde mit 40 ml Wasser versetzt, worauf
das Gemisch iiber Nacht bei 4 °C stehen gelassen wurde,
wodurch sich ein Niederschlag (560 mg) bildete, der durch Fil-
trieren abgetrennt und hierauf in 10 ml Methanol gelést wurde.
Zu dieser Losung gab man 20 ml Wasser hinzu, worauf das
Gemisch {iber Nacht bei 4 °C stehen gelassen wurde. Dabei bil-
deten sich Kristalle, die man abtrennte und trocknete, um,auf
diese Weise Nocardicin F (300 mg) in Form von weissen Kri-
stallen zu erhalten,

Beispiel 5
Herstellung von Nocardicin G

Ein wissriges Medium (100 ml), welches 2% Saccharose, 2%
Baumwollsamenmehl, 1% getrocknete Hefe, 2,18% KH:PO4
und 1,43% NaHPOs. 12H:0 enthielt, wurde in jeweils acht
500-ml-Schiittelkolben eingetragen und darin wihrend 20
Minuten bei 120 °C sterilisiert. Hierauf wurde mit einer Ose voll
Schrigkultur von Nocardia uniformis subsp. tsuyamanensis
ATCC 21806 jedes Medium angeimpft und der Organismus
withrend 48 Stunden bei 30 °C geziichtet.

Andererseits wurde ein anderes wissriges Medium (40
Liter), welches 2% l8sliche Stiirke, 2% Baumwollsamenmehl, 2%
getrocknete Hefe, 2,18% KH2PO4, 1,43% Na:HPOa+ 12H:0,
0,5% MgSQOa4-7H:0, 0,1% L-Tyrosin und 0,1% Glycin enthielt,
durch Zugabe einer wissrigen 6n-Natriumhydroxydlésung auf
einen pH-Wert von 6,0 eingestellt, worauf man 20 Liter des
Mediums in zwei 30-Liter-Fermentierbehalter goss und wih-
rend 20 Minuten bei 120 °C sterilisierte. Ein jedes dieser
Medien wurde mit der nach den obigen Angaben erhaltenen

L-Tyrosin und 0,1% Glycin enthielt in jeweils sechs 30-Liter-Fer- 55 Samenkultur in einer Menge von 2 Volumen-% des Mediums

mentierbehilter gegossen und darin wihrend 20 Minuten bei
120 °C sterilisiert. Hierauf wird die nach den obigen Angaben
erhaltene Kulturbriihe zur Impfung in jedes der Medien in

versetzt. Der Organismus wurde wihrend 96 Stunden bei 30 °C
im Medium wachsen gelassen. Wihrend dieses Wachstumszu-
standes wurde die Briihe mit einer Geschwindigkeit von 300
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Umdrehungen pro Minute geriihrt und sterile Luft gleichzeitig
mit einer Geschwindigkeit von 20 Litern pro Minute in die
Brithe eingeleitet.

Hierauf wurde die Kulturbriihe (35 Liter) durch Diato-
meenerde (3,5 kg) hindurchfiltriert. Das Filtrat (30 Liter) wurde s
unter vermindertem Druck auf 3 Liter eingeengt. Das Konzen-
trat wurde hierauf unter Rithren mit 15 Liter Methanol ver-
setzt, worauf man das Gemisch wihrend 1 Stunde stehen liess.
Dabei bildete sich ein Niederschlag, welcher durch Filtrieren
entfernt wurde. Das Filtrat (17 Liter) wurde unter verminder-
tem Druck auf 1 Liter eingeengt.

Siamtliche oben erwihnten Vorziige wurden bei niedriger
Temperatur von 4 °C durchgefiihrt.

Das Konzentrat wurde durch Zugabe von 6n-Salzsiure auf
einen pH-Wert von 2,0 eingestellt. Dann wurde es mit 2 Liter
Athylacetat versetzt, worauf man das Gemisch wihrend 10
Minuten rithrte und die wiissrige Schicht abtrennte. Zur wissri-
gen Schicht gab man 1,5 Liter n-Butanol und 250 g Natrium-
chlorid hinzu, worauf man das Gemisch wihrend 10 Minuten
riihrte und die n-Butanolschicht abtrennte. Diese Extraktion
wurde noch einmal wiederholt. Die vereinigten n-Butanol-
schichten (3 Liter) wurden mit 3 Liter n-Hexan versetzt, worauf
man das Gemisch wihrend 10 Minuten riihrte und die wéssrige
Schicht (400 ml) abtrennte. Die wissrige Schicht wurde durch
Zugabe einer wissrigen 1n-Natriumhydroxydlosung auf einen
pH-Wert von 7,0 eingestellt und dann unter vermindertem
Druck auf ein Volumen von 300 ml eingeengt. Das Konzentrat
wurde anschliessend mit 5 Liter Wasser und 50 g Natriumchlo-
rid versetzt, worauf man das Gemisch durch Zugabe von
1n-Salzsdure auf einen pH-Wert von 4,0 ansiuerte. Das
Gemisch wird dann durch eine mit Diaion HP20 (2 Liter)
beschickten Saule geleitet. Anschliessend wurde die
gewlinschte Verbindung mit 20 Liter Wasser aus der Siule
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eluiert. Das die gewiinschte Verbindung enthaltende Eluat
wurde gesammelt. Das Eluat wurde dann mit 60 g

Na:HPOQs- 12H:0 versetzt, worauf man das Gemisch mittels
einer wiissrigen 1n-Natriumhydroxydlésung auf einen pH-We
von 9,0 einstellte. Dann wird dieses Material in einer mit 7001
Diaion HP20 beschickten Sdule der Sdulenchromatographie
unterworfen. Die Saule wurde mit 1%iger wissriger Losung
von sek. Natriumphosphat (1 Liter) gewaschen. Anschliessen
wurde das gewiinschte Produkt mit 3 Liter Wasser eluiert. Dz
Eluat (2 Liter), welches die gewiinschte Verbindung enthielt,
wurde gesammelt und dessen pH-Wert durch Zugabe von
1n-Salzsdure auf 8,0 eingestellt. Hierauf wurde das ganze Mat
rial durch eine mit 300 g Aktivkohle beschickte Siule geleitet
Die Siule wurde anschliessend mit 1 Liter Wasser gewascher
Hierauf wurde die gewiinschte Verbindung mit 2 Liter
80%igem wissrigern Methanol eluiert. Das Eluat wurde unter
vermindertem Druck auf ein Volumen von 50 m! eingeengt.
Dann wurde das Konzentrat lyophilisiert, mit wenig Cellulose
gemischt und schliesslich tiber Cellulose der Sdulenchromato
graphie unterworfen. Die Siule wurde mit mit Wasser gesétti
tem n-Butanol entwickelt. 400 ml dieses Eluats, welches die
gewiinschte Verbindung enthielt, wurden gesammelt. Dieses
Eluat wurde dann mit 400 m! n-Hexan versetzt, worauf mand
Gemisch wihrend 10 Minuten riihrte und die wissrige Schict
(60 ml) abtrennte. Die wissrige Schicht wurde dann durch
Zugabe einer wissrigen 1n-Natriumhydroxydlosung auf eine
pH-Wert von 5,0 gebracht und unter vermindertem Druck au
ein Volumen von 30 ml eingeengt. Dieses Konzentrat wurde
dann iiber Nacht stehen gelassen, wobei sich Kristalle bildete
die man abtrennte, mit wenig Wasser wusch, trocknete und
hierauf umkristallisierte, um auf diese Weise Nocardicin G (1.
mg) in Form von weissen Kristallen zu erhalten.
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