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Den foreliggende opfindelsen angdr en fremgangsmdde til fremstil-
ling af det hidtil ukendte antibiotiske stof N—acetyl-thiené.mycin
med den i krav 1 angivne formel I og ikke-giftige farmaceutisk
acceptable salte deraf. Disse forbindelser er aktive over for bé-
de Gram-positive og Gram-negative bakterier.

Opdagelsen af penicillinets antibiotiske egenskaber har i hej grad
stimuleret interessen for dette omrdde, hvilket har resulteret i
opdagelsen af mange andre vsrdifulde antibiotiske stoffer, sésom:
andre penicilliner, cephalosporiner, streptomycin, bacitracin,
tetracycliner, chloramphenicol og erythromycin. Ingen af disse
antibiotika er aktive over for samtlige klinisk vigtige pathogene
bakterier. For eksempel er nogle hovedsagelig kun aktive over for
Gram-positive bakterier. ZEndvidere har en erhvervet resistens
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som folge af en omfattende anvendelse af kendte antibiotika til
behandling af bakterieinfektioner givet anledning til alvorlige

resistensproblemer.

Manglerne ved kendte antibiotika har derfor stimuleret yderligere
forskning for at finde andre antibiotika, som er aktive over for
et storre omrade af pathogener samt over for resistente stammer

af serlige mikroorganismer.

Den foreliggende opfindelse har til formdl at fremstille et hidtil
ukendt antibiotisk stof, der i det efterfolgende kaldes N-acetyl-

thienamycin.

Dette er opndet ved fremgangsmdden ifglge opfindelsen, der er ejen-
dommelig ved det™i den kendetegnende del af krav 1 anferte.

Det omhandlede antibiotiske stof, N-acetyl-thienamycin, fremstil-
les altsd ved dyrkning under kontrollerede betingelser af mikro-
organismen Streptomyces cattleya. Ved dyrkning af Streptomyces
cattleya i nsringsmedium opstér desuden thienamycin. Fremstillin-
gen af thienamycin ved gering af Streptomyces cattleya er beskre-.
vet i dansk fremlzggelsesskrift nr. 138 663.

Baseret pd omfattende taxonomiske studier af Streptomyces cattleya
der er isoleret af en jordprgve, er denne mikroorganisme identifi-
ceret som en actinomycet. En kultur heraf er deponeret i den per-
manente kultursamling hos Northern Regional Research Laboratories,
Northern Utilization Research and Development Division, Agricul-
tural Research Service, U.S. Department af Agriculture, Peoria,
I11l., under registreringsbetegnelsen NRRL 8057.

De morphologiske og dyrkningsmessige egenskaber for Streptomyces
cattleya fremgdr af efterfglgende tabel 1.
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TABEL 1

Morphologi - Sporophorerne er kompakte spiraler, der fremkommer
som side- og terminale grene p&d luftmycelium. Sporerne er

ellipsoidiske til cylindriske i form, 0,9¢ x 1,24 1 sterrel-
se, forekommer i kzder pd mere end 10.

Dyrkningsegenskaber

Tomat-pasta-havremel-agar
Vegetativ vekst - bagside tan, flad, udbredt;
Luftmycelium - orkidé (10 gc) blandet med hvidt;
Oplgseligt pigment -~ intet.

Czapek Dox-agar (saccharose-nitratagar)
Vegetativ vekst -~ farveles, flad, spredt;
Luftmycelium - sparsomt, lyseredt hvidt;
Opleseligt pigment - intet.

Kgalbumin-agar
Vegetativ vekst - tan med gré-orkidé nuance, flad, spredt;
Luftmycelium - orkidé (10 gc) blandet med lysere nuancer af

orkidé og noget hvidt;

Oplegseligt pigment - intet.

Glycerol-asparagin-agar
Vegetativ vekst - bagside-tan med gré-lysered nuance, flad,

spredt;

Luftmycelium - orkidé (10 gc) blandet med noget hvidt;
Opleseligt pigment - intet.

Gerekstrakt-glucose + saltagar
Vegetativ vekst - tan med gré-lysergd nuance;
Luftmycelium - orkidé (10 gc) blandet med lyseregd-hvid;
Opleseligt pigment - intet.

Gerekstrakt-maltekstrakt-agar
Vegetativ vekst -~ tan;
Luftmycelium - orkidé (10 gc) blandet med lyserpdt-hvidt;
Oplgseligt pigment - intet.
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Pepton-jern-gerekstrakt-agar
Vegetativ vekst - tan;
Luftmycelium - intet;

Opleseligt pigment - svag brunfarvning af medium;
Melanin - negativ;
HZS—produktion - negativ.

Neringsagar
Vegetativ vekst - lys tan;
Luftmycelium - intet;

Oplgseligt pigment - intet.

Neringsstivelsesagar
Vegetativ vekst - creme til tan;
Luftmycelium - intet;

Oplgseligt pigment - intet;
Hydrolyse af stivelse - moderat.

Nzringsgelatine-agar
Vegetativ vekst - cremefarvet;
Luftmycelium - intet;

Oplegseligt pigment - intet;
Smeltning af gelatine - moderat.

Gelatinestikkulturer
Vegetativ vakst -~ tan;
Luftmycelium - intet;

Opleseligt pigment - intet;
Smeltning af gelatine - moderat.

Kartoffelstykker
Vegetativ vekst - moderat, tan;
Luftmycelium - sparsomt, gralig-lysergd-hvidt;
Opleseligt pigment - intet.

Loeffler's blodserum
Vegetativ vekst - cremefarvet;
Luftmycelium - intet;

Opleseligt pigment - intet;
Smeltning - ingen.

Skummetmzlk-agar
Vegetativ vekst - tan;
Luftmycelium - sparsomt, hvidligt;
Oplegseligt pigment - svag brunfarvning af medium;
Hydrolyse af casein - positiv.
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Lakmusmelk
Vegetativ vaskst - tan til brun;
Luftmycelium -~ intet;
Farve - intet opleseligt pigment, lakmusindikator bliver blalig;
Koagulering og/eller peptonisering - partiel peptonisering,
bliver alkalisk.
Skummetmelk
Vegetativ vekst ~ tan;
Luftmycelium - intet;
Opleseligt pigment - intet;
Koagulering og/eller peptonisering - partiel peptonisering,
bliver alkalisk.
Tyrosin-agar
Vegetativ vekst -~ tan;
Luftmycelium ~ blanding af orkidé (10 gec) og hvidt;
Opleseligt pigment -~ intet;
Dekomponering af tyrosin - positiv.

AMlle ovennsvnte malinger og iagttagelser blev udfert efter tre
ugers dyrkning ved 2800, med, mindre andet er bemmrket. pH-verdien
af de ved disse undersggelser anvendte medier var tilnmrmelsesvis '
neutral, nemlig pH = 6,8-7,2. Farvebetegnelserne i beskrivelsen
er i overensstemmelse med definitionerne i Color Harmony Manual,.
4. udgave (1958), Container Corporation of America, Chicago,
Illinois.

Streptomyces cattleya blev ogsd afprevet for evnen til at udnytte
eller assimilere forskellige carbonhydrater. Til dette formal
blev mikroorganismen dyrket pd et syntetisk grundmedium (Pridham
and Gottlieb) indeholdende 1% af carbonhydratet ved 28°C i tre
uger. pH-verdien af det anvendte medium var tilnmrmelsesvis neu-
tral (6,8 ~ 7,2). Tabel 2 viger udnyttelsen af disse carbonhydrat-
kilder af Streptomyces cattleya: + indicerer god vekst, t darlig
vekst og - ingen vmkst for det plgsldende carbonhydrat.
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TABEL 2

Glucose cessascensse +
Arabinose seessececese =
CelluloSe eevecesens e =
Fructose eceevesseccaes

1+

Inositol ceeeeececacas
Lactose ceececevcncsne
XY10S€ ceeveccscncssans
MaltoSe eeecescasens coo
Mannitol eeececsacanss

1+ 1+ 1

i+ +

MannoSEe ceeessccssosese
Raffinose eeeecsccseee =
Rhamnose eeesse csecnna

I+ 1

SaccharoSe.. coeeses ceoe

Mengden af vekst ved forskellige temperaturer; oxygenkravet og
mikroorganismens indvirkning p& nitrat er folgende:

Temperaturomrdde (gerekstrakt-glucose + salt-agar)
28°C - God
37°C - Moderat
50°C - Ingen vzkst

Oxygenkrav (stikkultur i gerekstrakt-rlucose + salt-agar)

Aerobisk

Nitratreduktion - positiv.
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Det antibiotiske stof N-acetyl-thienamycin dannes ved aerob gering
af et egnet nmringsmedium under kontrollerede betingelser efter
podning med mikroorganismen Streptomyces cattleya. Til denne ge-
ring anvendes de szdvanlige vandige medier, som ogsé& benyttes ved
fremstilling af andre antibiotiske stoffer. S&danne medier inde-
holder kilder for carbon, nitrogen og uorganiske salte, som assi-

mileres af mikroorganismen.

I almindelighed kan anvendes carbonhydrater, s&som sukkerstoffer,
f.eks. glucose, fructose, maltose, saccharose, Xylose og mannitol,
og stivelser, sésom korn, f.eks. havre, rug, majsstivelse og majs-
mel, enten alene eller i kombination som kilder for assimilerbar
carbon i nmringsmediet. Den nejagtige msngde carbonhydrat i medi-
et afhmnger delvis af de gvrige bestanddele af mediet, men sedvan-
ligvis anvendes carbonhydrat i en mengde mellem 1 og 6 vegtpro-
cent af mediet. S&danne carbonhydratkilder kan anvendes enkelt-
vis, eller flere kan kombineres i mediet. I almindelighed kan
anvendes mange forskellige proteinholdige materialer som nitrogen-
kilde ved gmringsprocessen. Egnede nitrogenkilder er for eksempel
ger-hydrolysater, primsr ger, sojabennemel, bomuldsfrgolie, hydro-
lysater af kasein, majsstebevmske, distiller's solubles eller to-
matpasta. Nitrogenkilderne anvendes enten alene eller 1 kombina-
tion i mengder fra 0,2 til 6 vegtprocent af neringsmediet.

Dyrkningsmediet skal endvidere indeholder uorganiske nmringssalte,
der indeholder natrium-, kalium-, ammonium-, calcium-, phosphat-,
sulfat-, chlorid- og carbonationer. Endvidere m& mediet indehol-
de spormetaller, sdsom cobalt, mangan, jern og magnesium.

Fermenteringen udfgres ved temperaturer mellem 20 og 3700, men op-
timale resultater opnds ved temperaturer mellem 22 og 30°C. Ne-
ringsmediets pH-verdi ved dyrkningen af Streptomyces cattleya un-
der fremstilling af N-acetyl-thienamycin kan variere mellem 6,0

og 8,0.

Selv om der kan dannes N-acetyl-thienamycin bé@e ved overfladekul-
turer og neddykkede kulturer, foretrzkkes det at udfere fermente-
ringen i neddykket tilstand.
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Ved gering i 1ille mdlestok er det hensigtsmessigt at pode et eg-
net neringsmedium med den antibiotikum- producerende kultur, hvor-
efter der overfores til et produktionsmedium, sdledes at gmringen
kan forlgbe ved konstant temperatur péd 24°C under rystning i flere

dage.

Fermenteringen indledes i en steril kolbe indeholdende mediet efter
et eller flere trin til udvikling af podekulturer. Neringsmediet
hertil er enhver egnet kombination af carbon- og nitrogenkilder.
Podekolben rystes ved konstant temperatur pa ca. 28°C i en eller to
dage, eller indtil vzksten er tilfredsstillende, og en del af den

- dannede vekst anvendes til podning af enten endnu et trin pode-
kultur eller til produktionsmediet. Hvis der anvendes mellemtrins—
podekolber, udvikles de pd samme mdde; det vil sige en del af ind-
holdet af kolben fra sidste podetrin anvendes til podning af pro-
duktionsmediet. De podede kolber rystes ved konstant temperatur

i flere dage, og efter afslutning af inkubationsperioden bliver

indholdet af kolberne centrifugeret eller filtreret.

For fremstilling i stor stil foretrmzkkes det at udfere fermenterin-
gen i egnede tanke, der er udstyret med omrgrer og organer til
luftning af geringsmediet. Ved denne metode oparbejdes nzrings-
mediet i tanken, der -steriliseres ved opvarmning til temperaturer

pa& cirka 120°C. Efter afkeling podes det steriliserede medium

med en forud dyrket podekultur af produktionsmediet, og fermente-
ringen bringes til at forlgbe et tidsrum, f.eks. 3-5 dage under
omrystning og/eller luftning af neringsmediet, medens temperaturen
holdes pé ca. 24°C. Denne metode til fremstilling af N-acetyl-
thienamycin er szrlig velegnet til fremstilling af store mmngder

antibiotisk stof.

Fysiske og kemiske egenskaber_ for N-acetyl-thienamycin

Et NMR-spektrum ved 100 MHz for N-acetyl-thienamycin viser fglgende
toppe:

51,27, 4, 3H, J# 6,5;
51,98, s, 3H;
62,94 m, 2H;
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$3,17, m, 2H;
§3,38, t, 2H, J = 6,5;
£3,38, m, 1H;
24,20, m, 2H.

NMR-spektret af en kombineret oplegsning af N-acetyl-thienamycin
dannet ved fermentering og ved acetylering af thienamycin kan ikke :
skelnes fra hinanden i de enkelte oplesninger. Af A max-afhzngig-
heden p& pH-verdien er bestemt et pK pé& 3,3 R 0,1 for COOH-grup-
pen i N-acetyl-thienamycin.

Ved papir-elektroforese i 0,1M kaliumphosphat-puffer, pH = 7,

under anvendelse af Schleicher og Schuell nr. 2043-B-papir med en
spendingsgradient pd 50 v/cm, vil béde N-acetyl-thienamycin opnéet
ved fermentering og opnéet ved acetylering af thienamycin vandre
2,7 cm mod anoden i lgbet af 20 minutter ved 10°C. Det antibio-
tiske stof lokaliseres ved bioautografi pd Vibrio percolans, ATCC
8461 (uden mellemliggende terring af papiret), og vandringen mdles
fra p&feringspunktet til centret for zoneinhibering. '

Tyndtlagskromatografi ved hJjelp af cellulose-overtrukne ark og et
oplesningsmiddel bestéende af ethanol:vand, 70:30 afslerer et Rf
for N-acetyl-thienamycin opndet ved gering og opndet ved acylering
af thienamycin p& 0,7, bestemt ved bioautografi pd Vibrio perco-
lans, ATCC 846l. Re-verdien refererer til afstanden fra begyndel-
sespunktet til centret for biocaktivitet divideret med afstanden fra
begyndelsespunktet til oplesningsmiddel-fronten.

IR-spektret for N-acetyl-thienamycin fremgdr af tegningen.

N-acetyl-thienamycin udviser endvidere den i det efterfeglgende
beskrevne antibiotiske spektrum-profil. Ved preven anvendes Bauer-
Kirby—skivediffusionsmetoden, som kun er modificeret ved anvendel-
se af 2 mm dybde af agarpladerne. Resultaterne, udtrykt ved dia-
meteren i millimeter af zoneinhibering, fremglr af tabel 3. Denne
tabel indeholder den antibiotiske spektrum-profil for N-acetyl-
thienamycin og for det materiale, som er opnéet ved acetylering

af thienamycin.
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N-Acetyl-thienamycin udviser aktivitet in vivo over for Gram-
negative og Gram-positive organismer og er derfor velegnet til
kontrollering af bakterieinfektioner p& mennesker og dyr. Ved
bestemmelsen af aktiviteten in vivo opleses N-acetyl-thienamycin
i og fortyndes med 0,01M natriumphosphat, pH = 7,0, til opnéelse
af fem firedobbelte koncentrationer af det aktive stof til af-
prevning. Hvide schweiziske hunmus med en gennemsnitsvegt pd

21 g blev inficeret intraperitonealt med pregveorganismen suspen-
deret i vesken. Antallet af organismer, som blev inJjiceret, blev
bestemt ved en standard-plade-~telle-teknik. Ved infektionstids-.
punktet og seks timer senere blev nogle af musene behandlet intra-
peritonealt med det antibiotiske stof. Fem mus blev anvendt ved
hver koncentration af det afprevede legemiddel. Kontrolprever pé
fem mus for hver af flere fortyndinger af den inficerede kultur
blev medtaget i hver preve for at beregne antallet af organismer,
som var dedelige over for 50% af de inficerede, ubehandlede mus
(LD5O). Denne beregning blev gjort under anvendelse af over-
levelsesdata p& den syvende dag efter infektion, p& hvilket tids-.
punkt mengden af legemiddel, som skulle beskytte 50% af de infi-
cerede mus (ED5O) ogsé& blev beregnet.

Alle dyrene, som modtog denne pavirkning og ikke blev behandlet
med det antibiotiske stof, dede inden for 48 timer efter infek-
tionen. Effektiviteten af N-acetyl-thienamycin fremgédr af tabel
L

TABEL 4

Effektivitetsstudier (mus)?

Behandlings- . C
Organisme LQQO vej - dosis EDSO mg/kg dosis
Staphylococcus aureus 2949 13 i.pe x 2 b 0,050

8cD-1, hunmus, legemsvagt 21 g

bIndioerer behandling p& tidspunkt for infektion og igen 6 timer
senere

c ) . 1% -
Vegt af N-acetyl-thienamycin baseret pd bedemt El cm, 301 nm =
290 og hydroxylamin-udslukkelighed af 96% rent materiale.
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N-Acetyl-thienamycin er et verdifuldt antibiotisk stof, der er
aktivt over for forskellige Gram-positive og Gram-negative bak-
terier og finder derfor anvendelse i den humane og veterinzsre
medicin. De ifglge opfindelsen fremstillede forbindelser kan
anvendes som antibakterielt lmgemiddel til behandling af infektio-
ner, som er fordrsaget af Gram-positive eller Gram-negative bak-
terier, f.eks. over for Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae og Enterobacter cloacae.
Det ifslge opfindelsen dannede antibiotiske stof kan yderligere
anvendes som tilsstningsmiddel til foderstoffer til dyr, til
preservering af foderstoffer og som desinfektionsmidler. For
eksempel kan det anvendes i vandige kompositioner i koncentra-
tioner fra 0,1 til 100 dele eller fortrinsvis i koncentrationer
p& 1-10 dele af det antibiotiske stof pr. milliondele oplmsning
for at forhindre og inhibere veksten af skadelige bakterier pd me-
dicinske og dentale instrumenter og som baktericid til industriel
anvendelse, f.eks. i vandholdige malinger og i papirmgllevand til
inhibering af vaksten af skadelige bakterier.

Det ifglge opfindelsen fremstillede antibiotiske stof kan anvendes
i form af forskellige farmaceutiske praparater som eneste aktive
bestanddel eller i kombination med et eller flere andre antibio-
tika eller med et eller flere farmakologisk aktive stoffer.

Som eksempel pd ferstnzvnte kan nmvnes et aminocyclitol-antibio~-
tikum s&som gentamycin, der kan tilsmttes for at udvide det anti-
mikrobielle spektrum og mindske enhver chance for udvikling af
resistente organismer. Som eksempel pd sidstnzvnte kan nzvnes
diphenoxylat og atropin, der kan kombineres i dosisformer til te-
rapi af gastrcenteritis. Det antibiotiske stof kan anvendes

i kapselform eller som tabletter, pulvere eller flydende oplgs-—
ninger eller som suspensioner eller elixirer. Det kan indgives
oralt, topisk, intravengst eller intramusculsrt.

Ved behandling af bakterieinfektioner kan den omhandlede forbin-
delse indgives oralt eller parenteralt pd i og for sig kendt mé-
de i mengder fra 2 til 600 mg/kg/dag, fortrinsvis 5-100 mg/kg/dag,
hensigtsmessigt fordelt tre eller fire gange pr. dag. Der kan
sdledes benyttes enhedsdoser, f.eks. indeholdende 25, 250, 400,
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800 eller 1.000 mg aktiv bestanddel med egnede fysiologisk accept-
abelt bzrermedium eller fortyndingsmiddel. Dosisenhederne har '
form af flydende preparater, sdsom oplgsninger eller suspensioner,
eller faste stoffer i tabletter eller kapsler. Det vil forstls,

at den optimale dosis i ethvert givet tilfelde vil afhznge af
arten og styrken af infektionen, som skal behandles, og at mindre
doser anvendes til pediatrisk anvendelse efter legens forskrift.

Der kan fremstilles ugiftige, farmaceutisk acceptable

salte af N-acetyl-thienamycin, f.eks. farmakologisk

acceptable salte, som er dannet med uorganiske og organiske baser,
herunder metalsalte afledt af alkalimetal- eller Jjordalkalimetal-
hydroxider, carbonater eller bicarbonater, sdsom af natrium, ka-
lium, ammonium og calcium, samt salte afledt af primere, sekunde-
re eller tertimre aminer, s&som monoalkylaminer, dialkylaminer,
trialkylaminer, lavere alkanolaminer, di-lavere-alkanolaminer,
lavere alkylendiaminer, N,N-diaralkyl-lavere-alkylendiaminer,
aralkylaminer, amino-substituerede lavere-alkanoler, N,N-di-lavere-
alkylamino-substituerede lavere alkanoler, amino-, polyamino- og
guanidino-substituerede lavere alkansyrer og nitrogen-holdige he-
terocycliske aminer. Reprmsentative eksempler omfatter salte af-
ledt af natriumhydroxid, ammoniumhydroxid, natriumcarbonat, natri-
umbicarbonat, kaliumcarbonat, kaliumhydroxid, calciumcarbonat,
trimethylamin, triethylamin, piperidin, N-ethylpiperidin, morpho-
lin, quinin, lysin, protamin, arginin, procain, ethanolamin, mor-
phin, benzylamin, ethylendiamin, N,N'-dibenzylethylendiamin, di-
ethanolamin, piperazin, dimethylaminoethanol, 2-amino-2-methyl-1-
propanol, theophyllin og N-methylglucamin.

De omhandlede salte kan fremstilles pd i og for sig kendt mé&de.
For eksempel fds monosaltene, sésom mononatriumssltet, ved behand-
ling af et gkvivalent natriumhydroxid med et skvivalent af for-
bindelsen (I) i et egnet oplesningsmiddel. Ogsd blandede salte
med divalente kationer kan fremstilles ved at kombinere et mol

af en divalent base med et mol af produktet (I) plus et skviva-
lent af en anden syre. I stedet kan salte f8s ved behandling af
et =kvivalent af en base med en divalent kation, sdsom calcium-
hydroxid, med et skvivalent af produktet (I). De omhandlede salte

er farmakologisk acceptable ugiftige derivater, der kan anvendes
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som aktiv bestanddel i egnet farmaceutisk form. Endvidere kan
de kombineres med andre lmgemidler til dannelse af preparater med
et bredt aktivitetsspektrum.

De ved fremgangsméden ifglge opfindelsen fremstillede fermente-
ringsvesker indeholder antibiotisk stof med aktiviteter mellem

0,1 og 4 pg pr. ml. Antibiotiske prmparater kan renses, og det
antibiotiske stof kan udvindes pd forskellige mdder. ZEn sddan
metode bestdr i at fere den filtrerede veske indeholdende N-acetyl-
thienamycin, fortrinsvis indstillet til en pH-verdi mellem 4 og 5,
gennem en kolonne af stark kationbytterharpiks. Eksempler pé sé-
danne harpikser er sulfonat-typen med styren-divinylbenzenmatrix,
f.eks. polystyren nuclezr sulfonsyre-harpiks Dowex 50 x 2 (frem-
stillet af Dow Chemical Co., Midland, Michigan), pd natriumcyclus.
Andre reprzsentative medlemmer af denne gruppe starkt kationbytter-
harpikser er Dowex 50 x 4, Dowex 50 x 8 (fremstillet af Dow Che-
mical Co., Midland, Michigan), Amberlite IR 120 (fremstillet af
Rohm & Haas Co., Philadelphia, Pennsylvania), Duolite C25D (frem-
stillet af Chemical Process Co., Redwood City, California),
Permutit Q (fremstillet af Permutit Co., Birmingham, New Jersey),
Ionac C-249 (fremstillet af Ionac Chemical Co., Birmingham, New
Jersey) og Amberlite 200.

Aflobet fra kationbytterharpiksen indeholdende det antibiotiske
N-acetyl-thienamycin kan om egnsket renses yderligere ved andre
rensningsmetoder. Det bemerkes, at thienamycin forbliver adsor-
beret p& den sterke kationbytterharpiks. I overensstemmelse

héermed kan disse to antibiotika adskilles kIlart.

Fn sddan procedure bestdr i at adsorbere N-acetyl-thienamycin
p4 en sterk basisk anionbytterharpiks. Typiske eksempler joL:]
sddanne sterkt basiske anionbytterharpikser er sddanne, som har
en styren-divinylbenzen-matrix, f.eks. polystyren nuclezr kvater-
ner ammoniumharpiks Dowex 1 x 2 (fremstillet af Dow Chemical
Co., Midland, Michigan), pd chloridcyclus. Andre representative
sterkt basiske ionbytterharpikser er folgende: Duolite A-40,
A-42, A-101, A-102 og A-114 (fremstillet af Chemical Process
Co., Redwood City, California); Amberlite IRA-400, IRA-401 og
IRA-410 (fremstillet af Rohm and Haas, Washington Square, Phila-
delphia 5, Pennsylvania).
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Det i eluatet indeholdte N-acetyl-thienamycin kan renses yderli-
gere, hvis eluatet fores gennem en kolonne, der er pakket medmen
acrylesterpolymer med intermedisr polaritet, sdsom XAD-7 eller
8, eller gennem polystrene, ikke-poler, hydrofobe tvmrbundné,i
divinylbenzen-polymere, sdsom XAD-1, 2 og 4, fortrinsvis XAD-2.
(XAD~-1, 2, 4, 7 og 8 fremstilles af Rohm and Haas, Washington
Square, Philadelphia 5, Pennsylvania). ‘ o

En metode til at fremstille yderligere renset N-acetyli-thienamycin
bestdr i at foretage gel-filtrering gennem polyacrylamid-gel med
en porestgrrelse, som udelukker molekyler med en molekylvegt .ster-
re end 1800, sé&som Bio-Gel P-2 (fremstillet af Bio Rad, Richmond,
California).

Fremgangsmdden ifglge opfindelsen illustreres i det efterfglgende
ved hjelp af nogle eksempler. Efterfelgende tabel 5 illustrerer
s8ledes et processkema for rensningen af N-acetyl-thienamycin.

e
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Proveprocedure_for antibiotikum N-acetyl-thienamycin

e e gt s e i e e

I. Bioforseg

Prover af antibakteriel aktivitet udferes ved den i det efter-
folgende beskrevne skive-diffusionsmetode under anvendelse af
enten Vibrio percolans ATCC 8461 eller Staphylococcus aureus
ATCC 6538P gom pregveorganisme.

Plader indeholdende Vibrio percolans ATCC 8461 fremstilles péd
folgende méde:

En lyophiliseret kultur af Vibrio percolans ATCC 8461 suspenderes
i 15 ml af et sterilt medium indeholdende 8 g/1 Difco nmringsveske
og 2 g/1 gmrekstrakt i destilleret vand (i det efterfelgende om-
talt som NBYE). Kulturen dyrkes i 18 timer pd et roterende
rysteapparat ved 28°C¢. Denne kultur envendes til podning af
overfladen af skrdkulturer indeholdende 1,5% agar i NBYE, og de
podede skrékulturer dyrkes i 18 timer ved 28°¢ og opbevares der-
efter i et koleskab.

De afkelede skrdkulturer fra en enkelt lyophiliseret kultur an-
vendes i op til fire uger efter fremstillingen pd felgende méde:
Med en poden8l overferes podemateriale fra skré&kulturen og disper-
geres i 50 ml NBYE i en 250 ml konisk kolbe. Kulturen dyrkes i

18 timer i et roterende rysteapparat ved 28°¢ og fortyndes der-
efter til en koncentration, som giver 50% transmission ved 660 nm.
En 33,2 ml portion af denne fortyndede kultur settes til 1 liter
NBYE indeholdende 15 g agar og opretholdes ved 46°C. Det podede
agarholdige medium heldes i 100 x 15 mm petri-skdle af plastik,

5 ml pr. skdl, afkeles og opretholdes ved 2-4°C 1 op til 5 dage

fogr anvendelsen.

Plader indeholdende Staphylococcus aureus ATCC 6538P fremstilles
p& folgende mdde: En 18 timer gammel vekst af preveorganismen,
Staphylococcus aureus ATCC 6538P, i nsringsveske plus 0,2% ger-
ekstrakt fortyndes med neringsveske plus 0,2% gerekstrakt til en
suspension med 55% transmission med en belgelengde p& 660 nm,
Denne suspension settes til Difco-nsringsagar, suppleret med 2,0
g/l Difco gerekstrakt ved 47°C i1 48°¢C til fremstilling af en



18 143713

blanding indeholdende 33,2 ml af suspensionen pr. liter agar.
5 ml af denne suspension hzldes i Petri- sk&le med en diameter péd
85 mm, og de dannede plader afkegles og opretholdes ved 4 °¢ indtil

anvendelsen (maksimalt 5 dage).

Prover af det antibiotiske stof fortyndes til en passende kon-
centration i phosphatpuffer ved pH = 7. Skiver af filtrerpapir,
6,35 eller 12,7 mm i diameter, dyppes i preveoplgsningen og an-
bringes pd overfladen af prgvepladerne. Pladerne inkuberes ved
%790 i 18 timer, og inhiberingszonen médles som mm diameter.
Inhiberingszonen m&lt i mm bestemmer de relative aktiviteter.

IT. Hvdroxylamin-udslukkelig absorption

Forholdet mellem absorption m&lt ved 301 nm, som kan skyldes ind-
holdet af antibiotisk stof 1 den urene preve, bestemmes ved se-
lektiv udslukning af denne absorption (med sammenherende inakti-
vering af antibiotisk aktivitet) efter reaktion med fortyndet

hydroxylamin.

Prgver indeholdende antibiotisk stof fremstilles i 0,01M kalium-
phosphat-puffer ved pH = 7 og med en oprindelig A301 mellem 0,1

og 1,0. Frisk fremstillet neutraliseret hydroxylamin (NHZOH *HC1
plus NaOH til en endelig pH-verdi pé 7) sazttes til en slutkon-
centration pd 10mM, og reaktionen bringes til at forlebe ved stue-
temperatur i mindst 30 minutter. Det dannede A301 subtraheres

fra den oprindelige aflasning (efter korrektion for fortynding
med tilsat reagens) og giver hydroxylamin-udslukkelig absorption.
Oplesninger af rent N-acetyl-thienamycin udviser en hydroxylamin-

ndslukkelig absorption pd 96,0 %.
EXKSEMPEL 1
Et rer med lyophiliseret kultur af Streptomyces cattleya NRRL

8057 3bnes aseptisk, og indholdet suspenderes i et rer indehol-
dende 0,7 ml steril Davis-salte med folgende sammensmtning:
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Davisg-salte

Natriumcitrat 0,5 g
K,HPO, 7,0 g
KH,P0, 3,0 8
(NH4)ZSO4 1,0 g
MgS0, * TH,0 0,1 8
Destilleret H20 1000 ml

En 0,2 ml portion af denne suspension anvendes til podning af en
skrékultur af Medium A (plus agar) med felgende gsammensetning:

Medium A

Ger autolysat (Ardamin™) 10,0 g
Glucose 10,0 g
+Phosphat-puffer 2,0 ml
MgSO4.7H20 0,05 g
Destilleret H,0 1000 ml

pH indstilles pé& 6,5 med NaOH
Xprdamin: Yeast Products Corporation

+Phosphat—puffer-oplzsnigg

KH,PO, 91,0 g
Desgtilleret HZO 1000 ml

7i1 skri&kulturer: tilset agar - 25,0 g/l.

Den podede skrdkultur inkuberes i 28 dage ved 28°C og henstilles
derefter ved 4°C.

En portion af sporerne og luftmyceliet for denne gkrékultur
anvendes til podning af en luftet 250 ml konisk podekolbe inde-
holdende 50 ml af Medium A (uden agar). Denne podekolbe rystes
ved 28°C i et rysteapparat ved 220 omdrejninger pr. minut (50 mm
slaglengde) i 2 dage, efter hvilket tidspunkt veksten er til-
fredsstillende.

Femten 250 ml koniske kolber, hver indeholdende 40 ml Medium B,
podes med 1 ml pr. kolbe af veksten fra podekolben. Medium B



har felgende sammensztning:

Medium B

Mg jsmel
Distiller's Solubles
Sojabgnnemel
Natriumeitrat
CaCl, - 2H,0
MgSO4-7H20
00012-6H20
FeSO4'7H20
Epolyglycol 2000
Destilleret HZO

pH: indstilles pd 6,5 med NaOH
¥Xpolyglycol 2000: Dow Chemical Co.

20
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20,0
10,0
15,0
4,0
0,5
0,1
0,01 g
0,01 g

R ok 08 OB O} (u

0,25% pr. vol,
1000 ml

Disse 15 produktionskolber rystes ved 28°¢ pd et rysteapparat ved
220 omdrejninger pr. minut (50 mm slaglengde) i 53 timer.

En opsamlet portion (efter 50 timer) af vasken fra 15 kolber
blandes sammen, og en portion heraf centrifugeres for preove.
Forud for preven indstilles pH-verdien af den centrifugerede ve-

ske +il 6,5 fra 5,9 med natriumhydroxid.

Prover udfegrtes pd Staphylococcus aureus ATCC 6538P og Vibrio
percolans ATCC 8461 pregveplader med 12,7 mm skiver, dyppet i

den centrifugerede vaske.,
Proveresultaterne er fglgende:

ATCC 6538P aktivitet
(mm zone)

39/44 SH

SH = svagt uklart

35/44 SH

ATCC 8461 aktivitet

200 ml af den filtrerede vmske indstilles pd en pH-vazrdi pd 8,0
og adsorberes p& 10 ml Dowex 1 x 2 harpiks pd chloridcyclus ved
2 ml/min., idet aflebet opsamles i 10 x 20 ml fraktioner.
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Adsorbatet elueres med 90% methanol; 10% vend; 3% ammonium-
chlorid v/v/w, idet eluatet opsamles i 10 x 5 ml fraktioner.
Fluatfraktionerne 1-6 kombineres og inddampes 1 vakuum til fjer-
nelse af methanolen. Koncentratet preves ved gkive-diffusions-
proceduren med en 12,7 mm skive indeholdende 100 pl antibiotisk
oplesning over for Staphylococcus aureus MB-2985, hvorved opnés
en zonediameter pd 28 mm.

Proveplader af MB-2985 fremstilles pd folgende méde:

En 18 timer gammel kultur af MB-2985, dyrket i hjerne-hjerte-
infusionsmedium ved 379C under omrystning fortyndes 20.000 gange
og skylles over pd overfladen af 10 ml hjerne-hjerte-infusions-
agar 1 en 85 mm diameter Petri-sk&l, Skiver p& 12,7 mm i diame-
ter indeholdende 100 Pl antiblotisk oplesning anbrlnges pé pla-
derne, som derefter inkuberes i 18 timer ved 37°C. Inhiberings-
zonerne afleges 1 mm.

EKSEMPEL 2

Et rer af lyophiliseret kultur af Streptomyces cattleya NRRL

8057 &bnes aseptisk, og indholdet anvendes il podning af en luf-
tet 250 ml konisk podekolbe indeholdende 50 ml Medium A med fol-
gende sammensstning:

Medium A

Ger-autolysat (Ardamin®™) 10,0 g
Glucose 10,0 g
+Phosphat—puffer 2,0 ml
MgSO4-7H20 0,05 g
Destilleret HZO 1000 ml

pH; indstilles pd 6,5 med NaOH

Xprdamin: Yeast Products Corporation

+Phosphat—puffer-oplzsning
KH PO4 91,0 g
Destllleret HZO 1000 ml
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Denne podekolbe rystes ved 28°¢ péd et rysteapparat ved 220 omdrej-
ninger pr. minut (50 mm slaglmngde) i 2 dage, hvorved der opnds
en tilfredsstillende vzkst.

15 250 ml koniske kolber, hver indeholdende 40 ml Medium B, podes
med 1 ml pr. kolbe af veksten fra podekolben. Medium B har feol-
gende sammensztning:

Medium B
Ma jsmel 20,0 g
Distiller's Solubles 10,0 g
Sojabgnnemel 15,0 g
Natriumcitrat } 4,0 g
CaCl,-2H,0 0,5 g
MgSO4-7H20 0,1 g
00012-6H20 0,01 g
FeSO4-7H20 0,01 g
XX.
Polyglycol 2000 0,25% pr. vol.
Destilleret H,0 1000 ml

pH: indstilles p& 6,5 med NaOH
*Xpolyglycol 2000: Dow Chemical Co.

Disse kolber rystes ved 28°C pd et rysteapparat ved 220 omdrej-

ninger pr. minut (50 mm slaglm=ngde) i 3 dage, idet der foretages
prever under fermentationen. Preverne udferes pd standard Sta-

phylococcus aureus ATCC 6538P og Vibrio percolans ATCC 8461 prg-
veplader ved hjzlp af 12,7 mm skiver, dyppet i den fracentrifuge-
rede vaeske. pH-verdien af denne vmske indstilles forud for preo-
ven som angivet i efterfglgende tabel. Resultaterne er fglgende:

Alder (timer) 48 53 72
ATCC 6538P aktivitet 3% /39h 31 /38h 21 /27h
ATCC 8461 aktivitet 35sh/46h  36sh/44h  33sh/38h
pH, initiel 5,2 5,1 4,8
pH, indstillet 6,1 6,2 6,9
sh = svagt uklar

h uklar
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Efter 53 timers forleb opsamles veskerne, der filtreres til opné-~
else af 590 ml filtrat ved en pH-verdi p& 5,9. pH-verdien af
filtratet indstilles pa 7,0, og 5,9 mg ethylendinitril-tetraed-
dikesyre (EDTA) tilsmttes.

580 ml af det ovennmvnte filtrat ved en pH-verdi pd 7,0 adsorbe-
res p& 130 ml Dowex 1 X 2 harpiks p& chloridcyclus, hvorved af-
lgbet opsamles i 2 x 290 ml fraktioner. Adsorbatet vaskes der-
ofter med 130 ml afioniseret vand. Det vaskede adsorbat opbeva-
res i et kulderum i 18 timer og elueres derefter med 5% natrium-
chloridoplesning, idet der opsamles 6 x 50 ml fraktioner.

Udbyttet i procent af den oprindelige biloaktivitet, bestemt ved
skive-plade-metoden, fremgdr af felgende tabel:

Vibrio percolans Staphylocogcus aureus

Fraktion ATCC 8461 ATCC 6538P

Eluatfraktioner 1-5 26% 1%

Det antibiotiske stof N-acetyl-thienamycin pédvises i fraktionerne
1-5 af NaCl-eluatet. Fraktion 4 preves ved skive-duffusionspro-
ceduren med 12,7 mm diameter skive indeholdende 100 pl antibio-
tigk oplesning over for Staphylococcus aureus MB 2985, hvorved

der f&s en zone p& 29 mm., Plader indeholdende MB-2985 fremstilles
ved den i eksempel 1 angivne proces.

EKSEMPEL 3

Et rer af lyophiliseret kultur af Streptomyces cattleya NRRL
8057 &bnes aseptisk, og indholdet guspenderes i 0,8 ml sterile
Davis-salte med folgende sammens@tning:
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Davis-salte

Natriumcitrat 0,5 g
K, HPO, 7,0 g
KH,P0, 3,0 g
(NH4)ZSO4 1,0 g
MgS0,, « TH,0 0,1 ¢g
Destilleret HZO 1000 ml

Denne suspension anvendes til podning af fire skrékulturer af

Medium A (plus agar) med felgende sammensztning:

Medium A

Gar-autolysat (Ardamin®) 10,0 g
Glucose 10,0 g
+Ph03phat-puffer 2,0 ml
MgSO4-7H20 0,05 g
Destilleret HZO 1000 ml

pH: indstilles p& 6,5 med NaOH

Xprdamin: Yeast Products Corporation

+Phosphat—puffer-oplzsning

KH2P04 91,0 g
NaZHP04 95,0 g
Destilleret HZO 1000 ml

Til skrakulturer: tilszttes agar - 25,0 g/l

143713

De podede skrdkulturer dyrkes i en uge ved 28°¢ og opbevares der-

efter ved 400.

Ti ml Medium A (uden agar) overferes aseptisk til en af disse
skrdkulturer, sporerne og luftmyceliet skrabes over 1 suspen-
sionen, og 1,2 ml af denne suspension anvendes til podning af
tre 2 liter luftede koniske kolber indeholdende 500 ml Medium
A (uden agar). Disse podekolber rystes ved 28°¢ pd en ryster

ved 160 omdrejninger pr. minut i 24 timer, hvorved veksten er til-

fredsstillende.
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Veksten af disse podekolber samles og anvendes til podning af en
756 liter rustfri stél-geringsbeholder indeholdende 467 liter
Medium A (uden agar). Denne tank drives ved 28°C ved en omrgrings-
hastighed pad 130 omdrejninger pr. minut og en luftstrem pé 283
liter pr. minut i 24 timer. Antiskummemiddel, Polyglycol 2000
(Dow Chemical Corp.) anvendes om nedvendigt, men hejst 1 en meng-
de pd 0,1%. Der udferes pH-bestemmelser séledes:

Alder, timer 0 24
pH 6,3 6,4

454 liter af geringsmaterialet fra denne podetank anvendes til
podning af en 5.670 liter rustfri geringsbeholder indeholdende
4,082 liter Medium E, hvor Medium E har felgende sammensetning:

Medium E

Cerelose 25,0 g

Majsstebeveske (vad basis) 15,0 g

Distiller's Solubles 10,0 g

Bomuldsfremedium (Pharmamedia) 5,0 g

CoCly+6Hy0 0,01 g
CaCO5 (efter pH-indstilling) 3,0 g

Polyglycol 2000 0,25%

Vandverksvand 1000 ml

pH: indstilles pé& 7,3 med NaOH

Denne tank drives ved 24°C med en omdrejningshastighed p& 70
omdrejninger pr. minut og en luftstrem p4 1550 liter pr. minut 1
138 timer. Mere antiskummemiddel, Polyglycol 2000, tilsettes

om fornedent, men hejst i en mmngde pi 0,1%. Der gennemferes
antibakterielle preover med fglgende resultat:
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Alder. pH ATCC nr. 6633 (3/8" skiver) (mm)
0 6,9 0
24 6,3 0
36 6,0 0
48 5,9 0
60 6,0 23
12 5,9 -
84 6,0 21
%6 6,2 -
108 6,5 35
120 6,7 36
132 6,7 41
138 6,7 39

Geringsvesken pa 4.082 liter filtreres ved hjzlp af en 75 cm
filterpresse og tilsat mengdefiltreringshjelpemiddel i en mzngde
p& 4% w/v. 46 g ethylendinitril-tetraeddikesyre (EDTA), natrium-
salt, smttes til filtratet. Oplesningen afkeles til 6°C, ind-
stilles pé en pH-verdi pé 4,5 t 0,2 og opretholdes ved 6°C.

Det kolde filtrat indferes i en 480 liter kolonne med Dowex 50 x
4 Na+, 20-50 mesh med en hastighed p& 48 liter/minut. Efter at
et forleb pd 1400 liter er passeret, opsamles 18,9 liter afleb,
hvis pH-verdi indstilles pd& 7,08 med natriumhydroxid, og produk-
tet opbevares ved 5°C,

En 3,8 cm kolonne pakket med 300 ml Dowex 1 x 2, 50-100 mesh,
harpiks p& chlorideyclus fremstilles og vaskes med 600 ml afio-
niseret vand ved 5°C. 4 liter af det kolde Dowex 50 x 4 afleb
fores gennem kolonnen med en hastighed p4 30 ml/minut. Kolonnen
vaskes med 300 ml 25 pM EDTA. Det antibiotiske stof, N-acetyl-
thienamycin elueres ved 5°C med en hastighed p& 15 ml/minut med
900 ml 5% natriumchloridoplesning indeholdende 0,01M kaliumphos-
phat-puffer, pH = 7,0, og 25 puM EDTA. 14 fraktioner pd 75 ml
opsamles og preves for biologisk aktivitet ved skive-diffusions-
proceduren., Eluatfraktioner 3-9, der udger 525 ml, samles og
koncentreres under vakuum til 115 ml. Koncentratet indeholder
65% af det totale bioaktive materiale pafert kolonnen af Dowex
1x2¢01 .
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Elustkoncentratet fra kolonnen péferes ved 5°C p& en 3,8 cm dia-
meter kolonne pakket med 450 ml forvasket XAD-2, Kolonnen forva-
akes i rmkkefolge med 4 kolonnerumfang:

1) 0,001M EDTA

2) 1N NaOH

3) Afioniseret Hy0
4) 1N EC1

5) Afioniseret H,0
6) Methanol

7) Acetone

8) Afioniseret vand og forud for anvendelsen med 2250 ml 5%
NaCl-oplesning indeholdende 25 pM EDTA.

Efter at preven er pifert kolonnen, efterfelges den af to 25 ml
portioner vand. Xolonnen udvikles ved 5°C med afioniseret vand
ved en stremningshastighed pd 10 ml/minut. Den ferste fraktion
indeholder 400 ml, og 11 yderligere fraktioner p& 75 ml opsamles.
pH~veerdien af hver fraktion indstilles til mellem 6,9 og 7,13
med 1N natriumhydroxid eller {N HC1l. Fraktionerne 3-9, indehol-
dende 46% af det totale bioaktive materiale, der var pafert ko-
lonnen XAD-2, forenes til et totalt rumfang p& 490 ml. En preve
p& 45 ml udtages til bioforseg ved standard-skive-diffusionspro-
ceduren over for Staphylococcus aureus ATCC 6538P, De resterende
445 ml koncentreres under et vakuum til 50 ml,

De 50 ml XAD-2 gluatkoncentrat pumpes ved 5°C ind i en 1,5 cm
¥olonne, pakket med 40 ml forvasket Dowex 1 x 4 C17, minus 400
ved 5°C og en hastighed pd 1 ml/min, Dowex 1 x 4 C17, minus 400
(defineret ved dekantering fra vand) harpiks vaskes kolonnevis
forud for anvendelsen med 240 ml 0,2M natrivmchloridoplesning
indeholdende 0,005 M ammoniumchlorid og 0,1 mM ammoniak med en
hastighed p4 1 ml/minut og derefter med 120 ml afioniseret vand

med samme hastighed,

Efter at preven er pAfert kolonnen, efterfolges den af to 5 ml
portioner afioniseret vand. EKolonnen udvikles ved 5°C med en
nastighed p& 0,92 ml/minut med 0,07M natriumehlorid indeholdende
0,005M ammoniumchlorid og 0,1 mM ammoniak. Fraktioner péd 8,6
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til 9,3 ml opsamles. Fraktionerne opndet efter opsamling af 600
ml eluat og til og med 710 ml forenes, og denne portion indehol-
der 98% af det totale bioaktive materiale, som blev pidfert kolon-
nen af Dowex 1 x 4. Denne portion inddampes under vakuum +til 2 ml.

Koncentratet fra Dowex 1 x 4 pidferes en 2,2 cm diameter kolonne
pakket med 200 ml Bio-Gel P-2, 2Q0-400 mesh, med en udelukkelses-
granse p& 1800 Daltons (defineret forud til anvendelse ved dekan-
tering fra destilleret vand).

Kolonnen af Bio-Gel P-2 vaskes forud for anvendelsen med 225 ml
1M natriumchlorid efterfulgt af 100 ml afioniseret vand. ZXolon-
nen udvikles ved 5°C med afioniseret vand og en strgmningshastig-
hed p4 1 ml/minut, og 2 ml fraktioner opsamles, Fraktioner fra
104 ml til 128 ml eluat, indeholdende 83% af bioaktiviteten, pa-
fort kolonnen af Bio-Gel P-2, kombineres og inddampes til 1,58
ml,

En 50 ml kolonne af XAD-2 (1,6 cm x 27 cm) fremstilles og forva-
skes kolonnevis med 200 ml 1 mM EDTA, 1N natriumhydroxid, afioni-
seret vand, 1IN saltsyre, afioniseret vand, methanol, acetone og
afioniseret vand. ZXoncentratet fra Bio-Gel P-2 indeholdende 44,4
hydroxylamin-udslukkelig optisk tethedsenheder paferes kolonnen
med XAD-2 ved 5°C og efterfulgt af to 2 ml portioner afioniseret
vand. Kolonnen vaskes med afioniseret vand med en hastighed pé

1 ml/minut, indtil UV-absorptionen ved 300 nm af vaskeveskerne er
reduceret til 0,060, Kolonnen elueres med 50% methanol i afio-
niseret vand med en hastighed p& 1 ml/minut, og 1 ml fraktioner
opsamles. Fraktioner med absorption ved 300 nm over 0,1 forenes
og inddampes under vakuum til opndelse af produktet, N~acetyl-
thienamycin indeholdende 11,6 hydroxylamin-udslukkelige 0.D.-enhe-
der.

EKSEMPEL 4
Et ror af lyophiliseret kultur af Streptomyces cattleay NRRL

8057 &bnes aseptisk, og indholdet suspenderes i 0,8 ml sterile
Davis-salte med folgende sammensetning:
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Davig=-salte

Natriumcitrat 0,5 g
K,HPO, 7,0 g
KH,P0, 3,0 g
(NH4)ZSO4 1,0 g
MgS0,, + TH,O 0,1 g
Destilleret HZO 1000 ml

Denne suspension anvendes til podning af fire skrédkulturer af
Medium A (plus agar) med felgende sammensstning:

Medium A

Ger-autolysat (Ardamin®™) 10,0 g
Glucose 10,0 g
+Phosphat—puffer 2,0 ml
MgSO4-7H20 0,05 g
Destilleret H,0 1000 ml

pH: indstilles p& 6,5 med NaOH

Lrrdamin: Yeast Products Corporation

+Phosphat—puffer—oplzsning

KH,P0, 91,0 g
Destilleret HZO 1000 ml

For skrdkulturer: tilssttes agar - 25,0 g/l

De podede skrékulturer dyrkes i en uge ved 28°C og opbevares
derefter ved 4°C.

Ti ml af Medium A overferes aseptisk til en af disse skrakul-
turer, sporerne og luftmyceliet gskrabes til suspension, og 1,2

ml af denne suspension anvendes til podning af tre 2 liter puf-
rede koniske kolber indeholdende 500 ml Medium A (uden agar).
Disse podekolber rystes ved 28°C i et rysteapparat ved 160 omdrej-
ninger pr. minut i 24 timer, hvorved der opnés en tilfredsstil-
lende vekst.
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Veksten fra disse podekolber samles og anvendes til podning af en
756 liter geringsbeholder af rustfrit stdl indeholdende 467 liter
Medium A (uden agar). Denne tank drives ved 28°C med en omdrej-
ningshastighed pd 130 omdrejninger pr. minut og en luftstrem pd
283 liter pr. minut i 24 timer. Antiskummemiddel, Polyglycol
2000 (Dow Chemical Corporation) anvendes om fornegdent, men i en
mengde pd hejst 0,1%. Der udferes pH-bestemmelser med feglgende
resultat:

Alder, timer 0 24

pH 6,3 6,4

454 liter af veksten fra denne podetank anvendes til podning af
en 5.670 liter geringsbeholder af rustfrit std8l indeholdende
4,082 liter Medium E med feglgende sammensztning:

Medium E

Cerelose 25,0 g
Ma jsstebevand (v&d basis) 15,0 g
Distiller's Solubles 10,0 g
Bomuldsfremedium (Pharmamedia) 5,0 g
CoCli6H20 0,01 g
CaC0sz (efter pH-indstilling) 3,0 g
Polyglycol 2000 0,25%
Vandverksvand 1000 ml

pH: indstilles pd 7,3 med NaOH

Denne tank drives ved 24°C med en omrgringshastighed p& 70 omdrej-—
ninger pr. minut og en luftstrem pd 1550 liter pr. minut i 138
timer. Yderligere mengder antiskummemiddel, Polyglycol 2000,
tilsettes om fornsdent, men hejst i mengder pd 0,1%. Der udferes
antibakterielle prover med folgende resultat:
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Alder pH ATCC nr. 6633 (3/8" skiver) (mm)
0 6,9 0
24 6,3 0
36 6,0 0
48 5,9 0
60 6,0 23
12 549 -
84 6,0 21
96 6,2 -
108 6,5 35
120 6,6 36
132 6,7 41
138 6,7 39

I

Geringsvesken pé 4.082 liter filtreres ved hjelp af en 65 cm
filterpresse under tilsetning af filtreringshjelpemiddel 1 en
mengde pd 4% w/v. Der tilsmttes 46 g ethylendinitril-tetraed-
dikesyre (EDTA), natriumsalt til filtratet. Dette afkoles til
6°C, og pH-verdien indstilles pd 4,5 ka 0,2, hvorefter det oprethol-
des ved 6°C. Det kolde filtrat pAferes en kolonne p& 480 liter
Dowex 50 x 4 natriumf, 20-50 mesh ved 48 liter/minut. Efter at

der er passeret et forleb pd 1400 liter, opsamles 18,9 liter afleb,
hvis pH-verdi indstilles pd 7,08 med natriumhydroxid, hvorpd der
nenstilles ved 5°C.

En %,8 cm diameter kolonne pakket med 300 ml Dowex 1 x 2, 50~

100 mesh, harpiks pd chloridecyclus fremstilles og vaskes med 300
ml afionigeret vand ved 5°¢. Fire liter koldt afleb fra Dowex

50 x 4 feres gennem kolonnen med en hastighed pé& 30 ml/minut.
Kolonnen vaskes med 350 ml 25 yM EDTA og elueres derefter ved

59C med 900 ml 5% natriumchloridoplesning indeholdende 0,1M
Tris-HC1, pH = 7, og 25 pM EDTA med en hastighed p& 15 ml/minut. .
Fraktioner p& 75 ml opsamles og proves ved skive-diffusionsproce-
duren over for Staphylococcus aureus ATCC 6538F. Fraktionerne
4-10 indeholdende 47% af den p&ferte bioaktivitet settes til 42,5
ml af proven, som var udtaget fra bio-prever, fra den ferste
portion XAD-2, beskrevet i eksempel 3. Disse forenede fraktioner
inddampes under vakuum til 100 ml, og pH-verdien indstilles pé

6,32 med saltsyre.
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En 3,8 cm diameter kolonne pakket med 450 ml XAD-2 harpiks for-

-

vaskes kolonnevis i rzkkefolge med 4 kolonnerumfang:

1) 0,001M EDTA

2) N NaOH

3) Afioniseret H,0
4) 1N HC1

5) Afioniseret H,0
6) Methanol -

7) Acetone

8) Afioniseret vand

og vaskes forud for anvendelsen med 2250 ml 5% natriumchloridop-
lgsning indeholdende 25 PM EDTA., Ovennzvnte koncentrat paferes
XAD-2 kolonnen og efterfolges af to 5 ml portioner afioniseret
vand. Kolonnen udvikles ved 5°C med en hastighed p4d 10 ml/minut
med afioniseret vand. Den forste fraktion indeholder 40 ml, og
efterfelgende fraktioner p& 75 ml opsamles og preves ved skive-
diffusions~proceduren., Fraktionerne 9 til 15 indeholdende 22%
af bioaktiviteten, som pdfertes XAD-2 kolonnen, samles og inddam-
pes under vakuum til 56 ml.

En 21 cm x 1,7 cm kolonne pakket med 40 ml Dowex 1 x 4 Cl™, minus
400 mesh (defineret ved dekantering fra vand) vaskes kolonnevis
forud for anvendelsen med 240 ml 0,2M NaCl indeholdende 0,005M
ammoniumchlorid og O, 1mM ammoniak med en hastighed pd 1 ml/minut
og derefter med 120 ml afioniseret vand med samme hastighed.

Koncentratet fra XAD-2 pdferes kolonnen og efterfelges af to 2 ml
portioner afioniseret vand og derefter af to 2 ml portioner elu-
eringspuffer. KXolonnen elueres ved 5°C med en oplesning af
0,07M natriumchlorid indeholdende 0,005M ammoniumchlorid og O, 1mM
ammoniak med en hastighed p& 1 ml/minut. Fraktioner pi 10 ml
opsamles og prgves ved skive-diffusionsmetoden. Eluatfraktioner
fra 524 ml til 647 ml indeholdende praktisk taget 100% af den
paferte bioaktivitet forenes og inddampes under vakuum til 2,3
ml, Koncentratet indeholder 36,4 hydroxylamin~udslukkelige opti-
ske tzthedsenheder.
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En 2,2 cm X 62 cm kolonne pakket med 225 ml Bio-Gel P-2, 200-400
mesh harpiks med en udelukkelsesgrense pd 1800 Daltons vaskes
forud for anvendelsen med 225 ml 1M natriumchloridoplesning efter-
fulgt af 100 ml afioniseret vand. Koncentratet fra Dowex 1 x 4
paferes kolonnen 0§ efterfolges af to 2 ml afioniseret vand.
Kolonnen udvikles ved 500 med afioniseret vand med en hastig-
hed p4 1 ml/minut, og 2 ml fraktioner opsamles og afpreves ved
skive-diffusions-proceduren. Frektioner p& 124 ml til 129 ml
indeholdende 7,04 hydroxylamin-udslukkelige 0.D.-enheder forenes
og inddampes under vekuum +il 2 ml til opndelse af en vandig op-
1gsning af produktet, N-acetyl-thienamycin. Fraktioner fra

117 til 123 ml og 130 til 139 ml forenes til opndelse af en op-—
lgsning af produktet, N-acetyl-thienamycin indeholdende 13,7
hydroxylamin-udslukkelige 0.D.-enheder.

Patentkrav:

1. Fremgangsmdde til fremstilling af et antibiotisk stof N-ace-
tyl-thienamycin med formlen

CH,-CH(OH)— 0

n
S-CH,,~CH,,-NH-C~CH
& o~CHy 3
/ /

COOH (1)

3

eller et ikke-giftigt farmaceutisk acceptabelt salt deraf, k e n-
detegnet ved, at en mikroorganisme af arten Streptomyces
cattleya dyrkes i et vandigt neringsmedium indeholdende assimi-
lerbare kilder for carbon, nitrogen og uorganiske salte, for-
trinsvis under neddykkede aerobe betingélser, hvorefter det
dannede N-acetyl-thienamycin udvindes, om gnsket i form af et
salt.

2. Fremgangsmide ifglge krav 1, k en detegnet ved, at
den dyrkede mikroorganisme er Streptomyces cattleya NRRL 8057.

Fremdragne publikationer:
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