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Verfahren zur Herstellung von 7-(4-Carboxybutyramido)-7-methoxy-cephalosporinderivaten.

@ Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung

von antibiotisch wirksamen 7-(4-Carboxybutyrami-
do)-7-methoxy-cephalosporinderivaten der allgemeinen
Formel (I)
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worin R? eine Stickstoff als Ringheteroatom enthaltende
heterocyclische Gruppe darstellt und M ein Wasserstoff-
atom, Alkalimetall, Erdalkalimetall, Schwermetall oder
Basen, die quaternire Salze oder Aminsalze bilden, dar-
stellt, bei dem Streptomyces oganonensis ATCC 31167
in einem Kulturmedium geziichtet wird, welches Nihr-
stoffe mit dem Zusatz eines heterocyclischen Thiols mit
der Formel

R2SH,

oder eines Salzes des heterocyclischen Thiols oder eine
Verbindung mit der Formel

R?.8-S-R?,

enthdlt, um 7-Methoxycephalosporinderivate mit der For-
mel (I1)
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herzustellen und dann aerob auf die Verbindung der For-
mel (IT) das Mycel von D-Aminosidure oxidierenden En-
zymen herstellenden Mikroorganismen vom Stamme Tri-
gonopsis oder ein Mycelpriparat mit gesteigerter Enzym-
aktivitdt wirken ldsst.
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PATENTANSPRUCHE
1. Verfahren zur Hersteilung von 7-(4-Carboxybutyr-
amido)-7-methoxy-cephalosporinderivaten der allgemeinen
Formel (I)
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worin R? eine Stickstoff als Ringheteroatom enthaltende
heterocyclische Gruppe darstellt und M ein Wasserstoff-
atom, Alkalimetall, Erdalkalimetall, Schwermetall oder Ba-
sen, die quaternire Salze oder Aminsalze bilden, darstelit,
dadurch gekennzeichnet, dass man Streptomyces ogano-
nensis ATCC 31167 in einem Kulturmedium ziichtet, wel-
ches Nihrstoffe mit dem Zusatz eines heterocyclischen
Thiols mit der Formel

R*SH

worin R? die vorstehend genannte Bedeutung hat, oder eines
Salzes des heterocyclischen Thiols oder eine Verbindung mit
der Formel

R%-8-S-R?

worin R? die gleiche schon genannte Bedeutung hat, enthilt,
um 7-Methoxycephalosporinderivate mit der Formel (II)
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herzustellen, worin R? und M die vorstehend genannte Be-
deutung haben, und dann aerob auf die Verbindung der
Formel (II) das Mycel oder ein Mycelpriparat mit gestei-
gerter Enzymaktivitit von D-Aminosiure ogidierenden Fn-
zymen herstellenden Mikroorganismen von Stamme Tri-
gonopsis wirken Iisst.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass R? eine 1-Methyl-1H-tetrazol-5-ylgruppe ist und M ein
Wasserstoffatom darstellt.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass R? eine 5-Carboxymethylthio—1.3,4-thiadiazol-2-y1gmp-
pe und M ein Wasserstoffatom darstellt.

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass R? eine 5-Methyl-1.3.4-thiadiazol-2-yigruppe und M ein
Wasserstoffatom darstellt.

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass R? eine 1,3,4-Thiadiazol-2-ylgruppe und M ein Wasser-
stoffatom ist.

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass als Behandlungsprodukt des Mycels mit gesteigerter
Enzymaktivitiit der durch Anwendung physikalischer und/
oder chemischer Einwirkungen gewonnene zellfreie Extrakt
eingesetzt wird.

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet,
dass als Behandlungsprodukt des Mycels teilweise oder voll-
stindig gereinigtes, D-Aminosiure oxydierendes Enzym, das
aus dem zellfreien Extrakt durch Anwendung bekannter
Enzymabtrennungs- und Reinigungsmethoden gewonnen
wurde, eingesetzt wird.

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet,
dass das partiell oder ganz gereinigte, D-Aminosiure oxy-
dierende Enzym mit einem wasserunldslichen Polymer oder

einem anorganischen Triiger, durch physikalische oder
chemische Mittel kombiniert, nach einer Aktivationsbehand-
lung eingesetzt wird.

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung
von 7-(4-Carboxybutyramido)-7-methoxy—cepha]osporinderi-
vaten der allgemeingn Formel (I)
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worin R? eine Stickstoff als Ringheteroatom enthaltende
20 heterocyclische Gruppe darstellt und M ein Wasserstoff-
atom, Alkalimetall, Erdalkalimetall, Schwermetall oder Ba-
sen, die quaternire Salze oder Aminsalze bilden, darstellt,
dadurch gekennzeichnet, dass man Streptomyces ogano-
nensis ATCC 31167 in einem Kulturmedium ziichtet, wel-
25 ches Nihrstoffe mit dem Zusatz eines heterocyclischen
Thiols mit der Formel
R*SH

worin R? die vorstehend genannte Bedeutung hat, oder eines
Salzes des heterocyclischen Thiols oder eine Verbindung mit
der Formel

R2-8-S-R*®

worin R? die gleiche schon genannte Bedeutung hat, enthiilt,
um 7-Methoxycephalosporinderivate mit der Formel (II)
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herzustellen, worin R? und M die vorstehend genannte Be-
deutung haben, und dann aerob auf die Verbindung der
Formel ¢II) das Mycel oder ein Mycelpriiparat mit gestei-
gerter Enzymaktivitit von D-Aminosiiure oxidierenden En-

45 zymen herstellenden Mikroorganismen von Stamme Tri-
gonopsis wirken liisst,

Als die stickstotfhaltige heterocyclische Gruppe, die
durch R? in der vorstehenden allgemeinen Formel angezeigt
wird, werden zur Verdeutlichung genannt: eine S-Carboxy-

so methylthio-1,3,4-thiadiazol-2-yl-Gruppe, eine 1-Methyl-1H-
-tetrazol-5-yI-Gruppe, eine 5-Methyl-1.3,4-thiadiazol-2-yl-
-Gruppe, eine 1.3.4-Thiadiazol-2-vl-Gruppe usw.
Der durch M dargestellte kationische Rest, der das Salz
des Cephalosporins bildet, bedeutet einen anorganischen
ss Rest oder einen organischen Rest. Als anorganischer Rest
wird ein Alkalimetall wie Natrium. Kalium usw.; ein Erd-
alkalimetall wie Calcium, Magnesium, Barium usw.; sowie
ein Schwermetall wie Eisen, Kupfer, Zink usw. verwendet;
als organischer Rest dienen Basen, die quaterniire Salze
60 oder Aminsalze bilden zum Beispiel Triiithylamin, Diiitha-
nolamin, Piperidin, Morpholin usw. Praktische Beispicle
fiir Verbindungen dieser Erfindung sind
7-(4-Carboxybutyramido)-3-(5-carboxymethylthio-1,3.4-thia-
diazol-2-yl)thiomethyl-7-methoxy- \ *cephem-4-carbonsiiure,
65 7-(4-Carboxybutyramido)-3-(1-methyl- 1 H-tetrazol-5-y1)-
-thiomethyl-7-methoxy- \*-cephem-4-carbonsiiure,
7-(4-Carboxybutyramido)-7-methoxy-3-t5-methyl-1.3.4-thia-
diazol-2-yhthiomethyl- \3-cephem-+-carbonsiure,



7-(4-Carboxybutyramido)-7-methoxy-3-(1,3,4-thiadiazol-2-
* -yDthiomethyl-\*-cephem-4-carbonsiure sowie die Salze
dieser Verbindungen.

Einige 7-Methoxy-3-heterocyclothiomethylcephalospori-
ne sind in der GB-PS 1 321 412 (1970) als durch chemische
Synthese erhiltliche Verbindungen beschrieben, jedoch sind
in dieser britischen Patentschrift keine praktischen physi-
kalischen und chemischen Eigenschaften dieser Verbindun-
gen angegeben.

Aufgabe dieser Erfindung ist es, neue 7-Methoxycepha-
losporinderivate und ein Verfahren zur Herstellung dieser
Derivate durch Fermentation zur Verfiigung zu stellen.

Cephalosporine besitzen ausgezeichnete antimikrobielle
Aktivititen gegen gram-positive und gram-negative Bakte-
rien, und unter diesen Verbindungen besitzen die Cephalo-
sporinderivate mit einer Methoxygruppe in der 7-Position
und einer heterocyclischen Thiomethylgruppe in der 3-Posi-
tion ganz ausgezeichnete Wirkung bei der Behandlung von
ernsthaften Erkrankungen, die durch die Infektion mit Bak-

- terien, wie Pseudomonas und Proteus hervorgerufen werden,
gegen die gewohnliche Antibiotica nicht wirksam sind, oder
die durch die Infektion mit den Bakterien hervorgerufen
werden, die nicht empfindlich sind gegen gewdhnliche Ce-
phalosporine, welche keine Methoxygruppe in der 7-Position
aufweisen.

Diese Verbindungen werden gewdhnlich hergestellt, in-
dem zuerst die entsprechenden Verbindungen, die eine Acet-
oxymethylgruppe oder eine Carbamoyloxymethylgruppe in
der 3-Position aufweisen, hergestellt werden, und zwar durch

_ ein Fermentationsverfahren, und dann werden diese Verbin-
dungen mit einer heterocyclischen Thiolverbindung umge-
setzt.

Einerseits hat die vorliegende Erfindung auch einen sol-
chen Vorteil, dass die Verbindung mit einer heterocyclischen
Thiomethylgruppe in der 3-Position direkt durch eine einzige
Fermentationsstufe erhalten werden kann. Die so als Zwi-
schenprodukt erhaltene Verbindung ist die Verbindung mit
der allgemeinen Formel II).

Die Verbindungen der Formel (I} besitzen selbst ausge-
zeichnete antimikrobielle Aktivitiiten, und weiterhin kdnnen
die antimikrobiellen Eigenschaften und die antimikrobiellen
Spektren der Verbindungen erhéht od. gewechselt werden, in-
dem die Acylgruppen-Seitenkette in der 7-Position, dargestelit

HN
durch —CH-~(CH,);-CO- mit einer anderen Acyl-
HOOC

gruppe, wie z.B. ¢-Aminophenylacetylgruppe, «-Carboxy-
phenylacetylgruppe, «-Sulfophenylacetylgruppe, x-Hydroxy-
phenylacetylgruppe, Pyridylthioacetylgruppe, Thiadiazolyl-
thioacetylgruppe, Triazolylacetylgruppe, Cyanomethylthio-
acetylgruppe. Trifluormethylthioacetylgruppe usw., gewech-
selt oder ausgetauscht werden. So sind die Verbindungen
mit der Formel (IT) ebenfalls als Zwischenprodukte ver-
wendbar, um diese Derivate mit diesen Acylgruppen herzu-
stellen. Zum Beispiel: 78-Cyanomethylthioacetamido-7a-
-methoxy-3-(1-methyltetrazol-5-ylthiomethyl)- \>-cephem-4-
-carbonsiure und 7x-Methoxy-3-(1-methyltetrazol)-5-ylthio-
meth_vl)-7B-(trifluormethylthioacetamido)-i\3-cephem-4-car-
bonsiure.

Die Verbindungen der Formel (II) besitzen die Eigen-
schaften wie ein amphoteres Material, denn die Verbindun-
gen haben eine Aminogruppe und zwei Carboxygruppen im
Molekiil, und dadurch ist die Tsolierung und Reinigung der
hergesteliten Verbindungen mithsam. Wenn jedoch die Ver-
bindungen der Formel (II) in Verbindungen der Formel (I)
umgewandelt werden, besitzen die Verbindungen mit der
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Formel deutlich saure Eigenschaften, die die Isolierung und
Reinigung der Verbindungen erleichtert, zumal die Verbin-
dungen in organischen Lésungsmitteln 18slich sind, wodurch
sich Vorteile fiir die nachfolgende Reaktion ergeben. Daher
5 sind die Verbindungen ebenfalls als Zwischenprodukte zur
Herstellung der Derivate geeignet, die die vorstehend ge-
nannten Acylgruppen aufweisen.
Als Mikroorganismus, der zur Herstellung der 7-Meth-
oxycephalosporin-Antibiotica Verwendung findet und der zu
10 den Streptomyceten gehort, wird in dieser Erfindung ein
neuer Stamm benutzt, nimlich Streptomyces oganonensis
Y-G19Z, der zuvor von den Erfindern aus dem Erdboden
bei der Stadt Ogano, Chichibugun, Bezirk Saitama (Japan)
isoliert worden ist. Dieser Stamm ist in dem Institut fiir
15 Mikrobielle Industrie, Zweigstelie fiir Industrielle Wissen-
schaft und Technologie, Ministerium fiir Internationalen
Handel und Industrie, Japan, unter einer Hinterlegungs-
Nummer FERM-P 2725 und auch in der American Type
Culture Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville, Ma-
20 ryland 20852 (USA) am 21. August 1975 unter ATCC No.
31167 hinterlegt worden. Die mykologischen Eigenschaften
des Stammes sind die folgenden:

I. Morphologische Charakteristiken von Streptomyces

oganonensis Y-G19Z-Stamm:

Der Stamm wichst sowohl auf natiirlichen wie auch auf
synthetischen Medien unter Bildung eines gut verzweigten
Substratmycels, wihrend die Bildung von atmosphérischem
Mycel nicht ausreichend ist, da die Sporenbildung zu ge-

30 ring ist. Die Sporenketten sind gerade, gehéren zum R-
(rectus) oder RF- (Rectiflexibles) Typ und tragen 10 bis 50
Sporen in jeder Kette. Die Sporen sind elliptisch, sphirisch
oder zylindrisch geformt und weisen eine Grésse von 0,45
bis 0,60 X 0,55 bis 0,90 p auf. Die Sporenoberfliche ist

35 glatt.

Es werden weder Flagellaten-Sporen noch Sporangium
beobachtet.
I1. Kultur-Charakteristika des Stammes S. oganonensis
Y-G19Z:
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I

Medium

Wachstum

Atmosphérisches Mycel

Lsliches Pigment

Czapek’s Agar
Glukose
Czapek’s Agar

Glukose Asparagin-Agar

Glycerin Asparagin-Agar

Anorganischer
Salz-Stéirke-Agar

Tyrosin-Agar

Eisen und Hefeextrakt-

Tyrosin-Agar

Néhrboden-Agar

Bennett’s Agar

Calciummalat-Agar

Kartoffelstiicke

Blut-Agar

Loeffer’s Serum Medium

sehr gering
weiss

gut
cremegelb

gut
weiss

gut
weiss bis gelblich
weiss

gut

gelblich grau
bis schwach
gelblich braun

gut
schwach gelb

gut
schwach gelb
bis gelblich-braun

gut
schwach gelblich-braun

gut
schwach gelblich-braun

méssig
cremefarbig

gut
schwach gelblich-braun

gut
olive-grau
bis dunkel olive-grau

gut

spérlich
weiss

leidlich
gelblich-grau

gering
weiss

gering
weiss bis gelblich
weiss

gering
gelblich grau

gering
gelblich grau

gut
briaunlich weiss
bis gelblich grau

gut, pulverig
schwach orange
bis schwach braun

gut
bréunlich-grau,
schwach orange
bis schwach rosa

kein

gut
gelblich-grau

bis schwach briunlich grau

kein

kein

nein
nein
sehr gering

nein

nein

" nein

schwach
schwach gelblich grau

sehr gering

hell briunlich-grau

schwach
gelblich-braun

sehr schwach

kein

briunlich-grau bis
dunkel gelblich-braun

gelblich-grau bis
dunkel rétlich-braun

kein

III. Physiologische Eigenschaften von S. oganonensis

Y-G19Z-Stamm:
Tyrosin-Formation
Nitrat-Reduktion

Magermilch-Koagulation

Magermilch-Peptonisation

Hydrolyse von Stiirke

Verfliissigung von Gelatine

Cellulose-Abbau

Hiimolyse

Ldslichmachung von Calciummalat

negativ
positiv
positiv, schwach
positiv, schwach
positiv
positiv, schwach
negativ
positiv

positiv

Ausnutzung von Kohlenstoffverbindungen durch

S. oganonensis ¥Y-G19Z

Rhamnose
Raffinose

55 Kohlenstoftquelle Ausnutzung
Glukose +
Arabinose +

g0 Sukrose -
Xylose +
Inositol —
Mannitol +

65 Fruktose +



Charakteristische Merkmale fiir Streptomyces oganonen-

sis Y-G19Z-Stamm: kann wie folgt zusammengefasst werden:

1. Es gehort zu dem nicht-chromogenen Streptomyces

Stamm;

2. Sein atmosphirisches Mycel ist gerade ohne Verzweigung

(R oder RF Typ);

3. Sporen sind sphirisch oder elliptisch;

4. Sporenoberfliche ist glatt;

5. Es gibt schwach gelblich graue bis schwach gelblich
braune Gewichse auf verschiedenen Medien;

6. Die Farbe des sphirischen Mycels ist briunlich-weiss,
gelblich-weiss und gelblich-grau;

7. Die erzeugte antibiotische Substanz Y-G19Z-D3 gehért
zur 7-Methoxycephalosporingruppe.

Bei der Durchforschung bekannter Stimme, die die
vorstehenden Eigenschaften aufweisen, kénnen als am niich-
sten kommende Streptomyceten die folgenden angesehen
werden:

Streptomyces globisporus, beschrieben in S.A. Waks-
man: «The Actinomycetes» 2, 218 (1961) und International
Journal of Systematic Bacteriology, 18, (4) 324-325 (1968).

Wenn man jedoch den bekannten S. globisporus, der in
der vorstehenden Literatur beschrieben ist, mit dem Stamm
Y-G19Z vergleicht, weicht dieser in den folgenden Eigen-
schaften, die in der Tabelle angegeben sind, ab:

5 631487
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TABELLE

Eigenschaften: Y-G19Z

Grosse der Spore (p)

Fliissiges Pigment oder kein
Glycerin-Asparagin-Medium

Rhamnose-Verwertung negativ
Stiirke-Hydrolyse stark
Magermilch-Koagulation positiv
Magermilch-Peptonisation schwach
Produktion von Cephalosporin- positiv

Antibiotica

Aus den in der vorstehenden Tabelle angegebenen Dif-
ferenzen ergibt sich, dass der in dieser Erfindung benutzte
Stamm ein neuer Stamm ist, der sich von den vorstehend
genannten bekannten Stimmen unterscheidet.

Da der Y-G19Z-Stamm als ein neuer Stamm durch die
vorstehenden Beobachtungsergebnisse bestiitigt worden ist,
ist er als «Streptomyces oganonensis» bezeichnet worden.

Wie schon bei den Ausfiihrungen iiber den Streptomyces
oganonensis Y-19Z-Stamm ausgefiihrt wurde, handelt es
sich um einen 7-Methoxycephalosporin-Antibiotikum erzeu-
genden Stamm. Als dhnliche Stimme. die zu den Strepto-
myceten gehdren, sind als Erzeuger von 7-Methoxycephalo-
sporin-Antibiotika die folgenden bekannt:

Streptomyces griseus, Streptomyces viridochromogenes,
Streptomyces fimbriatus, Streptomyces halstedii, Strepto-
myces rochei, Streptomyces cinnamonensis, Streptomyces
chartreusis und Streptomvces lactamdurans (vgl. Japanische
Patent-Offenlegungsschrift 3286/°71 und Belgische Patent-
schrift 764 160) sowie Streptomyces lipmanii (US-PS
3719 563), Streptomyces clavuligerus (Japanisches Patent
45 594/°74), Streptomyces wadayamensis (Japanische Offen-
legungsschrift 26 488/°74), Streptomyces jumonjinensis

0,45-0,60 X 0,55-0,90

S. globisporus

1,2-14 X 8-2,0 oder
0,9 - 1,4 kugelftrmig

gelblich bis griintich-gelb

positiv
schwach
negativ
stark

negativ

(Japanische Offenlegungsschrift 42 893/°74), Streptomyces

heteromorphus und Streptomyces panayensis (Japanische

Offenlegungsschrift 53 594/'75), und Streptomyces chartreu-

sis SF-1623 (Japanische Offenlegungsschrift 82 291/°75 und
so 121 488/°75).

Die Herstellung der besprochenen Verbindung der For-
met (I) wird ausgefiihrt, indem man den erwihnten 7-Meth-
oxyvcephalosporin-Antibiotika produzierenden Stamm kulti-
viert in einem {iblichen Kulturmedium, dem ein Zusatz an

ss heterocyclischer Thiolverbindung zugegeben wurde entspre-
chend der heterocyclischen Thiogruppe, die in die 3-Position
eingefiihrt werden soll.

Beispiele fiir die heterocyclischen Thiole, die dem Kultur-
medium in dieser Erfindung hinzugefiigt werden, sind: Pyr-

6o rolthiol, Imidazolthiol, Dihydroimidazolthiol, Pyrazolthiol,
Triazolthiol, Tetrazolthiol, Methyltetrazolthiol, Pyridinthiol,
Diazinthiol, Thiazolthiol, Dihydrothiazolthiol. Thiadiazol-
thiol, Thiatriazolthiol, Oxazolthiol, Isoxazolthiol, Oxadiazol-
thiol, Indolthiol, Benzimidazoithiol, Benzoxazolthiol, Benzo-

¢5 thiazolthiol, Triazolpyridinthiol, Purinthiol usw. Diese hete-
rocyclischen Ringe kdnnen einen oder mehrere Substituen-
ten aufweisen, wie ein Halogenatom, eine Amino-, Nitro-,
Alkyl-, Hydroxy-, Alkoxy-, Aryl-, Aralkyl-, Furyl-, Thienyl-,
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Oxazolyl-, Carboxy-, Carboxymethyl-, Carboxvalkylthio-,
Carboxyalkyloxy-Gruppe usw.

Diese heterocyclischen Thiole kénnen als ihre Salze ver-
wendet werden. Diese Salze sind anorganische Salze, wie
Alkalimetallsalze, Erdalkalimetallsalze, Ammoniumsalze
usw., und die Salze mit organischen Basen, wie Tridithyl-
amin, Tridthanolamin, Dicyclohexylamin, Lysin, Arginin,
Histidin, basische wasserldsliche Antibiotika, z.B. Kanamy-
cin, Alkaloide, basische Proteine usw.

Die Salze mit hoher Wasserl@slichkeit kénnen selektiv
verwendet werden, falls erforderlich, und ferner, wenn die
heterocyclischen Thiole eine starke Toxizitit zu den Anti-
biotika erzeugenden Stimmen aufweisen, konnen die nur
spérlich in Wasser 16slichen Salze selektiv verwendet wer-
den.

Auch kénnen zwei Molekiile der gleichen heterocycli-
schen Thiolverbindung, die durch die S-S-Bindung verbun-
den sind, Verwendung finden, wie z.B. R?S-SR2,

Die Herstellung der gemdss dieser Erfindung erhiltlichen
neuen Antibiotika wird durch Kultivierung des im Patent-
anspruch 1 genannten Stammes der Art Streptomyces in
einem Kulturmedium unter Zugabe der vorstehend schon
beschriebenen heterocyclischen Thiolverbindung oder des
Salzes oder ihres Derivates R%-SS-R? durchgefiihrt.

Die Kultivierung wird nach den iiblichen herkdmmlichen
Methoden zur Ziichtung von Mikroorganismen durchge-
fiihrt, jedoch wird die submerse Kultur in einem fliissigen
Kulturmedium bevorzugt. Jedes Kulturmedium, welches
Nihrstoffe fiir die 7-Methoxycephalosporin-Antibiotika her-
stellenden Stdmme der Art Streptomyces enthiilt, kann ver-
wendet werden. Es kdnnen synthetische Kulturmedien, halb-
synthetische Kulturmedien und natiirliche Kulturme-
dien, die die vorstehend genannten Nihrstoffe enthalten, in
dieser Erfindung Verwendung finden. Fiir die Zusammen-
stellung des Kulturmediums kénnen Glukose, Sukrose, Man-
nitol, Glycerin, Dextrin, Stiirke, vegetabile Ole usw. als
Kohlenstoffquellen Verwendung finden, und Fleischextrakt,
Peptone, Klebermehl, Baumwollsaatmehl, Sojabohnenmehl,
Erdnussmehl, Fischmehl, Kornschlempe, Trockenhefe, Hefe-
extrakt, Ammoniumsulfat, Ammoniumnitrat, Harnstoff und
andere organische und anorganische Stickstoffquellen kén-
nen als Stickstoffspender Verwendung finden. Ebenso kon-
nen, falls erforderlich, Metallsalze, wie Sulfate, Nitrate,
Chloride, Carbonate, Phosphate usw. von Natrium, Kalium,
Magnesium, Calcium, Zink und Eisen zu dem Kulturme-
dium hinzugefiigt werden. Weiterhin kdnnen, falls erforder-
lich, Materialien, die die Bildung der Antibiotika begiinsti-
gen, oder Entschdumungsmittel, wie Methionin, Cystein,

NH2

OCH,
HOOC-CH-CH, CH, CH, cow——t{
] o
N CHz-o{'

(=29

Cystin, Methyloleat, Larddl, Siliconél, oberflichenaktive
Mittel usw., in geeigneter Weise zu dem Kulturmedium
hinzugefiigt werden.

Das vorstehend genannte heterocyclische Thiol, dessen

5 Salz oder dessen Derivat R2-SS-R? wird gewdhnlich in einer
Konzentration von 0,1 - 5 mg/ml, vorzugsweise 0,5 - 2 mg/
ml als heterocyclisches Thiol hinzugefiigt. Es kann zu dem
Kulturmedium als eine sturzartige Zugabe vor der Kultivie-
rung oder auch in verschiedenen unterteilten Portionen in

10 den Eingangsstufen der Kultivierung zugefiigt werden. Es
ist im allgemeinen giinstig, die Kultivierung unter aeroben
Bedingungen durchzufiihren. Die Kultivierungstemperatur
liegt gewohnlich zwischen etwa 18°C bis etwa 35°C, vorzugs-
weise um 30°C. Gute Ergebnisse werden erhalten, wenn

15 das pH des Kulturmediums auf etwa 5 - 10, vorzugsweise
etwa 6 - 8 gehalten wird. Der Kultivationszeitablauf hiingt
von der Zusammensetzung und der Temperatur des verwen-
deten Kulturmediums ab, aber im allgemeinen werden etwa
3 Tage bis etwa 10 Tage benétigt. Das hergestellte Material

20 wird selektiv in dem Medium angereichert, nachdem die
Kultivierung beendet ist.

Das hergestellte Material kann isoliert und aus der Kul-
turbrithe nach den iiblichen Methoden gewonnen werden,
die fiir das Isolieren von Antibiotika aus dem kultivierten

25 Mycel-Nihrboden {iblich sind. Das hergestellte Antibiotikum
der Formel (IT) ist hauptséchlich in der Kulturbriihe an-
wesend. Nach der Abtrennung des Mycels von der Néahr-
bodenldsung durch Zentrifugieren oder Filtrieren wird das
hergestellte etfektive Material aus dem Filtrat extrahiert;

30 das heisst, das hergestellte Material wird abgetrennt, wieder
ausgezogen und gereinigt vom Filtrat. Hierbei werden Vor-
richtungen und Verfahren verwendet, die ganz allgemein
fiir die Herstellung von Antibiotika Verwendung finden, wie
Methoden, die die Unterschiede der Loslichkeit in einem

35 geeigneten Losungsmittel ausnutzen, die die Unterschiede
der adsorptiven Affinitit zu verschiedenen Adsorbentien
ausnutzen oder die auf Unterschieden der Trennmethoden
in zwei fliissigen Phasen beruhen.

Diese Methoden kénnen, falls erforderlich, in einer ge-

40 eigneten Kombination oder auch wiederholt angewandt wer-
den.

Einige praktische Beispiele der neuen 7-Methoxycepha-
losporin-Verbindungen der Formel (II) — Zwischenprodukte
des erfindungsgemissen Verfahrens — werden nachfolgend

45 genannt:

1. 7-(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-3-(5-carboxy-

methylthio-1,3,4-thiadiazol-2-yl)thiomethyl-7-methoxy- A3
-cephem-4-carbonsiure;

n__ ~CH
S C’.ZCO()H
COOH

60 Additionsverbindung:
5-Mercapto-1,3,4-thiadiazol-2-thioessigsiure;

N
s

Die physikalischen und chemischen Eingenschaften der
hergesteliten Verbindung I der allgemeinen Formel (IT)

/”— S-CHQCOOH
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die folgenden:

(1.) weisses Pulver;

(2.) Schmelzbeginn bei 156 - 160°C. Hierbei tritt Braun-
farbung ein, und die Zersetzung beginnt ab etwa
170°C;

(3.) leicht 15slich in Wasser, spirlich 16slich in Methanol,
und sehr spérlich I8slich in anderen organischen L&-
sungsmitteln;

(4.) amphoteres Material mit positiver Ninhydrin-Reaktion;

(5.) es besitzt das ultraviolette Absorptionsspektrum ge-

miss Fig. 1 der beigefiigten Zeichnung, wenn es in
einer 1/100 M Phosphat-Pufferldsung mit einem pH
von 6,4 gemessen wird, wobei das Absorptionsmaxi-
mum bei 287 my liegt;
es besitzt das Infrarot-Absorptionsspektrum gemiss
Fig. 2, wenn es in der Kaliumbromid-Tablette ge-
messen wird. Es ergeben sich Absorptionen bei 3413
em, 2920 em-Y, 1763 cm?, 1620 cm-Y, 1515 cm-t
und 1380 cm™Y
(7.) bei der Bestimmung des kernmagnetischen Resonanz-
spektrums unter Verwendung von TMS als dusserem
Standard in schwerem Wasser werden folgende Signale
erhalten:
& Wert (p p m):
2,35 (4H, Multiplett), 2,96 (2H, Multiplett), 4,00 (3H,
Singlett), 3,73 - 4,33 (2H, Quartett, J = 18 Hz), 4,25
(1H, Multiplett), 4,44 (2H, Singlett), 4,42 - 4,91 (2H,
Quartett, J = 14 Hz), 5,63 (1H, Singlett);
(8.) das im derzeitig reinsten Zustand hergestellte Produkt
besitzt die folgenden elementar-analytischen Werte:
C:35,95%, H: 3,87%, N: 10,85%, S: 18,33%;

sind

H)

(6.

HOOC—-?H—CHchQCHZCONH

NH 2
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9.) es ergibt 2-Aminoadipinsiure bei der Hydrolyse mit

6 n Chlorwasserstoffsiure;

das Massenspektrum dieser Verbindung ergibt nach

einer N-Chloracetylierung der Verbindung und Uber-

5 fihrung des Produktes in den Methylester das folgende
Fragment mit m/e 392, das heisst

5
r H—
+ \
H N\‘/)Cﬂz—s —<s )\ 5-CH,C00CHy
3

(10).

10

coocH

15
Unter Beriicksichtigung aller vorstehenden Ergebnisse ist
es ersichtlich, dass diese Verbindung eine T-Methoxycepha-
losporin-Verbindung ist, denn die Verbindung ergibt eine Ab-
sorption bei 1763 cm-! (cyclisches Lactam) im Infrarot-Ab-
20 sorptionsspektrum, und die Gegenwart der Signale bei 4,00
p p m (3H, Singlett, 7-OCH,), 5,63 p p m (1H, Singlett,
6-CH), 3,73 - 4,33 (2H, Quartett, J = 18 Hz, 2-CH,) und
4,42 - 491 (2H, Quartett, J] = 14 Hz, 3-Seitenkette CH,)
in dem kernmagnetischen Resonanzspektrum. Die Verbin-
25 dung ergibt a-Aminoadipinsiure bei der Saurehydrolyse,
ferner ergibt die Verbindung Absorptionen bei 4,44 ppm
(2H, Singlett, CH, von -S-CH,-COOH) im nukleramagne-
tischen Resonanzspektrum und ausserdem das Fragment
von m/e 392 im Massenspektrum des Derivates; aus diesen
30 Griinden ist entschieden worden, dass die Verbindung die
vorstehend genannte Struktur hat, in die das heterocyclische
Thiol eingefiihrt worden ist.

IL. 7-(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-3-(1-methyl-1H-
15 -tetrazol-S-yl)-thiomethyl—?-methoxy-Aa-cephem-4-carbon-
sdure:

OCH 3
™ N—N
N __~=~CH S’“\ \\N
O'/// ‘2 N~
|
CH

CcooH 3

Additionsverbindung:

50 5-Mercapto-1-methyl-1H-tetrazol;

|
HS—_ N
N
l' .
CH

3

60

Die physikalischen und chemischen Eigenschaften der her-

/ ~rlq~—\-N
H
CHs

gesteliten Verbindung II der Formel (I (R, = N— N
]

65

M = H) sind die folgenden:
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(1,
2.

3

(4.
(5.)

(6.

(1)

weisses Pulver;

ergibt braune Verfirbung und Zersetzung bei 160 bis
170°C;

leicht 16slich in Wasser, gering I6slich in Methanol und
spiirlich 16slich in anderen organischen Lésungsmitteln;
amphoteres Material mit positiver Ninhydrinreaktion;
es wird das in Fig. 3 dargestellte Ultraviolett-Absorp-
tionsspektrum bei Messung in 1/100 A Phosphat-Puf-
ferlésung mit einem pH von 6,4 erhalten. Das Absorp-
tionsmaximum liegt bei 273 my;

es wird das in Fig. 4 dargestellte Infrarot-Absorptions-
spektrum bei Messung der Kaliumbromidtablette erhal-
ten. Es wurden Absorptionen bei 3413 cm-%, 2920 cm!,
1765 cm, 1620 em~?, 1515 cm-* und 1390 ¢cm-! fest-
gestellt;

das kernmagnetische Resonanzspektrum, gemessen un-
ter Verwendung von TMS als externer Standard in
schwerem Wasser ergab die folgenden Signale:

& Wert (p p m):

2,36 (4H, Multiplett), 2,96 (2H, Multiplett), 3,98 (3H,
Singlett), 4,38 (1H, Multiplett), 4,50 (3H, Singlett),
5,59 (1H, Singlett);

HOOC—(IJZVCHQCH:;_CH;LCONH
HH,

(8.) das bis jetzt in reinstem Zustand erhaltene Material
ergab die folgenden elementar-analytischen Werte:
C: 37,48%, H: 4,25%, N: 16,74%, und S: 10,90 %;
(9.) es wird z-Aminoadipinsiure erhalten, wenn mit 6 n
5 Chlorwasserstoffsiure hydrolysiert wurde. Es wird 5-
-Mercapto-1-methyl-1H-tetrazol durch Hydrolyse in Me-
thanol durch Dowex 50 W (H-Typ) erhalten.
Beriicksichtigt man die vorstehenden gesamten Ergeb-
nisse, so ergibt sich, dass die Verbindung eine 7-Methoxy-
10 cephalosporin-Verbindung ist, denn die Verbindung ergibt
Signale bei 3,98 p p m (3H, Singlett, 7-OCH,) und 5,59
p p m (1H, Singlett, 6-CH) bei den kernmagnetischen Re-
sonanzspektren und Absorption bei 1765 cm- (cyclisches
Lactam) im Infrarot-Absorptionsspektrum. Ferner wird a-
15 Aminoadipinsdure durch Siurehydrolyse erhalten. Ferner
ergibt sich aus der Tatsache der Absorption bei 450 p pm
(3H, Singlett, Tetrazol-N-methyl) im kernmagnetischen
Resonanzspektrum und auch aus der Tatsache, dass 5-Mer-
capto-1-methyl-1H-tetrazol durch milde Hydrolyse erhalten
20 wird, dass der Verbindung die vorstehend erlduterte Struk-
tur zuerkannt wurde, in die das heterocyclische Thiol ein-
gefiihrt wurde.

III.  7-(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-7-methoxy-3-
25 -(5-methyl-1,3,4-thiadiazol-2-yl)thiomethyl-A®-cephem-4-
-carbonsiure.

OCH
3 s
Hore——-q
N~ CHQSJ\ - CHy
S
COOH
Additionsverbindung:

40 2-Mercapto-5-methyl-1,3,4-thiadiazol:

N—IN

o HSJ{ )l\ Ot
S

Die physikalischen und chemischen Eigenschaften der her-

50 gestellten Verb‘indung III der Formel (II) (R®*=N~—N ,

A
S/ °~CH.

M = H) sind die folgenden:
s5 (1.) leicht gelb-weisses Pulver:
(2.) zeigt keinen bestimmten Schmelzpunkt, ergibt braune
Verfiirbung und Zersetzung bei etwa 170°C;
(3.) leicht [8slich in Wasser, schwach I8siich in Methanol,
aber unléslich in anderen organischen Losungsmittein;
60 (4.) amphoteres Material mit positiver Ninhydrinreaktion:
(5.) ergibt das in Fig. 5 dargestellte Ultraviolett-Absorp-
tionsspektrum, wenn in einer /100 M Phosphat-Puffer-
16sung mit einem pH von 6.4 gemessen wird, wobei das
Absorptionsmaximum bei 272 my liegt;
6s (6.) es wird das in Fig. 6 dargestellte Infrarot-Absorptions-
spektrum erhalten, wenn als Kaliumbromid-Tablette
gemessen wurde, mit Absorptionen bei 3420 cm-?, 2930
em, 1765 ecm-!, 1610 em-!, 1515 cm-! und 1385 cm™;



(7.) das kernmagnetische Resonanzspektrum, gemessen un-
ter Verwendung von TMS als externer Standard in
schwerem Wasser, ergibt die folgenden Signale:

& Wert (p p m):

2,34 (44, Multiplett), 2,95 (2H, Multiplett), 3,19 (3H,
Singlett), 3,72 - 4,31 (2H, Quartett, J] = 18 Hz), 3,99
(3H, Singlett), 4,26 (1H, Multiplett), 4,40 - 4,95 (2H,
Quartett, ] = 14 Hz), 5,63 (1H, Singlett);

(8.) die gegenwirtig am reinsten hergestellte Verbindung
weist die folgenden elementaranalytischen Werte auf:
C: 37,82%, H: 4,01%, N: 12,90%, S: 14,97 %;

(9.) es wird ¢-Aminoadipinsiure erhalten, wenn mit 6 n
Chlorwasserstoffsiure hydrolysiert wird. Es wird auch
2-Mercapto-5-methyl-1,3,4-thiadiazol erhalten, wenn in
Methanol mit Dowex 50 W (H-Typ) hydrolysiert wird.

9 631487

Wenn man alle vorstehenden Ergebnisse berticksichtigt,
ist es ersichtlich, dass die Verbindung eine 7-Methoxycepha-
losporin-Verbindung ist, denn die Verbidung weist die Ab-
sorption bei 1765 cm! (cyclisches Lactam) im Infrarot-Ab-

s sorptionsspektrum auf. Ferner werden die Signale bei 3,99
p p m (3H, Singlett, 7-OCHy,), 5,63 p p m (1H, Singlett,
6-CH), 3,72 - 4,31 p p m (2H, Quartett, J = 18 Hz, 2-CH,),
4,40 - 4,95 (2H, Quartett, J = 14 Hz, 3-Seitenkette CH,)
erhalten. Es wird a-Aminoadipinsiure bei der Siurehydro-

10 lyse erhalten; und weiter aufgrund der Tatsache, dass die
Absorption bei 3,19 p p m (3H, Singlett, Thiadiazol C-CH,)
in dem kernmagnetischen Resonanzspektrum erhalten wird
und auch 2-Mercapto-5-methyl-1,3,4-thiadiazol durch milde
Hydrolyse erhalten wird, wird der Verbindung die vorste-

15 hend erlduterte Struktur zuerkannt, in die das heterocycli-
sche Thiol eingefithrt wurde.

IV. 7-(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-7-methoxy-3-
-(1,3,4-thiadiazol-2-yl)thiomethyl-A®cephem-4-carbonsiure.

OCH, S
HOOC-?H—CHZCHZCHZCONH‘—I‘—( X}T—_[N
NH, S A CH2S—J\S )
o COOH
Additionsverbindung:

2-Mercapto-1,3,4-thiadiazol;

y N—N
HS—U\ )l
S

Die physikalischen und chemischen Eigenschaften der her-

40
gestellten Verbindung IV der Formel (II) (R2 =

"\S/

2

—N
| i

M = H) sind die folgenden:

45 (1.) leicht gelb-weisses Pulver;

(2.) sie zeigt keinen bestimmten Schmelzpunkt, jedoch er-
folgen Braunvertirbung und Zersetzung bei etwa 175
bis 180°C;

(3.) leicht I6slich in Wasser, schwach 18slich in Methanol,

50 jedoch in anderen organischen Losungsmitteln unldslich;
(4) amphoteres Material mit positiver Ninhydrinreaktion;
(5.) ergibt das in Fig. 7 dargestellte Ultraviolett-Absorp-

tionsspektrum bei Messung in einer 1/100 M Phosphat-
Pufferidsung mit einem pH-Wert von 6,4, Absorptions-

55 maximum bei 274 my;

(6 es wird das in Fig. 8 dargestellte Infrarot-Absorptions-
spektrum erhalten, wenn mit der Kaliumbromid-Tablet-
te gemessen wurde, wobei die Absorptionen bei 3400
cm-l, 2925 cm-Y, 1765 cm-t, 1610 em-Y, 1515 cm-! und

60 1365 em™ liegen;

(7.) das kernmagnetische Resonanzspektrum, gemessen un-
ter Verwendung von TMS als externer Standard in
schwerem Wasser, ergibt die folgenden Signale:

o Wert (p p m):

65 2,30 (4H, Multiplett), 2,93 (2H, Multiplett), 3.69 - 4.29
(2H, Quartett, J = 18 Hz), 3,97 (3H, Singlett), 4,26
(1H, Multiplett), 4,45 - 4,99 (2H, Quartett, ] = {4 Hz),
53,56 (1H, Singlett), 9,85 (1H, Singlett);

—
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(8.) das derzeit im reinsten Zustand erhaltene Produkt be-
sitzt die folgenden elementaranalytischen Werte:
C: 37,53%, H: 4.36%, N: 12,77%, S: 16,42%;

(9.) es wird z-Aminoadipinsiure bei der Hydrolyse mit 6 n
Chlorwasserstoffsidure erhalten. Es wird auch 2-Mer-
capto-1,3,4-thiadiazol bei der Hydrolyse in Methanol
mit Dowex 50 W (H-Typ) erhalten.

Beriicksichtigt man alle Ergebnisse, so ergibt sich, dass
die Verbindung eine 7-Methoxycephalosporin-Verbindung
ist, denn die Verbindung ergibt im Infrarot-Absorptions-
spektrum eine Absorption bei 1765 cm~!, und es werden
die Signale bei 3,97 p p m (3H, Singlett, 7-OCH,), 5,56
p p m (1H, Singlett, 6-CH), 3,69 - 4,29 p p m (2H, Quartett,
J = 18 Hz, 2-CH,), 4,45 - 4,99 (2H, Quartett, J = 14 Hz,
3-Seitenkette CH,), erhalten. z-Aminoadipinsidure wird
durch Sdurehydrolyse erhalten. Aus den Tatsachen, dass die
Absorption bei 9,85 p p m (1H, Singlett, Thiazol CH) im
kernmagnetischen Resonanzspektrum vorhanden ist und 2-
-Mercapto-1,3,4-thiadiazol bei milder Hydrolyse erhalten
wird, ist der Verbindung die zuvor genannte Struktur zu-
geordnet worden, in die das heterocyclische Thiol eingefiihrt
worden ist.

Nachfolgend werden die Ergebnisse von verschiedenen
chromatographischen Analysen und papierelektrophoreti-
schen Untersuchungen der als Zwischenprodukte hergestell-
ten Verbindungen 1, II, IIT und IV mit der Formel (II) an-
gegeben.

Die erhaltenen Rf-Werte dieser Verbindungen in der
Diinnschichtchromatographie unter Verwendung mikro-

10

5

10

15

20

Die Rf-Werte, die bei der Papierverteilungschromato-
graphie unter Verwendung von Wattman Nr. 1 Filterpapier
und einem Entwicklungslosungsmittelsystem aus n-Butanol : -
Essigsiure : Wasser (4 : 1: 2 im Volumenverhiltnis) be-
stimmt wurden, lauten:

Rf-Wert
Hergestellte Verbindung I 0,40
hergestellte Verbindung II 0,39
Cephalosporin C 0,36
7-Methoxy-cephalosporin C 0,40
Cephamycin C 0,35
Y-G19Z-D3 0,24
Y-G19Z-D2 0,25

Dann wurden die Verbindungen unter Verwendung einer
Hitachi 635 Hochgeschwindigkeits-Fliissigkeitschromato-
graphie-Apparatur analysiert und dadurch folgende Resul-
tate erzielt:

Siule: 3 X 500 mm S#ule aus rostfreiem Stahl.

Kunstharz: Hitachi 2610 (kationisches Austauschharz).

Entwicklungslosungsmitteisystem: 0.2 M Citratpuffer-

I6sung (pH 3,0).
Fliessgeschwindigkeit: 0,6 ml/min.
Schreibtrigergeschwindigkeit: 1,0 cm/min.

kristalliner Cellulose (Avicel SF) sind in der folgenden Ta-
belle wiedergegeben:

Retentionszeit
35
Hergestellte Verbindung 1 0,39 0,37 0,32 Hergestellte Verbindung I 5 min 33 sec
hergestellte Verbindung II 0,39 0,34 0,31 hergestellte Verbindung II 6 min 00 sec
hergestelite Verbindung III 0,43 0,43 0,40 ,, hergestellte Verbindung IIT 9 min 35 sec
hergestellte Verbindung IV 0,39 0,38 0,33 Cephalosporin C 5 min 18 sec
Cephalosporin C 037 0,36 031 7-Methoxy-cephalosporin C 5 min 09 sec
Cephamycin C 5 min 18 sec
7-Methoxycephalosporin C 0,41 0,36 0,32 epnamyein
_ 4 Y-G19Z-D3 3 min 42 sec
Cephamycin C 0,37 0,36 0,31 Y-G19Z-D2 3 min 42 sec
Y-G19Z-D3 0,26 0,26 0,22
Y-G19Z-D2 0,39 0,32 0,26 Nachstehend werden weitere Ergebnisse von Analysen

0 unter Verwendung der vorstehend erliiuterten Apparatur,
die unter folgenden Bedingungen erhalten wurden, in der
Tabelle angegeben:

Sdule: 1 Bondapa C,; (Hersteller: Waters Lid.)

Verwendetes Entwicklungsldsemittelsystem (Volumen-

Schreibtriigergeschwindigkeit: 1,0 cm/min.

verhiiltnis):
L1 ) e 4 X 300 mm.

. (i?p‘rtzp‘a?c’)l : n-Butanol : Essigsiure : Wasser 55 Entwicklungsldsungsmittel-System: Acetonitril : 0,1%%
Lo : 9):_ B . Essigsiiurelosung (pH 3.3) (1 : 9 im Volumenverhiltnis).
2. n-Butanol : Essigsiiure : Wasser (4 : 1: 2), Fliessgeschwindigkeit: 0.8 ml/min.

3. n-Butanol : Essigsiiure : Wasser (6 : 1.5 : 2,5).

Die Kontrollprobe, Cephamycin C ist 7-(5-Amino-5-

-carboxyvaleramido)-3-carbamoyloxymethyl-7-methoxy-A% 6o

-cephem-4-carbonsiure. Retentionszeit
Die Verbindungen Y-G19Z-D3 und Y-G19Z-D2, die in

den vorstehenden Vergleichsuntersuchungen verwendet hergestellte Verbindung I 3 min 14 sec

xx:urden. sind neue 7-Meth9x5:ceppalosporin—\/erbindungen, hergestellte Verbindung 1I 1 min 52 sec

die zuvor aus der Kulturfliissigkeit des Streptomyces oga- 65

nonensis durch die gleichen Erfinder (vgl. Japanische Patent-  hergestellte Verbindung II1 2 min 55 sec

anmeldungen Nr. 109 753/°74 und 146 593/°75) isoliért hergestellte Verbindung 1V 1 min 56 sec

worden sind.




Die durch Hochspannungs-Papierelektrophorese erhal-
tenen Ergebnisse sind die folgenden:

Filterpapier: Wattman Nr. 1.

Entwicklungsiosemittel: 10%ige Essigsdure (pH 2,2).

Spannung: 42 Voit/cm.

Laufzeit: 1 Stunde.

Migrationsentfernung
Hergestellte Verbindung I — 3,6 cm
hergestellte Verbindung II — 33 cm
hergestellte Verbindung IIT — 3,6 cm
hergestellte Verbindung IV — 3,9 cm
Cephalosporin C —3,5 cm
7-Methoxy-cephalosporin C —3,4 cm
Cephamycin C — 3,5 cm
Y-G19Z-D3 — 6,1 cm
Y-G19Z-D2 - 6,1 cm
Cysteinsdure -~ 7,5 cm
Glutathion — 1,2 cm

11

Dann wurde die antibakterielle Aktivitit der als Zwi-
schenprodukte hergestellten Verbindungen I, II, III und IV
der Formel (II) bestimmt. Die Ergebnisse sind in der fol-
genden Tabelle zusammen mit jenen von Cephalosporin C
als Vergleichssubstanz angegeben.

Plattenmethode (verwendete
500 y/ml-Losung).

Herzinfusions-Agar

Die Zahlenwerte in der Tabelle geben den Durchmesser (mm)
der Inhibitionszone an.

I I 1III v C

Sarcina lutea ATCC 9341 0 0 0 0 14,0
Staphylococcus aureus 209 P 0 0 0 0 12,8
Bacillus subtilis ATCC 6633 0 0 0 0 23,1
Escherichia coli NIHJ 19,2 18,7 142 13,0 10,4
Klebsiella pneumoniae 21,8 235 23,0 23.0 13,0
Salmonella gallinarum 240 252 235 251 235
Proteus vulgaris OX 19 22,6 20,2 20,0 21,0 175
Proteus mirabilis IMF OM-9 222 198 19,5 23,0 23.0
Bemerkung: I:  Verbindung I Zwischenproduk

II: Verbindung I L senenproduite

III: Verbindung III Fer Lan

IV: Verbindung 1V orme

C: Cephalosporin C (Vergleich)

Als Ergebnis von weiteren fortgesetzten Untersuchungen
des vorstehend erliiuterten Themas haben die Erfinder wei-
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ter gefunden, dass die Verbindung der Formel (II) in die
Verbindung der Formel (I) iiberfiihrt werden kann durch
die Wirkung des Mycels des D-Aminosiure oxydierenden
Enzym herstellenden Stammes, der zum Genus Trigonopsis

5 oder des behandelten Mycels mit der Verbindung der For-
mel (I) oder deren Salz gehort oder weiter der fermentier-
ten Gérbriihe, die diese enthilt, und da die Verbindung der
Formel (1) leicht in organischem Ldsungsmittel aufgelost
werden kann, welches die Trennungs- und Reinigungsstufe

10 erheblich vereinfacht.

Die so hergestellten Verbindungen der Formel (I) be-
sitzen ausgezeichnete antimikrobielle Aktivititen. Sie sind
auch zusitzlich als Zwischenprodukte zur Herstellung von
7-Methoxycephalosporin-Derivaten zu gebrauchen, denen

15 in die 7-Position andere Acylgruppen eingefiihrt worden
sind, denn diese Verbindungen sind in organischen Losungs-
mitteln 15slich.

In dieser Ausfiihrungsform der Erfindung wird der D-
Aminosiure oxidierende Enzym herstellende Stamm, der

20 zum Genus Trigonopsis gehért, passend verwendet. Ein
derartiger Stamm kann aus der Typkultur ausgesucht wer-
den, die in Stimme-Aufbewahrungsinstituten aufgehoben
werden, oder er kann aus Erde isoliert werden.

Auch kdnnen zur Erholung der Bildungsaktivitit des

25 herzustellenden Materials der (I) Mutanten verwendet wer-
den, die aus den vorerwihnten Stimmen durch iibliche
Vorrichtungen hergestelit werden. Die Verwendung solcher
Mutanten ist kostengiinstig. Als der Mikroorganismus, der
die vorerwihnte D-Aminosiure oxidierende Enzym-Akti-

30 Vitdt besitzt, wird zur Verdeutlichung Trigonopsis variabilis
genannt. Dieser Stamm ist vom Institut fiir Fermentation,
Osaka (Japan) unter der Stamm-Nr. IFO 0755 (ATCC
10679) und Stamm-Nr. IFO 0671 erhiltlich.

Zur Herstellung der Verbindungen der Formel (I) unter

35 Verwendung des Mikroorganismus, der eine solche D-Ami-
nosdure oxydierende Enzym-Aktivitit aufweist, wird es ge-
wohnlich bevorzugt, dass der Mikroorganismus erst kultiviert
wird und das so erhaltene Mycel oder das so behandelte
Mycel zu der Cephalosporin-Verbindung der allgemeinen

40 Formel (II) unter geeigneten Bedingungen gebracht wird.

Als Kultivationsmethode zur Herstellung des Mycels
wird es jedoch gewdhnlich bevorzugt, die aerobe Kultivation
zu verwenden. In einer bevorzugteren Ausfithrungsform
wird eine fliissige Kultivation unter Rithren und Beliiftung
verwendet. Herkémmliche Kulturmedien kdnnen fiir dieses
Verfahren Verwendung finden.

So kénnen synthetische Kulturmedien, halb-synthetische
Kulturmedien oder natiirliche Kulturmedien als Zubereitung
fiir das Kulturmedium verwendet werden, wie Glukose,
Sukrose, Mannitol, Glycerin, Dextrin, Stirke, vegetabiles
Ol als Kohlenstoffquelle und Fleischextrakt, Pepton, Glu-
tenmehl, Baumwollsaatmehl, Sojabohnenmehl, Erdnussmehl,
Fischmehl, Kornschlempe, Trockenhefe, Hefeextrakt, Am-
moniumsuifat, Ammoniumnitrat, Harnstoff und andere or-
ganische und anorganische Stickstoffverbindungsgen als
Stickstoffquelle.

Ebenso werden, falls erforderlich, Metallsalze, wie Sul-
fate, Nitrate, Chloride, Carbonate, Phosphate usw. von Na-
trium, Kalium, Magnesium, Calcium, Zink, Eisen usw. zu
dem Kulturmedium hinzugefiigt. Weiterhin werden, falls
erforderlich, Methionin, Cystein, Cystin, Methyloleat,
Lardsl, Silikondl, oberflichenaktive Mittel usw. dem Kul-
turmedium als ein Bildungs- oder Entschiiumungsmittel zu-
gesetzt. Die gewiinschten Resultate werden durch Aufrech-
6s terhalten des pH des Kulturmediums bei etwa 4 - 10, vor-

zugsweise 3 - 6, erhalten.

Besonders wenn das Kulturmedium D-(oder DL-)Amino-
siiure, wie beispielsweise D-(oder DL-)Methionin, D-(oder
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DL-)Alanin, D-(oder DL-)Valin usw. enthilt, wird eine aus-
gezeichnete D-Aminosiure oxydierende Enzym-Aktivitit er-
halten. Die Kultivationstemperatur betrigt gewohnlich 18
bis 37°C, vorzugsweise etwa 30°C. Der Zeitraum der Kulti-
vation ist unterschiedlich gemiiss den Kultivationsbedingun-
gen, insbesondere in Abhingigkeit von der Kultivations-
apparatur, der Zusammensetzung des Kuitivationsmediums,
der Temperatur usw. Es wird jedoch bevorzugt, die Kulti-
vation zu vervollstindigen, wenn die D-Aminosiure OXy-
dierende Enzym-Aktivitit ein Maximum besitzt. Gewdhnlich
werden 2 - 10 Tage fiir die Kultivation benétigt. Das so
erhaltene Mycel oder das behandelte Mycel wird fiir die
D-Aminosdure-Oxydationsreaktion des Ausgangsmaterials
der Formel (IT) verwendet. In diesem Falle wird unter be-
handeltem Mycel das Mycel verstanden, welches in eine
brauchbare Form zur Herstellung des gewiinschten Materials
der Formel (I) iiberfiihrt wurde, indem die D-Aminosiure
oxydierende Enzym-Aktivitit durch die Anwendung einer
geeigneten Behandlung gesteigert wurde. Beispielsweise ist
die D-Aminosiure oxydierende Enzym-Aktivitit, die in dem
Verfahren dieser Erfindung benutzt wird, gewshnlich im
Mycel vorhanden, und deshalb bedeutet das behandelte My-
cel den zellfreien Extrakt, der durch Anwendung physika-
lischer und/oder chemischer Einwirkungen auf das Mycel
gewonnen wurde, das aus dem Kultivationsprodukt der D-
Aminosiure oxydierenden Enzym-Aktivitit herstellenden
Stimme gesammelt wurde, gewaschen wurde, oder teilweise
oder vollstéindig gereinigtes D-Aminosiure oxydierendes
Enzym, das aus dem zellfreien Extrakt durch Anwendung
bekannter Enzymabtrennungs- und Reinigungsmethoden
gewonnen wurde, oder weiterhin kann das aktivierte Mycel,
das durch Kombinieren des partiell oder ganz gereinigten
D-Aminosiure oxydierenden Enzyms mit einem wasserun-
Ioslichen Polymer oder einem anorganischen Triger durch
physikalische oder chemische Mittel erhalten worden ist,
einen festen D-Aminosiure oxydierenden Enzym-Aktivator
oder Mycel ergeben, und dann wird der Aktivator oder das
Mycel einer Aktivationsbehandiung unterworfen.

In dieser Erfindung ist die Herstellung und die Riickfith-
rung des vorstehend erliuterten 18slichen Enzyrs auf den
praktischen Gebrauch beschrinkt, aber die Verwendung des
unlslichen Enzyms, wie das aktivierte Mycel, ist besonders
wirtschaftlich fiir den industriellen Gebrauch, wobei sie
leicht abgetrennt und wiederverwendet werden konnen.

Die Aktivierungsbehandlung des Mycels, die vorstehend
beschrieben ist, kann dadurch bewirkt werden, dass das My-
cel eine gewisse milde Schiidigung in einem solchen Aus-
mass erleidet, dass keine ZerstSrung erfolgt.

Als Beispiel fiir eine solche Aktivationsbehandlung wird
zur Verdeutlichung ein Verfahren genannt, bei dem das
Muycel auf eine Temperatur unterhalb —10°C bei einem pH
von etwa 3-4 eingefroren wird, dann aufgetaut und mit einem
Lsungsmittel behandelt wird, wobei das Mycel in einem
Bad von einem oder mehreren organischen [.osungsmitteln.
wie Aceton, n-Butanol, 2-Phenyliithanol, Diithylither, Cyclo-
hexan, Benzol, Toluol etc., behandelt wird, ein Verfahren,
wobei das Mycel mit 0.1-107 obertliichenaktivem Mittel
behandelt wird. beispielsweise einem kationischen oberfls-
chenaktiven Mittel, wie Cetyltrimethylammonium, Cetylpyri-
diniumcetyldimethylbenzyi-Ammoniumhalid usw., einem anio-
nischen oberflichenatkiven Mittel, wie Dodecvlsulfat, einem
Alkalimetallalkylarylsulfonat, Natriumdesoxycholat usw., und
einem nichtionischen oberfliichenaktiven Mittel, wie Sorbi-
tanmonolaurat, Triton X-100 usw., in ihrer wiissrigen Losung,
ein Verfahren, bei dem das Mycel mit einer verdiinnten wiis-
serigen Losung von Kaliumhvdroxid oder Natriumhydroxid
behandelt wird, oder ein Verfahren, bei dem das Mycel in
einer Losung suspendiert wird bei einem hohen osmotischen

12

Druck, beispielsweise 2 M Zuckerlésung, worauf die Losung
dann schnell mit Wasser verdiinnt wird. Diese Aktivierungs-
behandlungen sind durch verschiedene Faktoren beeinflusst,
wie Temperatur, Zeitdauer der Bearbeitung, pH-Wert, der

5 Konzentration des Reagenzes usw. Daher ist es erforderlich,
die Aktivierungsbedingungen auszuwihlen.

Auch wenn die Wirkung der Katalase, die gewShnlich
in einem Mycel vorhanden ist, nicht inhibiert wird, wird die
oxydative Decarboxylierung zu dem gewiinschten Material

10 der Formel (I) nicht vollstindig, um gemeinsam das 7-(5-
-Carboxy-5-oxovaleramido)-7-methoxy-cephalosporin-Deri-
vat mit der allgemeinen Formel B

OCH3

15 S
H00C-Co-(CH, ) ;CONH —-l—-—r L, ®)
/ N _A—CH,SR

0

COOH
20

zu bilden.

Dabher ist es erwiinscht, um selektiv das gewiinschte Ma-
terial der Formel (I) zu erhalten, die Katalaseaktivitit zu in-
hibieren. Beispiele fiir geeignete Katalase-Inhibitoren sind

25 Ascorbinsdure, 3-Amino-1,2,4-triazol, Alkalimetallazide usw.,
und Natriumazid wird besonders bevorzugt. Der Inhibitor
kann zu dem Reaktionsgemisch withrend der Umwandiung
des Ausgangsmaterials der Formel (II) in das herzustellende
Material der Formel (I) hinzugetiigt werden. Auch das Mycel

30 kann mit dem Inhibitor vorbehandelt werden bevor das
Myeel fiir die vorstehend erlduterte Umwandlung Verwen-
dung findet. Die Menge an Nairiumazid, die fiir den ange-
gebenen Zweck gebraucht wird, betrigt 1-100 mM. Weiter-
hin kann die Katalase in dem angegebenen Mycel inaktiviert

35 werden, indem das Mycel einer Wirmebehandlung unter-
worfen wird, bevor es in der vorhin erwihnten Umwand-
lungsstufe verwendet wird. So kann das vorgenannte My-
cel bei 40-60°C, vorzugsweise bei 50°C, fiir mindestens 3
Stunden vorbehandelt werden, wodurch die Katalaseaktivi-

40 tiit erheblich abfillt, jedoch die D-Aminosiureoxidase-Akti-
vitdt bleibt unverindert. Die Wirmebehandlung des Mycels
kann einfach durchgefiihrt werden. indem das Mycel in einer
wiisserigen Losung oder einer Puffersuspension behandelt
wird. Besonders wirksam ist es, das Mycel gleichzeitig der

45 vorstehend erliuterten Wirmebehandlung und der «Aktivie-
rungs»-Reagenzbehandlung zu unterwertfen. Beispielsweise
kann durch Aktivationsbehandlung des Myeels bei 50°C fiir
4 Stunden unter Verwendung eines Lsungsmittels (Toluol)
der Inhibitor der Katalaseaktivitiit und die Aktivierung des

so Myecels gleichzeitig durchgefiihrt werden.

Die Reaktion des Enzymsystems auf das vorstehend ge-
nannte aktivierte Mycel und das Ausgangsmaterial der For-
mel (II) wird gewdhnlich bei einem pH von 6-8 durchgefiihrt.
Es ist wiinschenswert, die Reaktion bei 30-40°C auszufiihren.

55 Der Zeitraum der Reaktion ist vor allem von der Potenz des
Enzyms abhiingig, gewéhnlich sind 1-5 Stunden erforderlich.

Da die vorstehend genannte Enzymreaktion unter aero-
ben Bedingungen ausgefiihrt wird, wird sie vorzugsweise
unter Beliiftung mit Luft oder Sauerstoff durchgefiihrt.

60 Wie schon erfiiutert, ist es schwierig, das Ausgangsmate-
rial der Formel (II) aus der fermentierten Briihe aufgrund
der amphoteren Struktur zu extrahicren. Jedoch kann ge-
miiss der bevorzugten Ausfiihrungstorm der Erfindung die
Abtrennung des hergestellten Produktes der Formel (I) unter

65 einer geeigneten Bedingung aus der fermentierten Giirbrii-
he des Ausgangsmaterials der Formel (I1) nach der Ent-
fernung des Myeels durchgefiihrt werden. Dies bedeutet,
dass das hergestellte Material (I} leicht durch Losungsmittel-



extraktion oder durch Adsorption mittels Ionenaustauscher-
harz abgetrennt werden kann.

Beispielsweise wird das Reaktionsproduktgemisch ange-
sduert unterhalb von pH 2,5, und dann wird das hergestellte
Material aus dem Reaktionsgemisch mit einem geeigneten
organischen Losungsmittel, wie Athylacetat, n-Butanol usw.,
extrahiert. In diesem Falle liefert die Kombination eines
Tonenaustauscherharzes und einer Losungsmittelextraktion
die besseren Ergebnisse. Geeignetes Ionenaustauscherharz

ist ein fliissiges Amin-anionisches Austauscherharz. Beispiele

flir das bevorzugte Losungsmittel sind Athylacetat, Butyl-

acetat, n-Butanol usw. Auch kann das hergestelite Produkt un-
ter Verwendung von einem festen Ionenaustauscherharz vor-

genommen werden. In diesem Falle kann ein geeignetes Lo-
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sungsmittel leicht durch éine geeignete Voruntersuchung ge-
funden werden.

Um das reine Produkt zu erhalten, werden gewdhnlich
die iblichen Reinigungsmethoden fiir Antibiotika verwen-

5 det.

Das hergestelite Material der Formel (I) kann nicht nur
im freien sauren Zustand abgetrennt werden, gewthnliches
Alkalimetallsalz, Erdalkalimetalisalz, organisches Aminsalz,
usw.

Einige neue 7-Methoxycephalosporin-Derivate der For-
mel (I), erhalten nach dem Verfahren dieser Erfindung wer-
den nachfolgend zusammen mit ihren Eigenschaften be-
schrieben.

10

15 V. 7-(4-Carboxybutyramido)-3-(5-carboxymethylthio-
-1,3,4-thiadiazol-2-yl)thiomethyl-7-methoxy-A®cephem-4-

-carbonsiure:

HOOC-(CH,) 3com{————(
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OCH

BOOC—?H—(CH2)3-CONH

NH
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S N—N
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s cnz-s" 57 “SCH,CocH
COOH

Ausgangsmaterial I:
7-(5-Amino-3-carboxyvaleramido)-3-(5-carboxymethylthio-
30 -1,3,4-thiadiazol-2-yl)thiomethyl-7-methoxy-A®-cephem-4-
-carbonséure;

3

N—~N
{l

-N_ CHZSf\\S/u\\SCHQCOOH

COOH

Die physikalischen und chemischen Eigenschaften der
hergestellten Verbindung V der Formel I

45
N—~N

(R? = ,J{\s/ﬂ— SCH,COOH, M = H)

50 sind die folgenden:

(1.) weisses Pulver;

(2.) Schmelzpunkt 75-78°C;

(3.) leicht 18slich in Methanol und Athanol, 16slich in Was-
ser, Athylacetat, Butylacetat und Butanol, jedoch kaum
18slich in anderen organischen Ldsungsmitteln;
saures Material besitzt negative Ninhydrinreaktion;
es zeigt das in Fig. 9 dargestellte Ultraviolett-Absorp-
tionsspektrum, gemessen in einer 1/100 M Phosphat-
Pufferldsung mit einem pH von 6,5, und das Absorp-
tionsmaximum liegt bei 278 mp,;

Fig. 10 zeigt das Infrarot-Absorptionsspektrum aus der
Messung mit der Kaliumbromid-Tablette und besitzt
Absorptionen bei 3250 em-?, 2925 cm-!, 1770 cm,
1715 cm!, 1520 em-Y, 1380 cmY;

das kernmagnetische Resonanzspektrum unter Verwen-
dung von TMS als innerer Standard in schwerem Me-
thanol ist in Fig. 11 dargestellt und besitzt die folgen-
den Signale: 3 Wert (p p m): 1,93 (2H, Multiplett),

55
4.
(5.)

6.

ss (7.)
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2,41 (4H, Multiplett), 3,51 (3H, Singlett), 3,37-3,81
(2H, Quartett, J = 18 Hz), 4,11 (2H, Singlett), 4,15-
4,63 (2H, Quartett, J = 14 Hz), 5,05 (1H, Singlett);

(8.) die folgenden elementar-analytischen Werte fiir
CypHN,O,S, . 2H,0 werden erhalten:

ber: C 3599% H 4,03% N 9,33%
gef: C3577% H 3,81% N 9,42%

(9.) das Massenspektrum des hergestellten Materials V, ge-
messen nach der Hydrolyse des Materials in 6 n Chlor-
wasserstoffsdure fiir 2,5 Stunden bei 100°C, Extraktion
des hydrolysierten Produktes mit Athylither, Trocknen
des Produktes durch Abdampfen, und dann Silylieren
mit BSA (Bistrimethylsilylacetamid) ergibt das Frag-
ment von m/e 276 (CH,),Si-00C-CH,-CH,-CH,-COO-
Si(CH,),.

Wenn man die vollstindigen Gesamtergebnisse beriick-
sichtigt, so ist ersichtlich, dass die hergestelite Verbindung
eine 7-Methoxycephalosporin-Verbindung ist. Dies ergibt
sich aus der Gegenwart insbesondere der Absorption bei

0

- ocH,
S
HO0C-(CH,, ) ,~CON: N
(Ciiy) 4 OLI“*f——T// i
b 1 " N
/ N _F— CH,S ¥/,
73

0

.
~

1770 cm-* (eyclisches Lactam) in dem Infrarot-Absorptions-
spektrum, und der Signale bei 3,51 p p m (3H, Singlett,
7-OCHy,), 5,05 p p m (1H, Singlett, 6-CH), 3,37-3,81 ppm
(2H, Quartett, J = 18 Hz, 2-CH,), 4,15-4,6 p p m (2H,

5 Quartett, J = 14 Hz, 3-Seitenketten CH,), und weiter 4,11
p p m (2H, Singlett, CH, von -S-CH,-COOH) und weiter aus
den Tatsachen, dass 1,93 p p m (2H, Multiplett. 3-CH,)
und 2,41 p p m (4H, Multiplett, «,y-CH,) anwesend sind,
wodurch die Anwesenheit von 4-Carboxybutyramido in dem

10 kernmagnetischen Resonanzspektrum angezeigt wird, und
das Massenspektrum des Derivates des hergestellten Mate-
tials, das mit Chlorwasserstoff hydrolysiert und silyliert wur-
de, das Fragment von m/e 276 ergibt; die hergestellte Ver-
bindung V dieser Erfindung besitzt die vorstehend angege-

15 bene Struktur, wobei die 5-Amino-5-carboxyvaleramido-
-Gruppe in der 7-Position des Ausgangsmaterials oxvdativ
deaminiert worden ist zur 4-Carboxybutyramido-Gruppe.

VL 7-(4-Carboxybutyramido)-7-methoxy-3-(1-methyl-1H-
20 -tetrazol-5-yl)thiomethyl-A3-cephem-4-carbonssure:

Ausgangsmaterial II:
7-(5-Amino-5 -carboxyvaleramido)-7-methoxy-3-(1-methyl-
-1H-tetrazol-5-yl)thiomethyl-A®-cephem-4-carbonsiure.

OCH
3 s :
#00C-CH-(CH,,) ,~CONH N—UN
J 2’3 ’[L \\

COOH CH,4

Die physikalischen und chemischen Eigenschaften der
hergestellten Verbindung VI der Formel (I)

®R*= N—N

o ]
\N/N

éH3

» M =H)

sind die folgenden:

(1.) weisses Pulver;

ss (2.) Schmelzpunkt 80-83°C;

(3.) leicht I8slich in Methanol und Athanol, 18slich in Was-
ser, Athylacetat, Butylacetat und Butanol, jedoch kaum
18slich in anderen organischen Lésungsmitteln. Das Na-
triumsalz ist in Wasser leicht 15slich;

60 (4.) saures Material zeigt negative Ninhvdrinreaktion;

(5.) das erhaltene Ultraviolett-Absorptionsspektrun ist in
Fig. 12 dargestellt; es wurde in 1/100 M Phosphat-Puf-
ferldsung mit einem pH von 6,5 gemessen; das Absorp-
tionsmaximum liegt bei 269 my;

65 (0.) das erhaltene Infrarot-Absorptionsspektrum ist in Fig. 13
dargestellt, gemessen mit der Kaliumbromid-Tablette,
und besitzt die Absorptionen bei 3420 cm, 2940 cm-!,
1756 em, 1680 cm™Y, 1610 ecm™, 1525 cm, 1390 cm-);



(7.) das kernmagnetische Resonanzspektrum, gemessen un-
ter Verwendung von TMS als innerer Standard in schwe-
rem Methanol gibt die in Fig. 14 dargesteliten Signale:

& Wert (p p m): 1,94 (2H, Multiplett), 2,40 (4H, Multi-
plett), 3,51 (3H, Singlett), 3,40-3,83 (2H, Quartett, J =
18'Hz), 3,99 (3H, Singlett), 4,17-4,50 (2H, Quartett,

J = 14 Hz), 5,02 (1H, Singlett);

es werden die folgenden elementar-analytischen Werte
fiir C;gH, N,O,S, . 2H,0 erhalten:

ber. C 37,79% H 4,76% N 16,53%

gef: C37,78% H 4,75% N 16,41%

das Massenspektrum des hergestellten Materials VI, ge-
messen nach der Hydrolyse des Materials in 6 n Chlor-
wasserstoffsdure fiir 2,5 Stunden bei 100°C, Extrahieren
des hydrolysierten Produktes mit Athylither, Trocknen
und Abdampfen und Silylierung mit BSA (Bistrime-
thylsilylacetamid) ergibt das Fragment von m/2 276
(CH,)Si-O0C-CH,-CH,-CH,-COOSi(CH,),.

Beriicksichtigt man die vorstehenden Gesamtergebnisse,

so ergibt sich, dass die hergestellte Verbindung eine 7-Meth-

8)

©.)

OCH

3
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oxycephalosporin-Verbindung ist, insbesondere die Existenz
der Absorption bei 1765 cm™* (cyclisches Lactam) in dem In-
{rarot-Absorptionsspektrum und die Signale bei 3,51 pp m
(3H, Singlett, 7-OCH,), 5,02 p p m (1H, Singlett, 6-CH),
3,99 p p m (3H, Singlett, N-CH, von Tetrazol), 3,40-3,83

p p m (2H, Quartett, J = 18 Hz, 2-CH,), 4,17-4,50 pp m
(2H, Quartett, J] = 14 Hz, 3-Seitenketten CH,) und weiter
aus den Tatsachen, dass anwesend sind 1,94 p p m (2H, Mul-
tiplett, 3-CH,) und 2,40 p p m (4H, Multiplett, 2,v-CH,)
beweist die Existenz von 4-Carboxybutyramido in dem kern-
magnetischen Resonanzspektrum und weiter das Massen-
spektrum des Derivates des hergestellten Materials, hydro-
lysiert mit Chlorwasserstoffsiure und silyliert, ergibt das
Fragment von m/e 276; die hergestellte Verbindung VI die-
ser Erfindung hat ergeben, dass sie die vorstehend angegebe-
ne Struktur besitzt und die 5-Amino-5-carboxyvaleramid-
-Gruppe in der 7-Position des Ausgangsmaterials oxydativ de-
aminiert wurde in die 4-Carboxybutyramid-Gruppe.

w

1

=1

15

20 VIIL 7-(4-Carboxybutyramido)-7-methoxy-3-(5-methyl-

-1,3,4-thiadiazol-2-yl)thiomethyl-A%-cephem-4-carbonsiure:

5
HOOC(CH, ) ;~CONH N—
N A
0” 5" S5 Newy

COOH

Ausgangsmaterial III:

OCH3 .
HOOC—CH-(CHQ)BCONH N N
NH N _~
2 o// CHpS g CHy

COOH

Die physikalischen und chemischen Eigenschaften der
hergestellten Verbindung VII dieser Erfindung der For-
mel (I)

—N
iﬂ\)L@mM=m sind die folgenden
S

s5 (1.) weises Pulver;

(2.) Schmelzpunkt 95-99°C;

(3.) leicht 18slich in Methanol und Athanol, I8slich in Was-
ser, Athylacetat, Butylacetat und Butanol, aber kaum
16slich in anderen organischen Lésungsmitteln;
saures Material ergibt negative Ninhydrinreaktion;
es wurde das Ultraviolett-Absorptionsspektrum, wie in
Fig. 15 dargestellt, erhalten, wenn in a 1/100 M Phos-
phat-Pufferlosung mit pH 6,5 gemessen wurde. Das Ab-
sorptionsmaximum liegt bei 273 mp,;

65 (6.) es wird das Infrarot-Absportionsspektrum gemessen als
Kaliumbromid-Tablette erhalten und zeigt die Absorp-
tionen bei 3260 cm-!, 2925 cm™!, 1773 cm™!, 1515 cm-?
und 1375 cm™;

50
RE

6 (4)
(5)
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(7.) das kernmagnetische Resonanzspektrum, gemcssen un- 7-Methoxycephalosporin-Verbindung ist, insbesondere durch
ter Verwendung von TMS als innerer Standard in schwe-  die Existenz der Absorption bei 1773 cm™! (cyclisches Lac-
rem Methanol, ergibt die in Fig. 17 dargestellten Werte tam) in dem Infrarot-Absorptionsspektrum und die Signale
und besitzt die folgenden Signale: bei 3,51 p p m (3H, Singlett, 7-OCH,), 5,03 p p m (1H, Sin-
8 Wert (p p m): 1,92 2H, Multiplett), 2,40 (4H, Multi- s glett, 6-CH), 2,71 p p m (3H, Singlett, C-CH, von Thiadia-
plett), 2,71 (3H, Singlett), 3,38-3,80 (2H. Quartett, J = zol), 3,38-3.80 p p m (2H, Quartett, ] = 18 Hz, 2-CH,)

18 Hz), 3,51 (3H, Singlett), 4,17-4,64 (2H, Quartett, und 4,17-4,64 p p m (2H, Quartett, ] = 14 Hz, 3-Seitenket-
J = 14 Hz), 5,03 (1H, Singlett); ten CH,) und weiter aus den Tatsachen, dass 1,92 ppm (2H,

(8.) es werden die folgenden elementar-analytischen Werte Multiplett, 3-CH,) und 2,40 p p m (4H, Multiplett, %,7-CH,)

fiir C;;H,,N,O,S, erhalten: 10 anwesend sind, zeigen die Existenz von 4-Carboxybutyramid
ber. C 41,79% N 4,13% N 11,47% im kernmagnetischen Resonanzspektrum, und weiterhin er-
gef.. C 41,89% H 427% N 11,17% gibt das Massenspektrum des Derivates, hergestellt durch

. (9.) Das Massenspektrum des hergestellten Materials VII, Hydrolyse der hergestellten Verbindung mit Chlorwasser-

gemessen nach der Hydrolyse des Materials in 6 n Chlor-  stoffsiure und Silylieren des Produktes das Fragment von
wasserstoffsdure in 2,5 Stunden bei 100°C, Extrahieren 15 m/e 276. Der hergestellten Verbindung der Formel VII wur-

des Produktes mit Athylither, Trocknen des Extraktes de die vorstehend angegebene Struktur zugesprochen, wobei
durch Abdamptfen, Silylieren mit BSA ( Bistrimethylsi- die 5-Amino-5-carboxyvaleramido-Gruppe in der 7-Position
i Iylacetamid) ergibt das Fragment von m/e 276 (CH,),- des Ausgangsmaterials oxydativ deaminiert wurde in die
Si-O0C-CH,-CH,-CH,-CO-0Si(CH,),. 4-Carboxybutyramido-Gruppe.
Beriicksichtigt man die vorstehend genannten Ergebnis- 20
se, so ist ersichtlich, dass die hergestellte Verbindung eine VIIL 7-(4-Carboxybutyramido)-7-methoxy-3-(1,3,4-thia-

diazol-2-yl)thiomethyl-A3-cephem-4-carbonsiure:

0CH,
z s
HOOC- (CH, ) ;~CONH —~]/ N
N__= ,E! J
,7*/7’ CH 25 NG S e

%)
CO0H

Ausgangsmaterial IV:
35 7-(5 -Amino-5-carboxyvaleramido)-7-methoxy-3-(1,3,4-
-thiadiazol-2-yl)thiomethyl-A3-cephem-4-carbonsiure:

OCH

3 s
HOOC-?H-—(CHQ) 3CONH—EQ\ %I ?
NH, /T INF s N\

0 I
COCH

Die physikalischen und chemischen Eigenschaften der
hergesteliten Verbindung VII der Formel (I)

% (RZ = N E }

Jk /U ,M =H) sind die folgenden:
S

(1) weisses Pulver;
ss (2.) Schmelzpunkt 88-92°C;

(3.) leicht l@slich in Methanol und Athanol, 18slich in Was-
ser, Athylacetat, Butylacetat und Butanol, jedoch kaum
18slich in anderen organischen Losungsmitteln;

(4.) Saures Material besitzt negative Ninhydrin-Reaktion;

g0 (5.) es wird das Ultraviolett-Absorptionsspektrum. wie in
Fig. 18 dargestellt, erhalten, wenn in 17100 M Phos-
phat-Pufferldsung mit pH 6.5, gemessen wurde; das
Absorptionsmaximum liegt bei 274 my;

(6.) es wird das Infrarot-Absorptionsspektrum, wie in Fig. 19

65 dargestellt, erhalten, wenn an einer Kaliumbromid-Ta-
blette gemessen wurde; die Absorptionen liegen bei
3250 em !, 2925 cm-!, 1770 cm-?, 1515 cm-! und 1365
cm-Y;

!



' (7.) das kernmagnetische Resonanzspektrum, gemessen un-
ter TMS als innerer Standard in schwerem Methanol,
ergibt, wie in Fig. 20 dargestellt, die folgenden Signale:

& Wert (p p m): 1,92 (2H, Multiplett), 2,40 (4H, Mul-
tiplett), 3,39-3,83 (2H, Quartett, J = 18 Hz), 3,51 (3H,
Singlett), 4,25-4,73 (2H, Quartett, J = 14 Hz), 5,03
(1H, Singlett) und 9,35 (1H, Singlett);

es werden die folgenden elementar-analytischen Werte
fiir C,gH,gN,0,S; . 14 H,0 erhalten:

ber. C 39,74% H 3,96% N 11,59%

gef: C 39,69% H 3,87% N 11,32%

Das Massenspektrum der hergestellten Verbindung VIII,
gemessen durch Hydrolyse der Verbindung in 6 n Chlor-
wasserstoffsdure fiir 2,5 Stunden bei 100°C, Extrahie-
ren des Produktes mit Athylither, Trocknen des Ex-
traktes durch Abdampfen und Silylieren mit BAS (Bis-
trimethylsilylacetatamid) ergibt das Fragment von m/e
276 (CH,),Si-O0C-CH,-CH,-CH,-CO-OSi(CH,);.

Beriicksichtigt man die vorstehenden Gesamtergebnisse,

so ergibt sich, dass die Verbindung dieser Erfindung eine

7-Methoxycephalosporin-Verbindung ist. Dies wird abge-
stiitzt durch die Existenz der Absorption bei 1770 cm™ (cy-
clisches Lactam) in dem Infrarot-Absorptionsspektrum und

den Signalen bei 3,51 p p m (3H, Singlett, 7-OCH,), 5,03

p p m (1H, Singlett, 6-CH), 9,35 p p m (1H, Singlett, CH

von Thiadiazol), 3,39-3,83 p p m (2H, Quartett, ] = 18 Hz,

2-CH,) und 4,24-4,73 p p m (2H, Quartettt, J] = 14 Hz,
3-Seitenketten CH,) und weiter durch die Tatsachen, dass die

Signale 1,92 p p m (2H, Multiplett, -CH,) und 2,40 p p m

(4H, Multiplett, -CH,) anwesend sind, die die Existenz von

4-Carboxybutyramidoin dem kernmagnetischen Resonanz-

spektrum anzeigen, und weiterhin ergibt das Massenspektrum
des Derivates, welches durch Hydrolyse der hergestellten

Verbindung mit Chlorwasserstoffsiiure und Silylierung des

Produktes gewonnen wurde, das Fragment von m/e 276.

Der hergesteliten Verbindung VIII wurde die vorstehend

angegebene Struktur zuerkannt, wobei die 5-Amino-5-carb-

oxyvaleramido-Gruppe in der 7-Position des Ausgangsmate-
rials oxydativ deaminiert wurde in die 4-Carboxybutyramido-

Gruppe.

Weiterhin zeigen die Analysenergebnisse der Diinnschicht-
chromatographie-Untersuchungen der Verbindungen V-VII
der Formel (I) dieser Erfindung und Hochgeschwindigkeits-
Fliisigkeitschromatographie, die in der folgenden Tabelle wie-
dergegeben sind, auch die Resultate, die fiir die Ausgangs-
materialien 1-IV der Formel (II) erhaltenen Werte. Die
Rf-Werte fiir die Diinnschichtchromatographie unter Ver-
wendung von mikrokristalliner Cellulose (Avicel) waren die
folgenden:
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TABELLE 1
Losungsmittelsystem  Ninhydrin
1 2 Anfédrbung
Ausgangsmaterial I 0,44 0,37 +
hergestellte Verbindung V 0,79 0,72 -
Ausgangsmaterial II 0,44 0,34 +
hergestellte Verbindung VI 0,81 0,64 -
Ausgangsmaterial III 0,42 0,44 +
hergestellte Verbindung VII 0,82 0,77 -
Ausgangsmaterial IV 0,42 0,36 +
hergestellte Verbindung VIII 0,81 0,65 -
7-(5-Amino-5-carboxy-
valeramido)-3-[(3-p-hy-
droxyphenyl-2-methoxy-
propenoyl)oxymethyl]-7-
-methoxy-A3-cephem-4-
-carbonséiure 0,66 0,67 +
7-(4-Carboxybutyramido)-
-3-[(3-p-hydroxyphenyl-2-
-methoxypropenoyl)oxy-
methyl]-7-methoxy-A*
-cephem-4-carbonsiure 0,67 0,67 —

Entwicklungsidsungsmittelsystem:

1. Isopropanol : n-Butanol : Essigsiure : Wasser
(21:3:7:9 Volumenverhiltnis)
2. n-Butanol : Essigsdure : Wasser

(4 : 1:2 Volumenverhéltnis)

Nachweis: Ninhydrinreaktion oder Ultraviolettabsorption
(Manasulu Light, 2536 A) oder Bioautographie (unter Ver-
wendung von Proteus mirabilis).

Die vollstindigen Verbindungen geben positive Ergeb-
nisse in den letzten beiden Testen.
Die Ergebnisse der Hochgeschwindigkeitsfliissigkeitschro-

matographie sind in der folgenden Tabelle wiedergegeben.
TABELLE 2
Retentionszeit

Ausgangsmaterial I 3 Min. 14 Sek.
hergestellte Verbindung V 13 Min. 24 Sek.
Ausgangsmaterial II 1 Min. 53 Sek.
hergestellte Verbindung VI 4 Min. 54 Sek.
Ausgangsmaterial III 2 Min. 55 Sek.
hergestellte Verbindung VII 11 Min. 18 Sek.
Ausgangsmaterial IV I Min. 56 Sek.
hergestellte Verbindung VIII 5 Min. 28 Sek.

benutzte Siule: Waters LTD ¢ Bondapak C,4

Lésungsmittelsystem : Acetonitril : 0,1¢¢ Essigsdure (pH 3.3)
(1:9 im Volumenverhiltnis)
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Die Retentionszeiten der beiden Cephalosporinverbindun-
gen bei der Hochgeschwindigkeitsfliissigkeitschromatographie
waren die folgenden:

Retentionszeit

7-(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-
-3-[(3-p-hydroxyphenyl-2-methoxy-
propenoylj-oxymethyl]-7-methoxy-

-A*cephem-4-carbonsiure 5 Min. 18 Sek.

7-(4-Carboxybutyramido)-3-[(3 -p-
-hydroxyphenyl-2-methoxypropen-
oyl)-oxymethyl]-7-methoxy-A3-

-cephem-4-carbonsiure 5 Min. 55 Sek.

benutzte Sdule: Waters Ltd. 1+ Bondapak C 18

<

Lﬁsungsrﬁitte]system: Acetonitril : 0,1% Essigsiure (pH 3,3)
(2 : 8 Volumenverhiiltnis)

Die in vivo Effekte der Verbindungen 11, 111, VI und VII
sind nachstehend angegeben:

An 5 gesunde, méinnliche Miuse des ddY Stammes wur-
den 10° Zellen von E. coli NIHJ intraperitoneal injiziert.
Nach 2 Stunden wurde jede Probe subkutan verabreicht.

Die Uberlebensprozentangaben nach 5 Tagen werden in der
folgenden Tabelle angegeben. Ahnliche Untersuchungen wur-
den mit 10° Zellen von Proteus mirabilis 1287 ausgefiihrt.

Die Kontroligruppe bestand jedesmal aus 10 Miusen

=]

E coli NIH]J Proteus mirabilis

1287

Dosis (mg/Maus)

3 1 05 0 3 1 050

Probe
II 160 100 100 O 40 20 0 0
VI 100 100 0 0 60 20 0 O
I 80 80 40" 0 100 20 20 O©
VII 80 60 0 0 40 20 20 0

[

Nachstehend werden die Beispiele dieser Erfindung im
einzelnen verdeutlicht.

Beispiel 1
Herstellung von 7-(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-3-(5-
-carboxy-methylthio-1,3.4-thiadiazol-2-yl )thiomethyl-7-meth-

oxy-\*-cephem-4-carbonsiiure I als Zwischenprodukt der For- ss

mel (II): Ein Kulturmedium, welches 1¢7 Stirke, 1+ Glu-
kose, 1,5 Sojabohnenmehl, 0,5 Hefeextrakt. 0.1 Dika-
liumhydrogenphosphat, 0.05¢ Magnesiumsulfat und 0.3 <5
Natriumchlorid enthielt, wurde in eine 500 ml Sakaguchi-
flasche mit je 100 ml eingefiillt und bei 120°C fiir 20 Mi-
nuten sterilisiert, Jede Flasche wurde mit Streptomyees oga-
nonensis Y-G19Z-Stamm beimpft und 48 Stunden bei 30°C
kultiviert.

In weiterern Ansiitzen wurde das gleiche Kulturmedinm
in 2000 ml Sakaguchiflaschen mit je 400 ml gefiillt und bei
120°C fiir 20 Minuten sterilisiert. Es wurde mit dem gleichen
Stamm in einer Konzentration von 2-37% beimpft und 24
Stunden bei 30°C kultiviert, um cine Kultur zu erhalten,

3

<

(v

Weiterhin wurden 60 Liter eines Kulturmediums, wel-
ches 7% Stirke, 2% Glutenmehl, 2% Sojabohnenmehi,
0,8% Gilycerin, 0,1% Casaminosiure, 0,015 Ferrisulfat
und 55 g Natriumhydroxid enthielt, jeweils in zwei 100 Li-
ter Fermentoren zusammen mit 10 ml Adecanol als Ent-
schiumungsmittel eingefiillt. Es wurde 30 Minuten bei 120°C
sterilisiert. Jedes Medium wurde mit 800 ml der Ziichtungs-
kultur beimpft, und dann wurde 24 Stunden bei 30°C kul-
tiviert. In wissriger Natriumhydroxydiésung wurde 5-Mer-
capto-1,3,4-thiadiazol-2-thioessigsiure aufgelost, und die ge-
bildete Losung wurde bei hohem Druck sterilisiert und zu
jedem Fermentor bis zu 0,05% des Impfmaterials zugegeben
und dann wurde 90 Stunden kultiviert.

Nach vollstindiger Kultivierung wurde die Kulturbriihe
auf pH 2,0 eingestellt und dann mit Radiolite (als Filterhilfs-
mittel) vermischt. Das Gemisch wurde unter Verwendung
einer Filterpresse filtriert. Die Filtrate wurden miteinander
vereinigt, und es wurden 100 Liter Filtratgemisch erhalten.
Die Filtrate wurden auf pH 3,0 mit wisseriger Natrium-
hydroxidiSsung eingestellt und durch eine 12 Liter Amber-
lite XAD-2 Siule gegeben. Die Siule wurde mit 30 Liter
Wasser gewaschen und mit 30 Liter wisserigem Aceton
eluiert. Das Eluat wurde gesammelt und eingeengt auf 5,5
Liter. Nach Entfernung der sich gebildeten Verunreinigun-
gen wurde Wasser zu dem Riickstand hinzugefiigt, um 10
Liter Lésung zu erhalten. Die so erhaltene Losung wurde auf
PH 3,5 mit verdiinnter wisseriger Chlorwasserstoffsiurels-
sung eingestellt und dann durch eine 3 Liter Amberlite
IRA-68 (Cl-Typ)-Siiule gegeben. Nach Waschen der Siule
mit 6 Liter Wasser wurde mit wiisseriger Losung (pH 7,2),
die 1 M Natriumnitrat und 0,1 M Nairiumacetat enthielt,
eluiert. Es wurden etwa 5 Liter 1.6sung mit antimikrobiellem
aktivem Material erhalten. Die Losung wurde auf pH 3,0
eingestellt, durch eine ein Liter Amberlite XAD-2-Siule ge-
geben, und nach dem Waschen der Siule mit Wasser wurde
die Siule mit wéisserigem 50%igem Aceton gewaschen. Es
wurde etwa 400 ml wisserige L&sung mit antimikrobiellem
aktivem Material erhalten. Durch Lyopholisierung der L&-
sung wurde etwa 18 g Rohprodukt der hergestellten Ver-

49 bindung 1 erhalten.

Dann wurde 18 g des rohen Pulvers einer Siulenchroma-
tographie unter Verwendung von etwa 800 ml DEAE-Sepha-
dex A-25 (Essigsiure-Typ) unterworfen. Die Siule war mit
einer kleinen Menge 0.5 M Ammoniumbromid-Essigsiure
pufferldsung gefiillt. Es wurde in die effektiven Komponen-
ten fraktioniert. Die erhaltenen antimikrobiell aktiven Frak-
tionen wurden gesammelt, durch eine 500 m! Amberlite
XAD-2-Siiule gegeben, und nach dem Waschen der Siule
mit Wasser wurde die Siule mit einer wiisserigen 25 zigen
Acetonl6sung eluiert. Die erhaltenen Eluate wurden zum
Trocknen eingedampft.

Dann wurde ein Losungsmittelgemisch aus Isopropanol :
Wasser (7 : 3 Volumenverhiltnis) verwendet, um den er-
haltenen Riickstand des Produktes einer Siulenchromatogra-
phie unter Verwendung von mikrokristalliner Cellulose (Avi-
cel), priipariert mit einem L8sungsmittelgemisch der gleichen,
vorstehend angegebenen Zusammensetzung, zu unterwer-
fen. Die erhaltene antimikrobiell aktive Fraktion wurde trop-
fenfdrmig auf cine Diinnschichtplatte aus Avicel SF aufge-
tragen, und mit einem Gemisch aus Isopropanol : n-Butanol :
Essigsiiure : Wasser (21 : 3: 7 : 9 Volumenverhiiltnis) ent-
wickelt. Dann wurde Pyridinldsung ven 0,25¢7 Ninhvdrin
aufgespriiht und anschliessend erwiirmt, um die Firbung zu
entwickein. Dann wurden die Fraktionen mit einem Rf-Wert
von 0,39 gesammelt, die Fraktion im Vakuum bei etwa
45-50°C zur Trockne eingedampft. Der erhaltene Riickstand
wurde eciner Siiulenchromatographie mit mikrokristalliner
Cellulose (Avicel) unterworfen. Die Fiillung war mit einem



Lgsungsmittelgemisch aus Isopropanol : n-Butanol : Essig-
sidure : Wasser (21: 3 : 7: 9 Volumenverhiiltnis) prépariert.
Die so erhaltene antimikrobiell aktive Fraktion wurde dann
einer Diinnschichtchromatographie mit Avicel SF unter Ver-
wendung des vorstehend genannten Losungsmittelgemisches
unterworfen und unter gleicher Nachbehandlung weiterver-
arbeitet. Die Fraktionen mit dem Rf-Wert 0,39 wurden ge-
sammelt und im Vakuum zur Trockne eingedampft. Der
Produktriickstand wurde mit mikrokristalliner Cellulosesdu-
lenchromatographie unter Verwendung eines Losungsmittel-
gemisches aus n-Butanol : Essigsdure : Wasser (6: 1,5: 2,5
im Volumenverhiltnis) weitergereinigt. Die gereinigte aktive
Fraktion wurde zur Trockne eingedampft und dann in einer
kieinen Mengen destilliertem Wasser aufgenommen. Die Lo-
sung wurde in einer Siule Sephadex G-10 unter Verwendung
von Wasser entwickelt. Die Fraktionen mit antimikrobieller
Aktivitdt wurden gesammelt und einer Diinnschichtchroma-
tographie, wie schon vorstehend erldutert, unter Verwendung
eines Losungsmittelgemisches aus n-Butanol : Essigsiure :
Wasser (6 : 1,5 : 2,5 im Volumenverhiiltnis) unterworfen.
Die Fraktionen mit Rf-Werten 0,32 wurden gesammelt, ein-
geengt und dann einer Lyophilisation unterworfen. Es wur-
den etwa 80 mg weisse 7-(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-3-
-(5-carboxymethylthio-1,3,4-thiodiazol-2-yl)thiomethyl-7-
-methoxy-A®-cephem-4-carbonsiure erhalten. Das erhaltene
Zwischenprodukt wird gemiss den Angaben im Beispiel 10
zum Endprodukt weiter umgesetzt.

Beispiel 2

Herstellung von 7-(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-3-(1-
-methyl-1H-tetrazol-3-yl)thiomethyl-7-methoxy-A3-cephem-
-4-carbonsiure II als Zwischenprodukt der Formel (11):

Ein Kulturmedium, welches 1% Stirke, 1% Glukose,,
1,5% Sojabohnenmehl, 0,5¢% Hefextrakt, 0,1% Dixaliumhy-
drogenphosphat, 0,052 Magnesiumsulfat und 0,3% Natrium-
chlorid enthielt, wurde in 500 m! Sakaguchi-Flaschen mit
jeweils 100 ml gefiillt und 20 Minuten bei 120°C sterilisiert.
Dann wurde jedes Medium mit Streptomyces oganonensis
Y-G19Z-Stamm beimpft. Anschliessend wurde 48 Stunden
bei 30°C kultiviert. Dann wurde das schon genannte Kul-
turmedjum in zwei Liter Sakaguchiflaschen mit jeweils 400
ml eingefiillt. Nach dem Sterilisieren fiir 20 Minuten bei
120°C wurde jedes Medium mit 2-3 der vorstehend erhalte-
nen Kulturbrithe beimpft und anschliessend weitere 24 Stun-
den bei 30°C kultiviert, um einen Impfansatz zu erhalten.

60 Liter eines Kulturmediums, welches 7% Stiirke, 2%
Glutenmehl, 2% Sojabohnendl, 0,8%% Glycerin, 0,19 Ca-
saminosiure, 0,01¢¢ Ferrisuifat und 55 g Natriumhydroxid
enthielt, wurde in zwei Liter Fermentoren mit jeweils 10 ml
Adecanol als Entschiumungsmittel gefiillt. Nach dem Ste-
rilisieren fiir 30 Minuten bei 120°C wurde jedes Medium mit
800 ml des vorstehend hergestellten Impfansatzes versetzt,
und anschliessend wurde 24 Stunden bei 30°C kultiviert.
Dann wurde 1-Methyl-5-mercapto-1H-tetrazol in wisseri-
ger Natriumhydroxidldsung aufgelsst. Die Losung wur-
de bei hohem Druck sterilisiert und zu der Kulturbriihe hin-
zufiigt, um deren Konzentration auf 0.05¢% einzustellen.

Das Gemisch wurde 20 Stunden weiter kultiviert.

Nach vollstiindiger Kultivierung wurde die so gebildete
Kulturbriihe auf pH 2.0 eingestelit und dann mit Radiolite
als Hilfsmittel zum Filtrieren unter Rithren versetzt, das

‘Gemisch unter Verwendung einer Filterpresse filtriert. Die

erhaltenen Filtrate wurden vereinigt, und es wurden etwa
100 Liter Filtratgemisch erhalten.

Das Filtrat wurde auf pH 3.0 mit wiisseriger Natrium-
hydroxydlésung eingestellt, durch eine 12 Liter Amberlite
XAD-2-Sdule gegeben. und nach dem Waschen der Siiule
mit 30 Liter Wasser wurde die Siiule mit 30 Liter einer wiisse-
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rigen 509 igen Acetonldsung eluiert. Das Eluat wurde auf
5,5 Liter eingeengt, und das Konzentrat wurde auf pH 3,5
mit verdiinnter wiisseriger Chlorwasserstoffsdureldsung einge-
stellt und durch eine Dreiliter Amberlite IRA-68 (CI-Typ)-
Siule geleitet. Die Sdule wurde mit 6 Liter Wasser gewa-
schen und mit einer wisserigen Losung (pH 7,2), die 1 M
Natriumnitrat und 0,1 M Natriumacetat enthielt, fraktioniert.
Es wurden etwa 5 Liter einer Losung, die ein antimikrobiell
aktives Material enthielt, erhalten. Die Losung wurde auf pH
3,0 eingestellt, durch eine Einliter Amberlite XAD-2-Séule ge-
geben, mit Wasser gewaschen und mit einer wésserigen L&-
sung von 50%igem Aceton eluiert. Es wurde etwa 400 ml
wisserige Losung, die das antimikrobiell aktive Material ent-
hielt, gewonnen. Durch Lyophilisierung der Lésung wurde
etwa 54 g des rohen Pulvers der hergestellten Verbindung II
erhalten. Das rohe Pulver wurde einer Siulenchromatogra-
phie mit etwa 800 m! DEAE Sephadex A-25 (Essigsdure-
Typ), gefiillt mit einer kleinen Menge 0,5 M Ammonium-
bromid-Essigsiurepufferlosung, unterworfen, um die akti-
ven Komponenten zu fraktionieren. Die antimikrobiell ak-
tiven Fraktionen wurden gesammelt, durch eine 500 ml Am-
berlite XAD-2-Siule gegeben. Die Sdule wurde mit Was-

ser gewaschen und mit einer wésserigen Losung von 25%-
igem Acecton eluiert. Die antimikrobiell aktiven Fraktionen
wurden gesammelt und dann im Vakuum zur Trockne einge-
dampft.

Der gebildete Riickstand wurde der Sdulenchromatogra-
phie unter Verwendung von mikrokristalliner Cellulose (Avi-
cel) unterworfen, gefiillt mit einem Lésungsmittelgemisch
aus Isopropanol : Wasser (7 : 3 Volumenverhiltnis) unter
Verwendung des Losungsmittelgemisches mit der vorstehend
angegebenen Zusammensetzung. Die erhaltene antimikro-
biell aktive Fraktion wurde gesammelt, tropfenférmig auf
eine Diinnschichtplatte aus Avicel SF aufgetragen, mit einem
Losungsmittelgemisch aus n-Butanol : Essigsdure : Wasser
(6 : 1.5 : 2,5 Volumenverhiiltnis) entwickelt und eine Lo-
sung von 0,25¢¢ Ninhydrin in Pyridin wurde aufgespriiht,
und anschliessend wurde durch Erwdrmen die Anfirbung
entwickelt. Dann wurden die Fraktionen mit dem Rf-Wert
0,31 gesammelt. Die Fraktionen wurden unter vermindertem
Druck eingeengt und getrocknet. Der gebildete Riickstand
wurde einer Siulenchromatographie mit mikrokristalliner Cel-
lulose (Avicel) unterworfen. Die Fiillung war mit einem Lo-
sungsmittelgemisch aus Isopropanol : n-Butanol : Essigsiiure :
Wasser (21 : 3: 7: 9 Volumenverhiltnis) priipariert. Die
erhaltenen antimikrobiell aktiven Fraktionen wurden einer
Diinnschichtchromatographie mit Avicel SF mit dem L6-
sungsmittelgemisch mit der zuvor genannten gleichen Zusam-
mensetzung unterworfen, wobei die gleiche Prozedur, wie vor-
stehend angegeben, angewendet wurde. Die Fraktionen mit
dem Rf-Wert 0,39 wurden gesammelt und im Vakuum zur
Trockne eingedampft.

Der so gebildete Riickstand wurde einer mikrokristallinen
Cellulosesdulenchromatographie unter Verwendung eines Lo-
sungsmittelgemisches aus n-Butanol : Essigsiiure : Wasser
(6:1,5:2,5 Volumenverhiltins) unterworfen, um effek-
tive Komponente zu reinigen. Die so gereinigte aktive Frak-
tion wurde im Vakuum zur Trockne eingedampft, in einer
kleinen Menge destilliertem Wasser aufgeldst und in einer
Sephedex G 10-Siiule unter Verwendung von destilliertem
Wasser entwickelt. Die Fraktionen mit antimikrobieller Akti-
vitiit wurden gesammelt und einer Diinnschichtchromatogra-
phie unter Verwendung eines Ldsungsmittelgemisches aus
n-Butanol : Essigsiiure : Wasser (6 : 1.5 : 2.5 Volumenver-
hiiltnis), wie vorstehend angegeben, unterworfen. Dann wur-
den die Fraktionen mit dem Rf-Wert 0,31 gesammelt, kon-
zentriert und dann lyophilisiert. Es wurde etwa 60 mg weis-
ses 7-(5-Amino-S-carboxyvaleramido)-3-(1-methyl-1H-tetra-
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zol-5-yl)thiomethyl-7-methoxy- \*-cephem-4-carbonsiure
erhalten. Das erhaltene Zwischenprodukt wird gemiss den
Angaben im Beispiel 8 Abschnitt b) zum Endprodukt weiter
umgesetzt.

Beispiel 3

Herstellung von 7-(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-7-
-methoxy-3-( 5-methyl-1,3 4-thiadiazol-2-yljthiomethyl-A%-
-cephem-4-carbonsiure I als Zwischenprodukt der Formel
(D).

Ein Kulturmedium, welches 1% Stirke, 15 Glukose,
1,5% Sojabohnenmehl, 0,5% Hefeextrakt, 0,15 Dikalium-
hydrogenphosphat, 0,05% Magnesiumsulfat und 0,3% Na-
triumchlorid enthielt, wurde in 500 ml Sakaguchiflaschen
mit je 100 ml gefiillt und 20 Minuten bei 120°C sterilisiert.
Jedes Medium wurde dann mit Streptomyces oganonensis
Y-G19Z Stamm beimpft und 48 Stunden bei 30°C kultiviert.
Ein weiteres Kulturmedium, wie vorstehend beschrieben, wur-
de in Zweiliter Sakaguchiflaschen mit je 400 ml gefiillt und
20 Minuten bei 120°C sterilisiert. Jedes Medium wurde mit
der vorstehend kultivierten Brithe mit einer 2-3 %igen Kon-
zentration beimpft und dann 24 Stunden bei 30°C kultiviert,
wodurch eine Animpfkultur erhalten wurde.

Separat wurden je 60 Liter des Kulturmediums, das 7%
Stérke, 25 Glutenmehl, 255 Sojabohnenmehi, 0.8% Gly-
cerin, 0,1¢¢ Casaminsiure. 0,01% Ferrisuifat und 55 g Na-
triumhydroxid enthieit, in zwei 100 Liter Fermentoren zu-
sammen mit 10 ml Adecanol als Entschiumungsmittel ge-
fiillt. Es wurde 30 Minuten bei 120°C sterilisiert und mit
800 ml der Animpfungskultur beimpft. Es wurde 24 Stunden
bei 30°C kultiviert. Dann wurde 2-Mercapto-5-methyl-1,3,4-
-thiadiazol in wisseriger Natriumhydroxidldsung geldst und
unter hohem Druck sterilisiert und zu der Kulturbriihe hin-
zugegeben, so dass die Konzentration davon 0,055 in der
Briihe betrug, worauf 90 Stunden weiter kultiviert wurde.

Nach beendeter Kultivierung wurde die Kulturbriihe auf
PH 2,0 eingestellt und mit Radiolite als Filterhilfsmittel un-
ter Rithren vermischt. Das Gemisch wurde unter Verwen-
dung einer Filterpresse filtriert und die Filtrate wurden ver-
einigt und ergeben etwa 100 Liter Filtratgemisch.

Das Filtrat wurde auf pH 3.0 eingestellt durch Zugabe
von wisseriger Natriumhydroxidldsung und dann durch eine
12 Liter Amberlite XAD-2-S4ule gegeben. Die Siule wurde
mit 30 Liter Wasser gewaschen. Es wurde mit 30 Liter wiis-
serigem 50¢zigem Aceton eluiert. Das Eluat wurde auf 5,5
Liter eingeengt, und das Konzentrat wurde auf pH 3,5 mit
verdiinnter wésseriger Chlorwasserstoffsiureldsung einge-
stellt und durch eine 3 Liter Amberlite IRA-68 (Cl-Typ)Siu-
le gegeben. Die Siule wurde mit 6 Liter Wasser gewaschen.
Es wurde mit einer wiissrigen Losung (pH 7.2), die I M Na-
triumnitrat und 0.1 M Natriumacetat enthielt, eluiert. Es
wurde etwa 3 Liter eines antimikrobiell aktiven Materials
erhalten. Die Losung wurde auf pH 3.0 eingestellt und durch
eine Einliter-Amberlite XAD-2-Siule gegeben. Nach dem
Waschen der Sdule mit Wasser wurde die Siiule mit einer
wisserigen Lésung von 50igem Aceton eluiert. Es wurde
etwa 400 ml wiisserige Losung, die das antimikrobiell ak-
tive Material enthielt, gewonnen. Das Produkt wurde lyophi-
lisiert.

Unter Verwendung eines Lésungsmittelgemisches aus
n-Butanol : Essigsiture : Wasser (+ : 1 : 2 Volumenverhiltnis)
wurde der gebildete Riickstand einer Siiulenchromatographie
unterworten unter Verwendung mikrokristalliner Cellulose
{Avicel), gefiillt mit dem Lésungsmittelgemisch der vorste-
hend angegebenen gleichen Zusammensetzung. Dann wurden
die erhaltenen antimikrobiell aktiven Fraktionen fraktioniert
und tropfenférmig auf eine Diinnschichtplatte von Avicel
SF aufgetragen und mit cinem L3sungsmittelgemisch Iso-
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propanol : n-Butanol : Essigséiure : Wasser 21:3:7:9 im
Volumenverhiltnis) entwickelt. Eine Pyridinlésung von
0,25% Ninhydrin wurde iibergespriiht und unter Erwirmen
die Anfirbung entwickelt. Die Fraktionen mit dem Rf-Wert
0,43 wurden gesammelt und im Vakuum zur Trockne bei
45-50°C gebracht. Der erhaltene Riickstand wurde der Siu-
lenchromatographie mit mikrokristalliner Cellulose (Avicel)
unterworfen. Die Sdule war pripariert mit einem Lésungs-
mittelgemisch aus Acetonitril : Wasser (7 : 3 Volumenver-
héiltnis). Die erhaltene antimikrobiell aktive Fraktion wurde
einer Diinnschichtchromatographie mit Avicel SF, wie bei
der vorstehenden Prozedur unterworfen. Dann wurden die
Fraktionen mit dem Rf-Wert 0,43 gesammelt und zur Trock-
ne eingedampft. Es wurde 0,78 g rohes Pulver erhalten.

Das Pulver wurde in einer kleinen Menge destilliertem
Wasser aufgeldst und in einer Siule aus Sephadex G 10 un-
ter Verwendung von destilliertem Wasser entwickelt. Die
antimikrobiell aktiven Fraktionen wurden fraktioniert und
einer Diinnschichtchromatographie unter Verwendung eines
Lésungsmittelgemisches aus n-Butanol : Essigsiure : Wasser
(4 : 1: 2 Volumenverhiltnis), wie vorstehend angegeben,
unterworfen. Die Fraktionen mit den Rf-Wert 0,43 wurden
gesammelt, eingeengt und Iyophilisiert. Es wurden 82 mg
weisse 7-(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-7-methoxy-3-(5-me-
thyi-1,3,4-thiadiazol-2-yl)-thiomethyi- A®-cephem-4-carbon-
sdure erhalten. Das erhaltene Zwischenprodukt wird gemiss
den Angaben im Beispiel 9 zum Endprodukt weiter umge-
setzt.

Beispiel 4

Durch Anwendung des gleichen Verfahrens, wie im Bei-
spiel 1 angegeben, jedoch unter Verwendung einer Losung
von bis(5-Carboxymethylthio-1.3,4-thiadiazol-2-yl)disulfid,
hergestellt durch Aufidsen des Disulfids in wasserhaltigem
Methanol und Sterilisation durch Filtration mittels Millipore-
filter in diesem Beispiel anstelle der Lésung von 5-Mercapto-
-1,3,4-thiadiazol-2-thioessigsiure, hergestellt in Wasser unter
Verwendung wiisseriger Natriumhydroxididsung und Sterili-
sation bei hohem Druck, wurde 23 g Rohpulver der herge-
stellten Verbindung I erhalten. Durch Reinigen des Pro-
duktes, wie im Beispiel 1 angegeben, wurde etwa 45 mg
7-(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-3-(5-carboxymethylthio-
-1,3,4-thiadiazol-2-yhthiomethyl-7-methoxy- \*-cephem-4-
-carbonsiure (hergestellte Verbindung 1) als Zwischenproduks
erhalten,

Beispiel 5

Durch Anwendung des gleichen Verfahrens, wie im Bei-
spiel 2 angegeben, jedoch unter Verwendung einer Losung
von bis(1-Methyl-1H-tetrazol-5-yl)disulifid, hergestellt durch
Auflésen des Disulfids in Wasser enthaltendem Methanol
und Sterilisation durch Filtration mittels Milliporefilter in
diesem Beispiel anstelle einer Lésung von 1-Methyl-5-mer-
capto-1H-tetrazol. hergestellt durch Auflésen des Tetrazols
in Wasser unter Verwendung einer wisserigen Natriumhy-
droxidlsung und Sterilisation bei hohem Druck, wurde et-
wa 26 g des rohen Pulvers der hergesteliten Verbindung I1
erhalten. Durch Reinigen des Produktes, wie im Beispiel 2
angegeben. wurde etwa 37 mg 7-(5-Amino-5-carboxyvaler-
amido)-3-(1-methyl-1H-tetrazol-5-y])-thiomethyl-7-methoxy-
- \*-cephem-4-carbonsiiure (hergestellte Verbindung II) als
Zwischenprodukt erhalten. Das erhaltene Zwischenprodukt
wird gemiiss den Angaben im Beispiel 8 Abschnitt by zum
Endprodukt weiter umgesetzt.

Beispiel 6
Durch Anwenden des gleichen Verfahrens wie im Bei-
spiel 3 angegeben, wurde durch Einsetzen einer Lisung von



bis(5-Methyl-1.3,4-thiadiazol-2-yl)disulfid, hergestellt durch
Auflosen des Disulfids in wasserhaltigem Methanol, und
Sterilisation durch Filtration mittels Milliporfilter in diesem
Beispiel anstelle der Losung von 2-Mercapto-5-methyl-1,3,4-
-thiadiazol, hergestellt in Wasser unter Verwendung einer
wisserigen Natriumhydroxidisung und Sterilisation bei ho-
hem Druck, etwa 19 g rohes Pulver der hergestellten Ver-
bindung III erhalten. Durch Reinigen des Produktes, wie
im Beispiel 3 angegeben, wurde etwa 50 mg 7-(5-Amino-5-
-carboxyvaleramido)-7-methoxy-3-(5-methyl-1,3,4-thiadia-
zol-2-yl)thiomethyl-A3-cephem-4-carbonsiure (hergestellte
Verbindung I{I) als Zwischenprodukt erhalten. Das erhalte-
ne Zwischenprodukt wird geméss den Angaben im Beispiel
9 zum Endprodukt weiter umgesetzt.

Beispiel 7

Herstellung von 7-(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-7-
-methoxy-3-(1,3,4-thiadiazol-2-yl)thiomethyl-A3-cephem-4-
-carbonsdure IV als Zwischenprodukt der Formel (II):

Ein Kulturmedium, welches 1% Stiirke, 1% Glukose,
1,5% Sojabohnenmehl, 0,5% Hefeextrakt, 0,1% Dikalium-
hydrogenphosphat, 0,05% Magnesiumsulfat und 0,3% Na-
triumchlorid enthielt, wurde in 500 m! Sakaguchiflaschen
mit je 100 ml gefiilit, 20 Minuten bei 120°C sterilisiert und
mit dem Streptomyces oganonensis Y-G19Z-Stamm beimpft.
Anschliessend wurde 48 Stunden bei 30°C kultiviert. Ein wei-
teres vorstehendes Kulturmedium wurde in Zweiliter Saka-
guchiflaschen mit jeweils 400 ml gefiillt und 20 Minuten bei
120°C sterilisiert. Dann wurde mit 2-3% der Kulturbriihe,
die gemiss dem vorstehenden Verfahren hergestellt wurde,
angeimpft. Es wurde 24 Stunden bei 30°C kultiviert, um
eine Animpfkultur zu erhalten.

Separat wurden 60 Liter eines Kulturmediums, das 7%
Stirke, 2% Glutenmehl, 2% Sojabohnenmehl, 0,8% Glyce-
rin, 0,1% Casaminosiure, 0,01% Ferrisulfat und 55 g Na-
triumhydroxid in zwei 100 Liter Fermentoren, zusammen
mit 10 ml Adecanol als Entschiumungsmittel gefiillt und 30
Minuten bei 120°C sterilisiert. Dann wurde mit 800 ml der
Animpfkultur beimpft. Es wurde 24 Stunden bei 30°C kulti-
viert. Dann wurde eine Ldsung von 2-Mercapto-1,3,4-thia-
diazol, hergestellt durch Aufldsen des Thiadiazols in Wasser
unter Verwendung einer wiisserigen Natriumhydroxidldsung
und Sterilisation unter hohem Druck, zu der Kulturbriihe
hinzugefiigt, so dass die Konzentration des Thiadiazols 0,05%
betrug. Der Ansatz wurde dann 90 Stunden weiter kultiviert.

Nach vollstindiger Kultivierung wurde die Kulturbrithe
auf pH 2,0 eingestellt und unter Riihren mit Radiolite als
Filterhilfsmittel versetzt. Das Gemisch wurde unter Ver-
wendung einer Filterpresse filtriert und die Filtrate wurden
vereinigt, wodurch etwa 100 Liter des Filtratgemischs er-
halten wurden.

Das Filtrat wurde auf pH 3.0 eingestellt, durch eine 12
Liter Amberlite XAD-2-Sdule gegeben. Die Siule wurde mit
30 Liter Wasser gewaschen. Es wurde mit 30 Liter wiisseri-
ger 50 iger Acetonldsung eluiert. Die Eluate wurden bis
aut 5,5 Liter eingeengt. Das Konzentrat wurde auf pH 3.5
eingestellt und durch eine 3 Liter Amberlite IRA-68 (Cl-
Typ)-Siiule gegeben. Die Siiule wurde mit 6 Liter Wasser ge-
waschen. Eluiert wurde mit einer wiisserigen Losung (von pH
7.2), die 1 M Natriumnitrat und 0,1 M Natriumacetat ent-
hielt. Es wurden etwa § Liter einer Losung, die antimikro-
biell aktives Material enthielt, erhalten. Die Ldsung wurde
auf pH 3.0 eingestellt, durch eine Einliter-Amberlite XAD-
-2-Siule gegeben und mit Wasser gewaschen. Es wurde mit
einer wiisserigen 50¢zigen Acetonldsung gewaschen. Es wur-
den etwa 400 ml wiisserige Losung, die das antimikrobiell
aktive Material enthielt, gewonnen. Die Losung wurde lvophi-
lisiert. Unter Verwendung eines Losungsmittelgemisches aus
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n-Butanol : Essigsidure : Wasser (4 : 1: 2 Volumenverhilt-
nis) wurde der gebildete Riickstand einer Sdulenchromato-
graphie unterworfen unter Verwendung mikrokristalliner

Cellulose (Avicel) und mit dem Ldsungsmittelgemisch der

5 gleichen vorstehenden Zusammensetzung prépariert. Die anti-
mikrobiell aktiven Fraktionen wurden fraktioniert, tropfen-
férmig auf eine Diinnschichtplatte aus Avicel gebracht, ent-
wickelt unter Verwendung eines Losungsmittelgemischs aus
Isopropanol : n-Butanol : Essigsédure : Wasser (21 :3:7:9)

10 im Volumenverhiltnis. Dann wurde eine Pyridinl&sung von
0,25% Ninhydrin aufgespriiht und durch Erwédrmen die An-
farbung entwickelt. Hierauf wurden die Fraktionen mit dem
Rf-Wert 0,39 gesammelt und im Vakuum bei 45-50°C zur
Trockne eingedampft. Der Produktriickstand wurde einer

15 S#ulenchromatographie mit mikrokristalliner Cellulose (Avi-
cel) unterworfen und mit einem Losungsmittelgemisch aus
Acetonitril : Wasser (7 : 3 Volumenverhiltnis) pripariert.
Die antimikrobiell aktiven Fraktionen wurden ebenfalls einer
Diinnschichtchromatographie mit Avicel SF wie in dem vor-

20 stehenden Verfahren unterworfen. Die Fraktionen mit dem
Rf-Wert 0,39 wurden gesammelt, im Vakuum zur Trockne
eingedampft. Es wurde 0,92 g rohes Pulver erhalten.

Das rohe Pulver wurde in einer kleinen Menge destil-
liertem Wasser aufgeldst und dann einer Sdulenchromato-

25 graphie unter Verwendung von Amberlite CG-50 (H-Typ)
mit destilliertem Wasser unterworfen, und die antimikrobiell
aktiven Fraktionen wurden gesammelt, konzentriert und
lyophilisiert. Der Riickstand wurde in einer kleinen Menge
destilliertem Wasser aufgeldst und in einer Siule aus Se-

3p phedex G 10 unter Verwendung von destilliertem Wasser
entwickelt, die antimikrobielle Aktivitit jeder Fraktion
wurde gepriift. Die effektiven Fraktionen wurden einer
Diinnschichtchromatographie unter Verwendung eines Ge-
misches aus n-Butanol : Essigsiure : Wasser (4 : 1 : 2

35 Volumenverhiltnis), wie vorstehend beschrieben, unterzo-
gen. Dann wurden die Fraktionen mit dem Rf-Wert 0,38
gesammelt, konzentriert und Iyophilisiert. Es wurden weisse
7-(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-7-methoxy-3-(1,3,4-thia-
diazol-2-yl)thiomethyl-A®-cephem-4-carbonsiure als Zwi-

40 schenprodukt erhalten. Das erhaltene Zwischenprodukt wird
gemiss den Angaben im Beispiel 18 zum Endprodukt weiter
umgesetzt.

Beispiel 8

45 a) FEin Kulturmedium mit pH 6.0, bestehend aus 20 g
Glukose, 4 g Kaliumdihydrogenphosphat, 1 g Magnesium-
sulfat, 2 g Ammoniumsuifat, 0,5 g Calciumchlorid, 0.1 g
Borsiure, 0,04 ¢ Ammoniummolybdat, 0,04 ¢ Mangansulfat,
0.04 g Zinksulfat. 0,45 g Kupfersulfat. 0,025 g Ferrosulfat,

so 20 meg Biotin, 2 mg Thiaminhydrochlorid, 1 g DL-Methio-
nin und 1000 ml Wasser wurde in 500 mi Erlenmeyerkol-
ben gefiillt und mit jeweils 100 ml Abfiillung versehen,
dann in iiblicher Weise sterilisiert. Jedes Medium wurde
mit Trigonopsis variabilis IFO 0755-Stamm beimpft mit an-

ss schliessender Schiittelkultur fiir 72 Stunden bei 30°C.

Nach Abschluss der Kultivierung wurden etwa 1000 ml

der Kulturbriihe gesammelt. Die Briihe wurde bei 2000
Umdrehungen/Minute fiir 30 Minuten bei 4°C zentrifugiert.
Das Mycel wurde gesammelt und in 500 mi einer 0.1 M

& Pyrophosphatpufferldsung mit pH 8.1 suspendiert, um eine
Myecelsuspension zu erhalten. Zu der Mvcelsuspension wur-
den 5 ml Triton X-100 hinzugefiigt, und das Gemisch wur-
de 20-40 Minuten bei 37°C geschiittelt, um das Mycel zu
aktivieren. Dann wurde das geschiittelte Gemisch bei 2000

6s Umdrehungen/Minute 30 Minuten bei 4°C zentrifugiert.
Das aktivierte Mycel wurde gesammelt, zweimal mit einer
Pyrophosphatpufteridsung mit pH 7-8 gewaschen. Dann
wurde 100-200 ml einer 0,1 M Pyrophosphatpufferlosung
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mit pH 8,1 suspendiert, um eine Suspension des aktivierten
Mzycels zu erhalten.

b) In 10 ml einer 0.1 M Pyrophosphatpufferissung mit
pH 8.1, die 0,026 Natriumazid enthielt, wurde 54,5 mg
7-(5-Amino-5-carboxyvaleramido )-7-methoxy-3-(1-methyl-
-1H-tetrazol-5-yl Jthiomethyl- \?-cephem-4-carbonsiure auf-
gelést. Dann wurde 0,5 mi der aktivierten M yeelsuspension
hinzugefiigt. Das Gemisch wurde unter Beliiftung in einem
Wasserbad bei 33°C durchgeriihrt. Das Reaktionssystem wur-
de alle 30 Minuten mit einer Hitachi Hochgeschwindig-
keitsﬂiissigkeitschromatographie-Apparatur unter Verwen-
dung von g Bondapak Ci» Hersteller: Waters Co., Ldsungs-
mittelsystem: Acetonitril : Essigsdure (1: 9 Volumenverhilt-
nis) gepriift, um das Ende der Reaktion zu bestimmen. Die
Retentionszeit des Ausgangsmaterials 7-(5-Amino-5-carboxy-
valeramido)-7-methoxy-3-( 1-methyl-1H-tetrazol-5 -yl)thiome-
thyl-A*cephem-4-carbonsiure betrigt 1 Minute 53 Sekun-
den, wihrend die Retentionszeit von 7-(4-Carboxybutyr-
amido)-7-methoxy-3-(1 -methyl-1H-tetrazol-5 -yl)thiomethyl-
-A*-cephem-4-carbonsiure, die durch die D-Aminosiure-
Oxzidation erhalten wurde, 4 Minuten 54 Sekunden betrigt.

Nach beendeter Reaktion wurde das Mycel durch Zentri-
fugieren entfernt. Das Uberstehende wurde abgetrennt und
wiedergewonnen, auf pH 1.5-2.0 mit verdiinnter wisseriger
’ H;.'droch]orwasserstoffsiiurel(isung eingestellt, und dann wur-
de viermal mit je einem gleichen Volumen Athylacetat ex-
trahiert. Die Athylacetatextrakte wurden gewonnen und mit
Phosphatpufferlésung pH 6,0 reextrahiert. Die Phosphat-
pufferlésung wurde dann auf pH 1.5-2.0 mit verdiinnter
Chlorwasserstoffséurelﬁsung eingestellt und weiter viermal
mit jeweils dem gleichen Volumen an Athylacetat extrahiert.
Die Athylacetatextrakte wurden kombiniert, mit wasser-
freiem Natriumsulfat entwiissert und zur Trockne verdampft.
Das Produkt wurde einer Sdulenchromatographie mit einer
Fiillung aus mikrokristalliner Cellulose (Avicel) mit einem
L&sungsmittelgemisch aus n-Butanol : Essigsiure : Wasser
(4:1:2im Volumenverhiltnis) unterworfen. Entwickelt
und fraktioniert wurde mit dem gleichen Losungsmittel-
gemisch. Die antimikrobielle Aktivitit jeder Fraktion gegen
Proteus mirabilis wurde gepriift und die Fraktionen mit der
antimikrobiellen Aktivitiit wurden ausgesucht, tropfenfor-
mig auf eine Diinnschichtplatte aus Avicel SE gebracht und
mit einem L&sungsmittelgemisch aus Isopropanol : n-Bu-
tanol : Essigsiiure : Wasser (21:3:7:9 im Volumenver-
hiiltnis) und einem Lésungsmittelgemisch aus n-Butanol :
Essigsdure : Wasser (4:1: 2 im Volumenverhiltnis) ent-
wickelt. Dann wurden die Fraktionen, die die Ultraviolett-
absorption mit Manasululicht 2536 & (Hersteller: Mana-
sulu/Kagaku Kogyo K.K.) zeigten und einen Rf-Wert 0,81
und bzw. Rf-Wert 0,64 besitzen, gesammelt. konzentriert und
Ivophilisiert. Es wurden 35 mg reine 7-(4-Carboxybutyrami-
do)-7-methoxy-3-(1 -methyl-1H-tetrazol-5 -vDthiomethyl- A%
-cephem-4-carbonsiure erhalten. Dieses Material besitzt
antimikrobielle Aktivitiit gegen Proteus mirabilis, Salmonella
gallinarum und Escheria coli.

Beispiel 9

In 10 ml einer 0.1 M Pyrophosphatlésung von pH 8.1,
die 0,026+ Natriumazid enthielt, wurde 50 mg 7-(5-Amino-
-5-carboxyva]eramido)-7-methoxy—3-(S-methyl-l.3.4-thia—
diazol-2-vhthiomethyl- \’-cephem-+-carbonsiiure aufgeldst.
Zu der Lésung wurde 0.5 m! der aktivierten Mycelsuspen-
sion von Trigonopsis variabilis [FO 0755, in der gleichen
Weise wie im Beispicl 8 beschricben, zugefiigt. Das Ge-
misch wurde unter Beliiftung in einem Wasserbad bhej 33°C
gehalten, um die D-Aminosiiure-Oxidation durchzufiihren.
Die Beendigung der Reaktion wurde mit der gleichen Hoch-
gcschwindigkeitsﬂﬁssigkeitschromatographie—Apparatur, wie

im Beispiel 8 beschrieben, durchgefiihrt. Die Retentionszeit
des Ausgangsmaterials, 7-(5-Amino-5~carboxyvaleramido)-
-7-methoxy-3-(5~methyl-1,3,4-thiadiazol-2-y] jthiomethyl-A\3-
-cephem-4-carbonsiure betrug 2 Minuten 55 Sekunden und
die Retentionszeit der 7-(4-Carboxybutyramido)-?-methoxy—
-3-(5-methyl-1 ,3,4-thiadiazol-2-yl)thiomethyl— A2-cephem-4-
-carbonsiure, die durch die D-Aminosiure-Oxidation erhal-
ten wurde, betrug 11 Minuten 18 Sekunden.

Nach beendeter Reaktion wurde das Mycel bei 4°C ent-

10 fernt, und das Uberstehende wurde gewonnen, auf pH 1,5-2,0
mit verdiinnter Chlorwasserstoffsiurelésung eingestellt, und
es wurde viermal mit jeweils dem gleichen Volumen Athyl-
acetat extrahiert. Die Athylacetatextrakte wurden vereinigt
und mit einer Phosphatpufferldsung von pH 6 extrahiert.

15 Die Phosphatlésung wurde auf PH 1,5 bis 2,0 eingestelit
und erneut viermal mit jeweils gleichem Volumen Athyl-
acetat extrahiert. Die Athylacetatextrakte wurden gesam-
melt, mit entwissertem Natriumsulfat getrocknet, im Va-
kuum zur Trockne eingedampft. Das Produkt wurde unter

20 Verwendung einer Séule, gefiillt mit mikrokristalliner Cel-
Iulose (Avicel) und einem Losungsmittelgemisch aus n-Bu-
tanol : Essigsiure : Wasser (4:1:2im Volumenverhiltnis)
gereinigt. Der Riickstand wurde unter Verwendung des
gleichen, vorstehend angegebenen Losungsmittelgemisches

25 entwickelt. Die Fraktionen mit antimikrobieller Aktivitit
gegen Proteus mirabilis wurden gesammelt, tropfenf6rmig
auf eine Diinnschichtplatte aus Avicel SF aufgetragen und
mit einem Losungsmittelgemisch aus Isopropanol : n-Buta-
nol : Essigsiiure : Wasser (21:3:7: 9 im Volumenverhilt-

30 nis und bzw. einem Losungsmittelgemisch aus n-Butanol :

Essigsiure : Wasser (4:1:2 im Volumenverhiltnis) ent-

wickelt. Dann wurden die Fraktionen. die die Ultraviolett-

absorption im Manasululicht 2536 A ( Hersteller: Manasulu

Kagaku Kogyo K.K.) aufwiesen und auch einen Rf-Wert

0,82 bzw. Rf-Wert 0,77 besassen, gesammelt, konzentriert

und lyophilisiert. Es wurden 32 mg reines 7-(4-Carboxy-

butyramido)-7-methoxy—3-(5-methyl-1,3.4-thiadiazol-2-yl)-
thiomethyl-33-cephem-4-carbonsﬁure erhalten. Dieses Mate-
rial besitzt antimikrobielle Aktivitit gegen Proteus mirabilis,

Salmonella gallinarum und Escheria coli.
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Beispiel 10

In 10 ml einer 0,1 M Pyrophosphatpufferlsung von
pH 8.1, die 0.026%2 Natriumazid enthielt, wurde in 50 mg
7-(5-Amino-5-carboxyva]eramido)—3-('5-carbox_vmeth_vlthio-
-1.3 ,4-thiadiazol-.’l—y])thiomethyl-7-methoxy—,\3-cephem-4-
-carbonsiure aufgeldst. Nach Zugabe von 0,5 ml der akti-
vierten Mycelsuspension, hergestellt in der gleichen Weise
wie im Beispiel 82 angegeben, wurde das Gemisch unter
Rithren und Beliiftung auf dem Wasserbad bej 33°C gehal-
ten, um die D-Aminosiure-Oxidation durchzufiihren, Das
Ende der Reaktion wurde alle 30 Minuten mit der Hoch-
geschwindigkeitsﬂiissigkeitschromutographie-,\pparatur, wie
im Beispiel 8 angegeben, gepriift. Die Retentionszeit des
Ausgangsmaterials 7-(5-Amino-5-carboxyvaleramido}-3-(5-
-carboxymethyithio-1 .3,4-thiadiazol-2-yhthiomethyl-7-meth-
oxy- \*-cephem-4-carbonsiure betrug 3 Minuten 14 Sekunden
und die Retentionszeit von 7-(4-Carboxybutyramido)-3-(5-
-carboxymethylthio-1 .3.4-thiadiazol-2-yhithiomethyl-7-meth-
oxy- \®-cephem-4-carbonsiure. gebildet durch die Wirkung
des D-Aminosiure oxidierenden Enzyms, betrug 13 Minu-
ten 24 Sekunden.

Nach beendeter Umsetzung wurde das Mycel durch
Zentrifugieren bei 4°C entfernt. Das Uberstehende wurde
wiedergewonnen und dann auf pH 1,5-2,0 mit verdiinnter
wiisseriger Chilorwasserstoffsiiurelésung eingestellt. Es wurde
viermal mit je gleichem Volumen Athvlacetat extrahiert.
Die Athylacetatextrakte wurden gewonnen und vereinigt.

4

“n

50

5

v

<

6

6

&



Der Extrakt wurde mit einer Phosphatpufferlésung bei pH
6,0 reextrahiert. Die Phosphatpufferldsung wurde auf pH
1,5-2,0 mit verdiinnter Chlorwasserstofflsung eingestellt
und erneut viermal mit einem gleichen Volumen Athyl-
acetat extrahiert.

Die Athylacetatextrakte wurden gesammelt und mit
entwissertem Natriumsulfat getrocknet und danach im Va-
kuum zur Trockne eingedampft.

Der Riickstand wurde mit einem Losungsmittelgemisch
entwickelt aus n-Butanol : Essigsiure : Wasser (4: 1:2 im
Volumenverhéltnis) unter Verwendung einer Siule mit einer
Fiillung aus mikrokristalliner Cellulose (Avicel) und des
Lésungsmittelgemisches mit der gleichen vorstehenden Zu-
sammensetzung. Die antimikrobielle Aktivitit jeder Frak-
tion wurde gepriift. Die Fraktionen mit antimikrobieller
Aktivitit gegen Proteus mirabilis wurden gesammelt, trop-
fenférmig auf eine Diinnschichtplatte aus Avicel SF auf-
getragen und mit einem Ldsungsmittelgemisch aus Isopro-
panol : n-Butanol : Essigsdure : Wasser (21:3:7:9 im
Volumenverhiltnis), bzw. einem Lsungsmittelgemisch aus
n-Butanol : Essigséiure : Wasser (4 : 1: 2 im Volumenver-
hiltnis) entwickelt. Dann wurden die Fraktionen, die die
Ultraviolettabsorption im Manasululicht 2536 A (Hersteller:
Manasulu Kagaku Kogyo K.K.) aufweisen und den Rf-Wert
0,79 bzw. 0,72 besitzen, gesammelt, eingeengt und Iyophi-
lisiert. Es werden 30 mg reine 7-(4-Carboxybutyramido)-3-
-(5-carboxymethylthio-1,3,4-thiadiazol-2-yljthiomethyl-7-
-methoxy-A®-cephem-4-carbonsiure erhalten. Dieses Mate-
rial besitzt antimikrobielle Aktivitidt gegen Proteus mirabilis,
Salmonella gallinarum und Escheria coli.

Beispiel 11

a) Ein Kulturmedium, welches 1% Stirke, 1% Gluko-
se, 1,5% Sojabohnenmehl, 0,5% Hefeextrakt, 0,1% Di-
kaliumhydrogenphosphat, 0,05 % Magnesiumsulfat und
0,3% Natriumchlorid enthielt, wurde in 500 ml Sakaguchi-
flaschen in einer Menge von je 100 ml gefiillt. Jede Fla-
schen wurde 20 Minuten bei 120°C sterilisiert. Jedes Medium
wurde mit Streptomyces oganonensis Y-G19Z-Stamm be-
impft und 48 Stunden bei 30°C kultiviert.

Das Kulturmedium wurde ausserdem in Zweiliter Saka-
guchifiaschen in einer Menge von jeweils 400 ml gefiillt und
20 Minuten bei 120°C sterilisiert. Der Ansatz wurde mit
2-3% der Kulturbriihe, die wie vorstehend hergestellt wur-
de, beimpft und 24 Stunden bei 30°C kultiviert. Es wurde
so eine Animpfkultur erhalten.

Separat wurden 60 Liter eines Kulturmediums, welches
7% Stérke, 2% Glutenmehl, 2% Sojabohnenmehl, 0,8 %
Glycerin, 0,1% Casaminosiure, 0,01 % Ferrisulfat und 55 g
Natriumhydroxid in zwei 100 Liter Fermentoren zusammen
mit je 10 ml Adecanol als Antischaummittel versetzt, steri-
lisiert withrend 30 Minuten bei 120°C. Es wurde mit 200 ml
der Animpfkultur, die gemiss der vorstehenden Vorschrift
hergestellt worden war, beimpft. Es wurde 24 Stunden bei
30°C kultiviert. Dann wurde eine Lsung von 5-Mercapto-
-1-methyl-1H-tetrazol, hergestellt aus einer wiisserigen Na-
triumhydroxidldsung und Sterilisation bei hohem Druck,
zu der Kulturbriihe so hinzugegeben, dass die Konzentra-
tion des Tetrazols 0,05z betrug. Die Kultivierung wurde
noch 90 Stunden ausgefiihrt.

Nachdem die Kultivierung volistindig war, wurde die
Kulturbrithe auf pH 2,0 eingestellt und mit Radiolite als
Filterhilfsmittel unter Riihren vermischt. Das Gemisch wur-
de mit einer Filterpresse filtriert und die erhaltenen Filtrate
wurden vereinigt. Es wurden 100 Liter Filtratgemisch mit
cinem Gehalt an 100 meg/ml an 7-(5-Amino-5-carboxy-
valeramido)-7-methoxy-3-(1-methyl-1H-tetrazol-5-yl)thiome-
thyl- \*-cephem-4-carbonsiure erhalten.
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b) Das Filtrat wurde auf pH 3,0 eingestellt und durch
eine 12 Liter Amberlite XAD-2-S#ule gegeben. Die Siule
wurde mit 30 Liter Wasser gewaschen und mit 30 Liter
wilsserigem 50%igen Aceton eluiert. Das Eluat wurde bis

s auf 5,5 Liter eingeengt. Das Konzentrat wurde auf pH 7,5
unter Verwendung wisseriger Natriumhydroxidldsung ein-
gestelit. Nach Entfernen der gebildeten unldslichen Anteile
wurde 320 ml der aktivierten Mycelsuspension des Trigonop-
sis variabilis IFO 0755-Stammes, priipariert nach den An-

1o gaben im Beispiel 8a, zu der Lsung hinzugefiigt. Das Ge-
misch wurde unter Beliiften 4 Stunden durchgeriihrt, auf
pH 1,5-2,0 mit wisseriger Chlorwasserstoffsiureldsung ein-
gestellt. Die Losung wurde viermal unter Verwendung glei-
cher Volumenteile Athylacetat extrahiert. Die Athylacetat-

15 extrakte wurden gesammelt. 20 Liter des so erhaltenen
Athylacetatextraktes wurde dann mit 2 Liter Phosphatpuf-
ferldsung pH 6,0 reextrahiert. Die Phosphatlsung wurde auf
pH 1,5-2,0 mit wisseriger Chlorwasserstoffsiureidsung ein-
gestellt und erneut viermal mit dem gleichen Volumen Athyl-

20 acetat extrahiert. Die Athylacetatfiltrate wurden vereinigt.

8 Liter des so erhaltenen Extraktes wurden im Vakuum
zur Trockne eingedampft. Es wurden etwa 15 g Rohmate-
rial erhalten. Dieses Rohmaterial wurde der Siulenchroma-
tographie unter Verwendung von Cellulosepulver in der

25 gleichen Weise, wie im Beispiel 8b angegeben, unterworfen.
Es wurde 6,1 g weisse 7-(4-Carboxybutyramido)-7-methoxy-
-3-(1-methyl-1H-tetrazol-5-yl)thiomethyl- \*-cephem-4-carbon-
sdure erhalten.

30 Beispiel 12
Ein Kulturmedium, welches 50 g Glukose, 10 g Pepton,
1 g Kaliumdihydrogenphosphat, 0,5 g Magnesiumsulfat,
10 g Malzextrakt, 1 g DL-Methionin und 1000 ml Wasser
mit pH 6,0 enthielt, wurde mit dem Trigonopsis variabilis
35 IFO 0755-Stamm beimpft. Anschliessend wurde kultiviert,
wie im Beispiel 8a angegeben. 1000 ml der so gebildeten
Kulturbrithe wurden gesammelt. Es wurden 1000 ml der
Kulturbriihe bei 2000 Umdrehungen/Minute bei 4°C zen-
trifugiert. Das gebildete Mycel wurde gesammelit. Das My-
40 cel wurde in 200 ml einer 0,1 M Pyrophosphatpufferldsung
pH 8.1 suspendiert. Die Suspension des Mycels wurde in
500 ml Erlenmeyerkolben in 50 mi Portionen eingefiillt.
Dann wurde nach der Zugabe von 5 ml Toluol zu der Sus-
pension die Aktivierung eine Stunde bei 37°C durchgefiihrt.
45 Danach wurde das aktivierte Mycel durch Zentrifugieren
wihrend 30 Minuten bei 2000 Umdrehungen/Minuten ak-
tiviert.
Dann wurde unter Zentrifugieren mit 200 ml einer
0,1 M Pyrophosphatpufferlgsung pH 8.1 gewaschen. Das
50 aktivierte Mycel wurde erneut in 200 ml 0,1 M Pyrophos-
phatpufferldsung pH 8.1 suspendiert. Die Suspension wurde
auf dem Wasserbad bei 50°C durchgefiihrt. um die Kata-
laseaktivitiit zu inaktivieren. Dann wurden 5 ml der akti-
vierten Mycelsuspension zu einer Lsung von 100 mg 7-(5-
55 -Amino-5-carboxyvaleramido)-7-methoxy-3-(1-methyl-1H-
-tetrazol-5-yl)thiomethyl- \*-cephem-4-carbonsiiure in 20 ml
0.1 M Pyrophosphatpufferldsung pH 8.1 gegeben, und nach
dem Durchriihren unter Beliiftung fiir 5 Stunden bei 33°C
wurde das Gemisch, wie im Beispiel 8b angegeben, behan-
60 delt. Es wurde dadurch 7-(4-Carboxybutyramido)-7-methoxy-
-3-(1-methyl-1H-tetrazol-5-yl)thiomethyl- \3-cephem-4-car-
bonsiture hergestellt.

Beispiel 13
65 Das Mycel, erhalten von Trigonopsis variabilis durch
die gleiche Arbeitsweise, wie im Beispiel 8a beschrieben,
wurde bei einer Temperatur unter —20°C fiir mehr als cine
Stunde eingefroren. Dann wurde bei Zimmertemperatur zum
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Auftauen stehen gelassen. Fs wurde in 260 ml 0,1 M Pyro-
phosphatlésung pH 8.1 suspendiert. Danach wurde 5 mi der
Suspension zu einer Lisung von 100 mg 7-(5-Amino-5-
~carboxyvaleramido)-7-methoxy-3-( 1-methyl-1H-tetrazol-5-
-yljthiomethyl- \*-cephem-4-carbonsiure in 20 mi 0,1 M
Pyrophosphatpufferlésung pH 8,1, die 0,026 Natriumazid
enthielt. hinzugefiigt. Nach dem Durchriihren des Gemisches
unter Beliiftung withrend 5 Stunden bei 33°C wurde das
Gemisch in der gleichen Weise. wie im Beispiel 8b ange-
geben, behandelt. Es wurde 7-(4-Carboxybutyramido)-7-
-methoxy-3-(1-methyl-1 H-tetrazol-5-yl)thiomethyl- \3-ce-
phem-4-carbonsiiure erhalten.

Beispiel 14

Zu einer Lésung von 50 mg 7-(5-Amino-5-carboxyvaler-
amido)-3-(3-p-hydrox_vphen},r'l-2-methoxypr0penoyl)oxyme-
thyl-7-methoxy- \*-cephem-4-carbonsiure in 10 ml 0,1 M
Pyrophosphatpufferlésung pH 8.1, die 0,026 Natriumazid
enthilt, wurde 0,5 ml der aktivierten Mycelsuspension, er-
halten von Trigonopsis variabilis, geméss dem im Beispiel 8a
angegebenen Verfahren, hinzugefiigt. Das Gemisch wurde,
wie im Beispiel 8b angegebern, behandelt. Es wurde 7-(4-
~Carboxybutyramido)—3-(3-p-hydroxyphenyl-Z—methoxypro-
penoyl)oxymethyl-7-methoxy—_33-cephem-4-carbonsiiure
erhalten.

Die erhaltenen Fraktionen wurden einer Diinnschicht-
chromatographie mit Avicel unter Verwendung eines L§-
sungsmittelgemisches aus Isopropanol : n-Butanol : Essig-
sdure : Wasser (21: 3 : 7: 9 im Volumenverhiltnis) bzw.
einem Losungsmittelgemisch n-Butanol : Essigsiiure : Was-
ser (4: 1: 2 im Volumenverhiltnis) unterworfen. Die Frak-
tionen mit dem Rf-Wert 0,67 und Rf-Wert 0,67 wurden
gesammelt. Die Fraktion besass die Retentionszeit 5 Minu-
ten und 55 Sekunden in einer Hochgeschwindigkeitsfliissig-
keitschromatographie-Apparatur unter Verwendung von g
Bondapack C,, (Hersteller: Waters Co., Ltd.) und einem
L&sungsmittelgemisch aus Acetonitril : 0,1%% wiisseriger
Essigsiiure (2 : 8 im Volumenverhiltnis). Das Produkt besass
negative Ninhydrinreaktion.

Beispiel 15

a) Herstellung von 7-(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-
-3-(1-methyl-1H-tetrazol-5-yl jthiomethyl-7-methoxy- \*ce-
phem-4-carbonsiure.

Ein Kulturmedium, welches 1¢% Stirke, 1 Glucose,
1.5 Sojabohnenmehl, 0.5 Hefeextrakt. 0.1 Dikalium-
hydrogenphosphat. 0,05 Magnesiumsulfat und 0,3 Na-
triumchlorid enthielt, wurde in 500 ml Sakaguchiflaschen
in jeweils einer Menge von 100 ml eingefiillt. Jedes Medium
wurde 20 Minuten bei 120°C sterilisiert. Das sterile Kultur-
medium wurde mit dem Streptomyces oganonensis Y-
G19Z-Stamm beimpft. Es wurde 48 Stunden bei 30°C kul-
tiviert. Das vorstehend hergestelite Kulturmedium wurde
auch in zwei Liter Sakaguchiflaschen in einer Menge von
jeweils 400 ml eingefiillt. Nach dem Sterilisieren des Me-
diums fiir 20 Minuten bei 120°C wurde das Kulturmedium
mit der im vorstehenden Verfahren erhaitenen Kulturbrithe
in einer Menge von 2-3% beimpft. Es wurde 24 Stunden
bei 30°C kuritiviert, um eine Animpfkultur zu erhalten.

Separat wurden 60 Liter eines Kulturmediums, welches
7 Stiirke. 277 Glutenmehl, 27 Sojabohnenmehl, 0.8 4
Glycerin, 0,1 Casaminosiure, 0.01¢ Ferrisulfat und 55 g
Natriumhydroxid enthielt, in zweihundert Liter Fermentoren
zusammen mit je [0 ml Adecanol als Entschiumungsmittel
cingefiillt. Jedes Kulturmedium wurde fiir 30 Minuten bei
120°C sterilisiert. Es wurde mit 80 ml der nach der vor-
stehenden Arbeitsweise hergestellten Animptkultur beimpft,
Dann wurde zu jedem Fermentor eine Ldsung von 1-Methyl-
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-5-mercapto-1H-tetrazol, hergestelit durch Auflésen in wis-
seriger Natriumhydroxidlésung und Sterilisieren unter hoherr
Druck, so dass der Gehalt 0,055 betrug. Dann wurde die
Kulturbrithe 90 Stunden weiter kultiviert. Nach beendeter
Kultivierung wurde die Kulturbriihe auf pH 2,0 eingestellt
und mit Radiolite als Filterhilfsmittel unter Riihren ver-
mischt. Das Gemisch wurde durch eine Filterpresse filtriert,
und die Filtrate wurden zu etwa 100 Liter Filtratgemisch
vereinigt.

10 Das Gemisch wurde auf pH 3.0 durch die Zugabe von
wisseriger Natriumhydroxidlsung eingestellt. Dann wurde
durch eine 12 Liter-Amberlite XAD-2-Siule gegeben. Die
Sdule wurde mit 30 Liter Wasser gewaschen. Es wurde mit
30 Liter wisserigem 50%igem Aceton eluiert. Das Eluat

15 wurde bis auf 5,5 Liter eingeengt. Das Konzentrat wurde
auf pH 3,5 mit verdiinnter wisseriger Chlorwasserstoff-
sdureldsung eingestelit und durch eine 3 Liter Amberlite
IRA-68 (CI-Typ) Séule gegeben. Die Siule wurde mit 6 Li-
ter Wasser gewaschen und mit wisseriger Lésung (pH 7,2),

20 die 1 n Natriumnitrit und 0,1 M Natriumacetat enthielt,

eluiert. Es wurden etwa 5 Liter Losung, die ein antimicro-

biell aktives Material enthielt, gewonnen. Die Lésung wurde
auf pH 3,0 eingestellt, und sie wurde durch eine 1 Liter

Amberlite XAD-2-Siule gegeben. Die Siule wurde mit Was-

ser gewaschen. Es wurde mit wisserigem 50%igem Aceton

eluiert.

Es wurde etwa 400 m! wisserige L8sung mit antimicro-
biell aktivem Material erhalten, welches lyophilisiert wurde.
Es wurden etwa 54 g rohes Pulver erhaiten. Das rohe Pulver
wurde einer Siulenchromatographie unterworfen. Es wur-
ben hierzu 800 mi DEAE Sephadex A-25 (Essigsdure-Typ)
verwendet und mit einer kieinen Menge 0.5 M Ammonium-
bromid-Essigsdurepufferlésung gefiillt. Es wurden die effek-
tiven Fraktionen isoliert. Die so gesammelten antimicrobiell
aktiven Fraktionen wurden durch eine 500 ml Amberlite
XAD-2-Stule gegeben. Die Sdule wurde mit Wasser gewa-
schen und mit wisserigem 25zigem Aceton eluiert. Das
Eluat wurde dann im Vakuum zur Trockene eingedampft.
Das getrocknete Produkt wurde einer Sidulenchromatogra-
40 phie mit einem Lsungsmittelgemisch aus Isopropanol :
Wasser (7 : 3 im Volumenverhiiltnis) mittels mikrokristal-
liner Cellulose (Avicel) unterworfen. Die Siule war mit dem
Losungsmittelgemisch der vorstehend angegebenen Zusam-
mensetzung gefiillt. Die Fraktionen mit antimikrobieller
Aktivitdt wurden tropfenférmig auf eine Diinnschichtplatte
aus Avicel SF aufgetragen und mit einem Lésungsmittel-
gemisch aus n-Butanol : Essigsiiure : Wasser (6: 1.5: 2.5 im
Volumenverhiltnis) entwickelt.

Eine Pyridiniésung von 0,257 Ninhydrin wurde auf-
gespriiht und die Anfirbung wurde durch Erwiirmen ent-
wickelt. Die Fraktionen mit dem Rf-Wert 0.31 wurden ge-
sammelt, im Vakuum bei 45-50°C zur Trockene eingedampft
und einer Siulenchromatographie mit mikrokristalliner Cel-
lulose (Avicel) unterworfen. Die Siiule enthielt ein Ldsungs-
mittelgemisch aus Isopropanol : n-Butanol : Essigsiure :
Wasser (21:3: 7: 9 im Volumenverhiltnis). Die antimikro-
biell aktiven Fraktionen wurden dann ausgewihit und einer
Diinnschichtchromatographie mit Avicel SF unterworfen.
Hierbei wurde das gleiche vorstehende Verfahren ange-
wendet. Die Fraktionen mit dem Rf-Wert 0.39 wurden ge-
sammelt und im Vakuum zur Trockene eingedampft.

Das getrocknete Produkt wurde in eine Chromatogra-
phiesiiule mit mikrokristalliner Cellulose gegeben.

Es wurde ein Lésungsmittelgemisch aus n-Butanol : Es-
sigsiiure : Wasser (6 : 1,5 : 2.5 im Volumenverhiltnis) ver-
wendet, um eine Reinigung der effektiven Komponente zu
erzielen. Die gereinigten aktiven Fraktionen wurden durch
Konzentration getrocknet, in einer kleinen Menge destillier-
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tem Wasser geldst und in einer Sdule mit Sephadex G 10
unter Verwendung von destilliertem Wasser entwickelt. Die
antimikrobielle Aktivitdt jeder Fraktion wurde gepriift, und
die effektiven Fraktionen wurden ausgewdhlt und einer
Diinnschichtchromatographie unterworfen, wie dies vor-
stehend erldutert wurde.

Es wurde ein Losungsmittelgemisch aus n-Butanol : Es-
sigsiiure : Wasser (6 : 1,5 : 2,5 im Volumenverhiltnis) ver-
wendet. Die Fraktionen mit dem Rf-Wert 0,31 wurden ge-
sammelt, konzentriert und lyophilisiert. Es wurde etwa
60 mg weisse 7-(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-3-(1-methyl-
-1H-tetrazol-5-yl)thiomethyl-7-methoxy-A3-cephem-4-car-
bonsiure erhalten.

b) Herstellung von 7-(4-Carboxybutyramido)-7-methoxy-
-3-(1-methyl-1H-tetrazol-5-yl)thiomethyl-A®-cephem-4-car-
bonséure:

In 10 ml einer 0,1 M Pyrophosphatpufferlésung pH 8,1,
| die 0,02% Natriumazid enthielt, wurde 54,5 mg 7-(5-Amino-
-5-carboxyvaleramido)-7-methoxy-3-(1-methyl-1H-tetrazol-
-5-yl)thiomethyl-A®-cephem-4-carbonsiure, hergestelit in
Stufe a, aufgeldst. Nach Zugabe von 0,5 ml der aktivierten
Myecelsuspension, die in der gleichen Weise, wie im Bei-
spiel 8a angegeben, hergestelit worden war, wurde das Ge-
misch unter Beliiftung auf dem Wasserbad bei 33°C durch-
geriihrt. Der vollstindige Ablauf der Reaktion wurde durch
Priifung des Reaktionsansatzes in 30 Minuten Abstdnden
| mit Hilfe einer Hitachi Hochgeschwindigkeitsfliissigkeits-

r Chromatographieapparatur bestimmt (unter Verwendung

" von y Bandapak C,,, Hersteller: Waters Ltd., Losungsmit-

| telsystem Acetonitril: 0,1% Essigsdureldsung 1: 9 im Vo-

; lumenverhéltnis).

i Die Retentionszeit des Ausgangsmaterials 7-(5-Amino-

-5-carboxyvaleramido)-7-methoxy-3-(1-methyl-1H-tetrazol-
-5-yl)thiomethyl-A3-cephem-4-carbonsiure betrug 1 Minute

" 53 Sekunden, und die Retentionszeit der 7-(4-Carboxybutyr-

. amido)-7-methoxy-3-(1-methyl-1H-tetrazol-5-yl)thiomethyl-

* -A3-cephem-4-carbonsiure, hergestellt durch D-Aminosiure-

Oxidation, betrug 4 Minuten 54 Sekunden. Nach beendeter

Umsetzung wurde das Mycel durch Abzentrifugieren bei

4°C entfernt. Das Uberstehende wurde gesammeit, auf pH

 1,5-2,0 mit verdiinnter wisseriger Chlorwasserstoffsiure

eingestellt. Dann wurde die Losung viermal mit je einem
gleichen Volumen an Athylacetat extrahiert und dann mit
einer Phosphatpufferidsung von pH 6,0 reextrahiert. Die
Phosphatpufferldsung wurde dann eingestellt auf pH 1,5 bis
2,0 mit verdiinnter Chlorwasserstoffsidureldsung und erneut
viermal jeweils mit dem gleichen Volumen Athylacetat ex-
trahiert. Die Athylacetatextrakte wurden vereinigt und durch
Zugabe von wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, im Va-
kuum zur Trockene eingedampft. Das Trockenprodukt wur-
de mit einem L&sungsmittelgemisch aus n-Butanol : Essig-
siure : Wasser (4 : 1: 2 im Volumenverhiltnis) unter Ver-
wendung einer Sdule mit einer Fiillung aus mikrokristalliner
Cellulose (Avicel) entwickelt, wobei das Losungsmittelge-

* misch mit der gleichen vorstehenden Zusammensetzung ver-
. wendet wurde. Die antimikrobielle Aktivitiit jeder Fraktion
" wurde gegen Proteus mirabilis gepriift. Die Fraktionen, die
- die antimikrobielle Aktivitit enthielten, wurden ausgewshlt

i

und tropfenweise auf eine Diinnschichtplatte Avicel SF auf-
getragen. Es wurde mit einem Lésungsmittelgemisch aus Tso-

. propanol : n-Butanol : Essigsiiure : Wasser (21:3:7:9

:

im Volumenverhiiltnis) und einem Lésungsmittelgemisch
aus n-Butanol : Essigsiure : Wasser (4 : 1 : 2 im Volumen-
verhiltnis) entwickelt. Die Fraktionen, die eine Ultraviolett-
Absorption im Manasululicht 2536 A (Hersteller: Manasulu
Kagaku Kogyo K.K.) aufwiesen und den Rf-Wert 0,81

bzw. Rf-Wert (.64 besassen, wurden gesammelt. Diese Frak-
tionen wurden vereinigt, konzentriert und lyophilisicrt, Es
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wurden 35 mg reines 7-(4-Carboxybutyramido)-7-methoxy-
-3-(1-methyl-1H-tetrazol-5-yl)thiomethyl- \*-cephem-4-car-
bonsdure erhalten. Dieses so hergestellte Material besass
antimikrobielle Aktivitit gegen Proteus mirabilis, Salmo-
nella gallinarum und Escherichia coli.

Zusitzlich wurde die Methylesterverbindung, die sich
von dem in diesem Beispiel erhaltenen Produkt ableitet,
durch das im folgenden Referenzbeispiel A angewendete Ver-
fahren hergestellt. Dieser so erhaltene Methylester stimmte
10 in seiner Struktur vollstdndig mit der entsprechenden Ver-

bindung {iberein, die durch das synthetische Verfahren, wel-
ches nachstehend im Referenzbeispiel B angegeben wird,
hergestellt wurde.

Referenz-Beispiel A:

In 10 ml Chloroform wurde 100 mg 7-(4-Carboxybutyr-
amido)-7-methoxy-3-(1-methyl-1H-tetrazol-5-yl)thiomethyl-
-A3-cephem-4-carbonsiure suspendiert. Nach Zugabe von
4 ml einer 1%igen Diazomethan-Atherlosung zu der Sus-

20 pension wurde das Gemisch 30 Minuten bei Zimmertem-
peratur durchgeriihrt. Das erhaltene Reaktionsgemisch wur-
de mit verdiinnter Essigsdure und Wasser gewaschen und
mit wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet und unter
vermindertem Druck eingeengt. Der erhaltene Riickstand

25 wurde einer Sdulenchromatographie unter Verwendung einer
Silikagelsdule unterworfen. Es wurde mit einem Ldsungs-
mittelgemisch aus Benzol : Athylacetat (1 : 3 im Volumen-
verhiltnis) eluiert. Die die Verbindung enthaltenden Frak-
tionen wurden gesammelt und unter vermindertem Druck

30 eingeengt.

Es wurde 80 mg Methyl-7-methoxy-7-(4-methoxycarbo-
nylbutyramido)-3-(1methyl-1H-tetrazol-5-ylthiomethyl-A®-
-cephem-4-carboxylat erhalten.

1780 (Lactam O

15

35 Infrarot-Absorptionsspektrum:

KBr

V ey ch:

)
1725 (Ester, Carbonyl).

40
Kernmagnetisches Resonanzspektrum (CDCly):
3 2,03 (2H, -CO-CHZ-%-CHZ-CO-),
45 2,39 (4H, -CO-CH,-CH,-CH,-CO-),
e e AN
3,51 (3H, 7-position, -OCH,),
3,64 (3H, CH,-0-CO-(CH,);"),
3873H, N— N \{/
\ U +
392 3. — ~y-N N A
i
55 &H . CO0CH 3
Mé/ b n e
N
4,23, 4.53 (2H, %CHE—S- )
60 N
5.04 (1H, 6-Position, -H).
Referenzbeispiel B:
65 a) In ein Gemisch aus 30 mi Athylacetat und 50 ml

Methanol wurden 1.0 g Diphenylmethyl 78-(3,5-di-tert.-butyl-
-4-hydroxybenzylidenamino)-7a-methoxy-3-(1-methyl- 1 H-
-tetrazol-5-yhthiomethyl- \*-cephem-4-carboxylat und 1,6 g
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Gilardreagenz aufgeldst. Das Gemisch wurde 30 Minuten
bei Zimmertemperatur durchgeriihrt. Nach beendeter Un-
setzung wurde das Reaktionsgemisch unter vermindertem
Druck eingeengt, und der gebildete Riickstand wurde in

50 ml Athylacetat aufgeldst und dreimal mit je 20 mi Was-
ser gewaschen. Die gebildete organische Losungsmittel-
schicht wurde abgetrennt mit wasserfreiem Magnesiumsulfat.
Dann wurde das Lésungsmittel unter vermindertem Druck
abdestilliert. Es wurde etwa 0,6 g rohes Diphenylmethyl-78-
-amino-7z«-methoxy-3-(1-methyl-1H-tetrazol-5 -yljthiomethyl-
-A%-cephem-4-carboxylat erhalten. Das Produkt wurde in

10 mi Chloroform aufgeldst und nach dem Abkiihlen der
Lésung auf eine Temperatur von —20°C bis —30°C wurde
0,6 mi Methyl-4-chlor-formyibutyrat tropfenweise zu der
Ldsung unter Riihren hinzugefiigt. Das Gemisch wurde dann
noch eine Stunde bei der gleichen Temperatur durchgeriihrt.
Das Reaktionsgemisch wurde dann mit 20 m! Chloroform
gemischt. Das Gemisch wurde mit 10 ml 1 n Chlorwasser-
stoffsdure gewaschen, und dann wurde mit 10 m! Wasser
nachgewaschen. Die gebildete organische Lésungsmittel-
schicht wurde abgetrennt und mit wasserfreiem Magnesium-
sulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter verminder-
tem Druck abdestilliert. Der gebildete Riickstand wurde
einer Silikagelsdulenchromatographie unterworfen. Die Siu-
le wurde mit einem Lésungsmittelgemisch aus Benzol :
Athylacetat (3 : 1 im Volumenverhiltnis) und danach mit
einem Losungsmittelgemisch aus Benzol : Athylacetat (1: 3
Volumenverhiltnis) eluiert. Es wurde 500 mg reines Diphe-
nylmethy1-7z-methoxy—7B-(4-methoxycarbonylbutyramido)-
-3-(1-methyl-1H-tetrazol-5-yl)-thiomethyl- \*-cephem-4-
-carboxylat mit den folgenden Eigenschaften erhalten.

Kernmagnetisches Resonanzspektrum (CDCl,):
8: 2,00 (2H, -CO-CH,-CH,-CH,-CO-),
A
2,36 (4H, -CO-CH,-CH,-CH,-CO-),
AN AN
3.50 (3H, 7-Position, -Og\—lﬂs),

3,63 [3H, CH,-0-CO-(CH)),],

N—~N ),
i)

!N’N
Gy

._.l/

4,19, 4,44 (2H, -'N\%R CHy-8- ),

3,78 (3H,

S

5,04 (1H. 6-Position, H),

C.H,
6.91 (1H. -gg:CdHa ),

C.H,
732 (I0H, -CHZ ™),
C.H,

b) In 4 ml eines Lésungsmittelgemisches aus Trifluor-
essigsiiure : Anisol (4 : 1 im Volumenverhiltnis) wurde
400 mg Diphenyimethyl 72-Methoxy-78-(4-methoxycarbo-

nylbutyramido)-3-(1-methyl-1H-tetrazol-5 -yl)thiomethyl-A®-
-cephemd4-carboxylat bei Temperaturen von —10°C bis
—20°C aufgeldst. Das Gemisch wurde 30 Minuten bei der
gleichen Temperatur geriihrt. Nach beendeter Umsetzung

s wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck ab-
destilliert. Dann wurde Ather zu dem Riickstand hinzugege-
ben, wodurch rohe Ta-Methoxy-7%-(4-methoxycarbonyl-
butyramido)-3-( 1-methyl-1H-tetrazol-5-yl)thiomethyl-A3-ce-
phem-4-carbonsiure ausfiel, die durch Filtration abgetrennt

10 und in 10 ml Chloroform suspendiert wurde. Die Suspen-
sion wurde mit 0,4 ml einer 1%igen Diazomethan-Ather-
16sung bei 10-20°C vermischt. Das Gemisch wurde 30 Mi-
nuten bei Zimmertemperatur geriihrt. Das gebildete Reak-
tionsgemisch wurde mit verdiinnter Essigsdurel§sung ge-

15 waschen, mit Wasser nachgewaschen. Es wurde iiber was-
serfreiem Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel
wurde unter vermindertem Druck abdestilliert. Der gebildete
Riickstand wurde einer Silicagelsdulenchromatographie un-
terworfen. Die Siule wurde mit einem Lésungsmittelgemisch

20 aus Benzol : Athylacetat (1 : 3 im Volumenverhiltnis) eluiert.

Die die Verbindung enthaltenden Fraktionen wurden ge-
sammelt und unter vermindertem Druck eingeengt. Es wur-
den 150 mg Methyl-7ac-methoxy-m-(4-methoxycarbonyl—
butyramido)-3-(1-methyl-1H-tetrazol-5 -vl)thiomethyl-A3-ce-

25 phem-4-carboxylat mit den folgenden Eigenschaften erhal-
ten:

Infrarot-Absorptionsspektrum:
v EBC o eml 1780 (Lactam O )

1725 (Ester, Carbonyl).

35 Kernmagnetisches Resonanzspektrum (CDCly):
& 2,03 2H, -CO-CHz-QA}’ILZ-CHz-CO-),

2.39 (4H, -CO-CH,-CH,-CH,-CO>),

40
3,51 (3H, 7-Position —OC_I;I‘;),
3,64 [3H, CH,0CO(CH,)-],
45 <
3,87 (3H, N— N —"!/
] oL
392 \ 3m, A NN N Z
l
50 CH COOCH
N
o) 3 (2 -G
4,23, 4,53 (2H, %Cfigv N} ),
s5 5,04 (1H, 6-Position H).

Beispiel 16
a) Herstellung von 7-(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-
60 -7-methoxy-3-(5-methyl-1.3,4-thiadiazol-l-yl)thiomethy]-,\3-
-cephem-4-carbonsiiure.
Ein Kulturmedium, welches 1¢ Stirke, 1 % Glukose,
1.5% Sojabohnenmehl, 0,5%% Hefeextrakt. 0.1¢¢ Dikalium-
hydrogenphosphat, 0,05 Magnesiumsulfat und 0,3% Na-
65 triumchlorid enthielt, wurde in 500 ml Sakaguchiflaschen
in einer Menge von jeweils 100 ml eingefiillt. Jedes Medium
wurde 20 Minuten bei 120°C sterilisiert. Das Kulturmedium
wurde dann mit dem Streptomyces oganonensis Y-G19Z-



Stamm beimpft. Anschliessend wurde 48 Stunden bei 30°C
kultiviert.

Das vorstehende Kulturmedium wurde in 2 Liter Saka-
guchifiaschen in einer Menge von jeweils 400 ml eingefiillt
und 20 Minuten bei 120°C sterilisiert.

Dann wurde mit 2-3% Kulturbrithe, gemiss dem vor-
stehenden Verfahren erhalten, angeimpft. Es wurde 24 Stun-
den bei 30°C kultiviert, um eine Animpfkultur zu erhalten.

Separat wurden 60 Liter eines Kulturmediums, welches
7% Stirke, 2% Glutenmehl, 2% Sojabohnenmehl, 0,8 %
Glycerin, 0,1% Casaminosdure, 0,01 % Ferrisulfat und 55 g
Natriumhydroxid enthielt, in 200 Liter Fermentoren zusam-
men mit 10 ml Adecanol gefiillt und 30 Minuten bei 120°C
sterilisiert. Dann wurde mit 800 mi Animpfkultur, herge-
stellt nach dem vorstehenden Verfahren, geimpft. Es wurde
24 Stunden bei 30°C kultiviert. In jeden Fermentor wurde
eine Losung von 2-Mercapto-5-methyl-1,3,4-thiadiazol, her-
gestellt mit wisseriger Natriumhydroxidiosung und Sterili-
sieren bei hohem Druck, hinzugegeben, so dass ihr Gehalt
0,05% der Kulturbriihe betrug. Die Kultivierung wurde 90
Stunden fortgesetzt.

Nach vollstindiger Kultivierung wurde die Kulturbrithe
auf pH 2,0 eingestellt. Radiolite wurde als Filterhilfsmittel
unter Rithren zugesetzt. Das Gemisch wurde unter Verwen-
dung einer Filterpresse filtriert. Die Filtrate wurden ver-
einigt und ergaben etwa 100 Liter Filtratgemisch.

Das Filtrat wuarde auf pH 3,0 durch die Zugabe von
wisseriger NatriumhydroxidiGsung eingestelit. Die Losung
wurde durch eine 12 Liter Amberlite XAD-2-Siule gegeben.
Die Séule wurde mit 30 Liter Wasser gewaschen und mit
30 Liter wisserigem 50%igem Aceton eluiert. Das Eluat
wird konzentriert bis zu 5,5 Liter, auf pH 3,5 mit verdiinn-

* ter wisseriger Chlorwasserstoffsdureldsungs eingestellt und

in eine 3 Liter Amberlite IRA-68 (Cl-Typ) Stule gefiillt.
Die S#ule wurde mit 6 Liter Wasser gewaschen und mit
einer wisserigen Losung (pH 7,2), die IM Natriumnitrat
und 0,1 M Natriumacetat enthielt, eluiert. Es wurden etwa
5 Liter einer Losung, die antimikrobiell aktives Material
enthielt, gewonnen. Die so erhaltene Lsung wurde auf pH
3,0 eingestellt und in eine 1 Liter Amberlite XAD-2-Siule
eingefiillt. Die Sdule wurde mit 50¢cigem wiisserigen Ace-
ton eluiert. Es wurden etwa 400 ml wiisserige Losung, die
das antimikrobielle Material enthielt. gewonnen. Die Lo-
sung wurde lyophilisiert. Das Produkt wurde einer Siulen-
chromatographie mit einem Losungsmittelgemisch aus n-
Butanol : Essigsdure : Wasser (4 : 1: 2 im Volumenverhilt-
nis) unter Verwendung von mikrokristalliner Cellulose (Avi-
cel) und einer Fiillung mit dem gleichen Ldsungsmittel-
gemisch, wie vorstehend angegeben, unterworfen. Die er-
haltenen antimikrobiell aktiven Fraktionen wurden tropfen-
férmig auf eine Diinnschichtplatte aus Avicel SF aufgetra-
gen, und es wurde mit einem Losungsmittelgemisch Isopro-
panol : n-Butanol : Essigsiiure : Wasser (21:3:7:9im
Volumenverhiltnis) entwickelt. Mit einer Pyridinldsung von
0,25¢% Ninhydrin wurde bespriiht, um durch Erwiirmen an-
zufiirben. Dann wurden die Fraktionen mit dem Rf-Wert
0,43 gesammelt und zur Trockene unter vermindertem
Druck bei 45-50°C eingedampft. Das erhaltene Produkt
wurde der Siiulenchromatographie mit mikrokristalliner Cel-
lulose (Avicel), gefiillt mit einem Ldsungsmittelgemisch aus
Acetonitril : Wasser (7 : 3 im Volumenverhiltnis) unterwor-
fen. Die erhaltenen antimikrobiell aktiven Fraktionen wur-
den einer Diinnschichtchromatographie auf Avicel SF, wie
bei der vorstehenden Arbeitsweise, unterworfen. Dei Frak-
tionen mit dem Rf-Wert 0,43 wurden gesammelt und zur
Trockene unter vermindertem Druck eingedampft. Es wur-
den 0,78 g eines rohen Pulvers erhalten.
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Das Produkt wurde in einer kleinen Menge destilliertem
Wasser aufgeldst und in einer Siule aus Sephadex G 10
unter Verwendung von destilliertem Wasser entwickelt. Die
antimikrobielle Aktivitit jeder Fraktion wurde gepriift. Die
effektiven Fraktionen wurden einer Diinnschichtchromato-
graphie, wie vorstehend angegeben, unter Verwendung eines
Losungsmittelgemisches aus n-Butanol : Essigséure : Was-
ser (4 : 1:2 im Volumenverhéltnis) unterworfen. Dann
wurden die Fraktionen mit dem Rf-Wert 0,43 gesammelt,

10 eingeengt und lyophilisiert. Es wurde 82 mg weisse 7-(5-
-Amino-5-carboxyvaleramido)-7-methoxy-3-(5-methyl-1,3,4-
-thiadiazol-2-yl)thiomethyi-A3-cephem-4-carbonsédure erhal-
ten.

]

b) Herstellung von 7-(4-Carboxybutyramido)-7-methoxy-
15 -3-(5-methyl-1,3,4-thiadiazol-2-yl)thiomethyl- \*-cephem-4-
carbonsiure:

In 10 ml einer 0,1 M Pyrophosphatpufferlésung pH 8,1,
die 0,026 % Natriumazid enthielt, wurde 50 mg 7-(5-Amino-
-5-carboxyvaleramido)-7-methoxy-3-(5-methyi-1,3,4-thia-

20 diazol-2-yl)thiomethyl-A3-cephem-4-carbonsiure aufgeldst.
Nach Zugabe von 0,5 ml der aktivierten Mycelsuspension,
hergestellt unter Verwendung des Trigonopsis variabilis IFO
0755-Stammes, wie im Beispiel 8a angegeben, wurde das
Gemisch unter Beliiftung auf einem Wasserbad bei 33°C
durchgefiihrt, um die D-Aminoséure-Oxidation durchzu-
fithren. Der vollstindige Ablauf der Reaktion wurde durch
Hochgeschwindigkeitsfliissigkeits-Chromatographie, wie im
Beispiel 8b beschrieben, festgestellt. Die Retentionszeit des
Ausgangsmaterials 7-(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-7-

30 -methoxy-3-(5-methyl-1,3,4-thiadiazol-2-yl)thiomethyl-\*-
-cephem-4-carbonsiure betrug 2 Minuten 55 Sekunden und
jene von 7-(4-Carboxybutyramido)-7-methoxy-3-(5-methyl-
-1,3,4-thiadiazol-2-yl)thiomethyl-A3-cephem-4-carbonsiure,
hergestellt durch die D-Aminosdure-Oxidation, betrug 11
Minuten 18 Sekunden.

Nach beendeter Reaktion wurde das Mycel bei 4°C ent-
fernt, und das Uberstehende wurde abgetrennt, auf pH
1,5-2,0 mit verdiinnter wisseriger Chlorwasserstoffsiure-
i6sung eingestellt und viermal mit jeweils dem gleichen Vo-
lumen Athylacetat extrahiert. Die Athylacetatextrakte wur-
den vereinigt, und mit einer Phosphatpufferlésung pH 6,0
reextrahiert. Die Phosphatldsung wurde dann auf pH 1,5
bis 2,0 eingestellt und dann viermal jeweils mit dem glei-
chen Volumen Athylacetat extrahiert. Die Athylacetatex-
trakte wurden vereinigt mit wasserfreiem Natriumsulfat ex-
trahiert und zur Trockene eingedampft. Das Produkt wurde
mit einem Lésungsmittelgemisch aus n-Butanol : Essig-
sdure : Wasser (4 : 1: 2 im Volumenverhiltnis) unter Ver-
wendung einer Siule mit einer Fiillung aus mikrokristalliner
Celiulose (Avicel) unter Verwendung des Losungsmittelge-
misches mit der gleichen vorstehenden Zusammensetzung
entwickelt. Dann wurden die Fraktionen, die antimikro-
bielle Aktivitiit geben Proteus mirabilis besitzen, ausgewihlt,
tropfenférmig auf eine Diinnschichtplatte aus Avicel SF auf-
getragen, und mit einem L8sungsmittelgemisch aus Isopro-
panol : n-Butanol : Essigsiiure : Wasser (21:3:7:9im
Volumenverhiiltnis) und einem Ldsungsmittelgemisch aus
n-Butanol : Essigsiiure : Wasser (4 : 1: 2 im Vclumenver-
hiltnis) entwickelt, um die Fraktionen auszuwihlen, die die
g0 Ultraviolett-Absorption im Manasululicht 2536 A (Herstel-
ler: Manasulu Kagaku Kogyo K.K.) autfweisen und den Rf-
Wert 0,82 bzw. Rf-Wert 0,77 besitzen. Die so ausgewiihlten
Fraktionen wurden konzentriert und dann lyophilisiert. Es
wurden 32 mg reine 7-(4-Carboxybutyramido)-7-methoxy-
-3-(5-methyl-1,3 4-thiadiazol-2-yl)-thiomethyl-\*-cephem-4-
-carbonsiiure erhalten. Dicses Material besitzt antimikro-
biclle Aktivitiit gegen Proteus mirabilis, Salmonella gallina-
rum und Escherichia coli.
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Beispiel 17

a) Herstellung von 7-(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-3-
-(5—carboxymethylthio-l.3,4—thiadiazol-2-yl’)thiomethy]-7-
-methoxy-A®-cephem-4-carbonsiure:

Ein Kulturmedium, welches 1< Stirke, 155 Glukose,
1,5% Sojabohnenmehl, 0,5 Hefeextrakt, 0,1¢¢ Dikalium-
hydrogenphosphat, 0,055 Magnesiumsulfat und 0,3 % Na-
triumchlorid enthielt, wurde in eine 500 m] Sakaguchiflasche
mit jeweils 100 ml gefiilit und 20 Minuten bei 120°C steri-
lisiert. Jedes Kulturmedium wurde dann mit dem Strepto-
myces oganonensis Y-G19Z-Stamm beimpft. Es wurde an-
schliessend 48 Stunden bei 30°C kultiviert. Ein weiteres
vorstehendes Kulturmedium wurde in 2000 ml Sakaguchi-
flaschen jeweils mit 400 m] gefiillt, und jedes Kulturmedium
wurde 20 Minuten bei 120°C sterilisiert. Dann wurde mit
2-3% der Kulturbriihe, hergestellt nach dem vorstehenden
Verfahren, beimpft und anschliessend 24 Stunden bei 30°C
kultiviert, um eine Animpfkultur zu erhalten.

Separat wurden 60 Liter eines Kulturmediums, welches
7% Stirke, 2% Glutenmehl, 2 Sojabohnenmehl, 0,8%
Glycerin, 0,1% Casaminosiure, 0,01% Ferrisulfat und 55¢
Natriumhydroxid enthielt, in 200 Liter Fermentoren zusam-
men mit 10 ml Adecanol als Entschiumungsmittel gefiillt.
Jedes Medium wurde 30 Minuten bei 120°C sterilisiert und
mit 800 ml der Animpfkultur, hergestelit nach dem vor-
stehenden Verfahren, geimpft. Anschliessend wurde 24 Stun-
den bei 30°C kultiviert.

Dann wurde in jeden Fermentator eine Ldsung von
bis(S-Carboxymethylthio-l,3,4-thiadiazol-2-yl)-disulfid. her-
gestelit durch Aufldsen des Disulfids in wasserhaltigem Me-
thanol, und Sterilisieren durch Filtration unter Verwendung
eines Millipore-Filters, in einer solchen Menge zugefligt,
dass der Gehalt 0,055 in der Kulturbriihe betrug. Die Kul-
tivierung wurde 90 Stunden durchgefiihrt. Nach beendeter
Kultivierung wurde die Kulturbrithe auf pH 2,0 eingestelit
und mit Radiolite als Filterhilfsmittel unter Riihren versetzt.
Das Gemisch wurde unter V erwendung einer Filterpresse
filtriert. Die Filtrate wurden vereinigt. Es wurden etwa 100
Liter eines Filtratgemisches erhalten. Das Filtrat wurde auf
pH 3.0 durch die Zugabe einer wiisserigen Natriumhydroxid-
18sung eingestellt. Es wurde die Losung in eine 12 Liter
Amberlite XAD-2-Stule eingefiillt. Die Siule wurde mit 30
Liter Wasser gewaschen und mit 30 Liter wisserigem 50%%-
igem Aceton eluiert. Das Eluat wurde bis auf 5.5 Liter ein-
geengt. Nach Entfernung der gebildeten unléslichen Anteile
wurde Wasser zu dem Konzentrat hinzugefiigt, um 10 Liter
Lésung zu erhalten. Die Lésung wurde auf pH 3.5 mit ver-
diinnter wisseriger Chlorwasserstoffsiureldsung eingestellt,
durch eine 3 Liter Amberlite IRA-68 (CL-Typ)-Siiule gege-
ben. Die Siule wurde mit 6 Liter Wasser gewaschen und
mit einer wiisserigen Lasung (pH 7.2), die 1 M Natrium-
nitrat und 0,1 M Natriumacetat enthielt, eluiert. Es wurde
etwa 5 Liter Lésung erhalten. die antimikrobiell aktives
Materiai enthielt. Die Losung wurde auf pH 3.0 eingestellt,
in eine 1 Liter Amberlite XAD-2-Siiule gefiillt. Die Siule
wurde mit Wasser gewaschen und mit wiisserigem 50¢%igen
Aceton eluiert. Es wurde etwa 400 ml wiisserige Losung, die
antimikrobiell aktives Material enthielt, erhaiten. Durch
Lyophilisieren der wisserigen Losung wurde etwa 23 g
rohies Pulver erhalten. Dann wurde 23 g des rohen Pulvers
einer Siulenchromatographie unter Verwendung von 800 ml
DEAE-Sephadex A-25 (Essigsiiure-Typ), gefiillt mit einer
kleinen Menge 0.5 M Ammeniumbromid-Essigsiurepuffer-
I6sung, unterworfen, um die effektiven Komponenten ab-
zutrennen. Die antimikrobiell aktiven Fraktionen wurden
gesammelt und in eine 500 ml Amberlite XAD-2-Siiule ge-
geben. Die Siiule wurde mit Wasser gewaschen. Es wurde
mit wiisserigem 25€#igen Aceton eluiert. Das Eluat wurde
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zur Trockene im Vakuum eingedampft. Das Produkt wurde
einer Siulenchromatographie mit einem Lésungsmittelge-
misch aus Isopropanol : Wasser (7 : 3 im Volumenverhilt-
nis) unter Verwendung mikrokristalliner Cellulose (Avicel)
unterworfen, wobei das Losungsmittelgemisch verwendet
wurde, das die gleiche Zusammensetzung wie bei der vor-
stehenden Fraktionierung der antimikrobiell aktiven Frak-
tionen hatte. Die so erhaltenen Fraktionen wurden tropfen-
formig auf eine Diinnschichtplatte aus Avicel SF aufge-
tragen und mit einem Ldsungsmittelgemisch aus Isopropa-
nol : n-Butanol : Essigsiure : Wasser (21:3:7: 9 im Vo-
lumenverhiltnis) entwickelt. Dann wurde eine Pyridinl6sung
von 0,25 % Ninhydrin aufgespriiht und die Anfirbung durch
Erhitzen entwickelt. Dann wurden die Fraktionen mit dem
Rf-Wert 0,39 gesammelt, zur Trockene unter vermindertem
Druck eingedampft. Der Riickstand wurde einer Siulen-
chromatographie, mit mikrokristalliner Cellulose (Avicel)
gefiillt, unterworfen. Es wurde ein Lésungsmittelgemisch
aus Isopropanol : n-Butanol : Essigsiure : Wasser (21 : 3 :
7:9 im Volumenverhilitnis) verwendet. Die antimikrobiell
aktiven Fraktionen wurden gesammelt und einer Diinn-
schichtchromatographie auf einer Avicel SF Platte unter-
worfen. Das Losungsmittelgemisch hatte die gleiche Zusam-
mensetzung wie das vorstehende Gemisch. Es wurde hier-
bei, wie vorstehend schon beschrieben, verfahren. Die Frak-
tionen mit dem Rf-Wert 0,39 wurden gesammelt und im
Vakuum zur Trockene eingedampft.

Das Konzentrat wurde mittels Siiulenchromatographie
unter Verwendung mikrokristalliner Cellulose und eines
Lésungsmittelgemisches aus n-Butanol : Essigstiure : Wasser
(6:1.5:2,5 im Volumenverhiltnis) gereinigt. Die gereinig-
ten aktiven Fraktionen wurden im Vakuum zur Trockene
eingedamptt. Der Riickstand wurde in einer kleinen Menge
destilliertem Wasser aufgenommen und mit einer Siule
aus Sephadex G-10 unter Verwendung von destilliertem
Wasser entwickelt. Die antimikrobielle Aktivitit jeder Frak-
tion wurde gepriift. Die effektiven Fraktionen wurden einer
Diinnschichtchromatographie, wie vorstehend angegeben,
unterworfen. Es wurde ein Losungsmittelgemisch aus n-Bu-
tanol : Essigsdure : Wasser (6 : 1,5 : 2.5 im Volumenverhiilt-
nis) verwendet. Die Fraktionen mit einem Rf-Wert 0,32
wurden gesammelt, konzentriert und Iyophilisiert. Es wurden
etwa 45 mg weisse 7-(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-3-(5-
carboxymethylthio-1,3,4-thiadiazol-2-vhthiomethyl-7-meth-
oxy- \*cephem-4-carbonsiure erhalten.

b) Herstellung von 7-(4-Carboxvbutyramido)-3-(5-carb-
oxymethyithio-1 .J3.4-thiadiazol-2-ylthiomethyl-7-methoxy-
-AS-cephem-4-carbonsiure:

In 5 ml einer 0,1 M Pyrophosphatpufferidsung von pH
8.1, die 0,026 Natriumazid enthielt, wurde 25 mg 7-(5-
-Amino-S-carboxyvaleramido)—3-(5-carboxymethy]thio-1.3.4-
-thiadiazol-2-yl)thiomethyl-7-methoxy- \*cephem-4-carbon-
siture, die im vorstehenden Verfahren aj erhalten worden
ist, aufgeldst. Zu der Ldsung wurde 0.5 ml der aktivierten
Mycelsuspension. hergestellt gemiiss den Angaben im Bei-
spiel 8a, hinzugefiigt. Das Gemisch wurde unter Beliiftung
und Rithren bei 33°C auf dem Wasserbad gehalten, um
die D-Aminosiiure-Oxidation auszufiihren. Zur Feststellung
des Reaktionsendes wurde alle 30 Minuten unter Verwen-
dung der Hitachi Hochgeschwindigkeitschromatographie-
apparatur in der gleichen Weise, wic im Beispiel 8a be-
schrieben, die Priifung ausgefiihrt. Die Retentionszeit des
Ausgangsmaterials 7-(5-Amino-5-carboxvvaleramido)-3-{5-
-carboxymethylthio-1,3 4-thiadiazol-2-vlithiomethyl-7-meth-
oxy- \*-cephem-4-carbonsiiure betrug 3 Minuten 14 Sekunden,
und jene von 7-(4-Carboxybutyramido)-3-(5-carboxymethyl-
thio-1,3,4-thiadiazol-2-yl)thiomethyvl-7-methoxy-, \*-ccphem-

¢ Wed



-4-carbonsdure, hergestellt durch die D-Aminosiure-Oxi-
dation, betrug 13 Minuten 24 Sekunden.

Nach beendeter Reaktion wurde das Mycel durch Zen-
trifugieren bei 4°C entfernt. Das Uberstehende wurde ab-
getrennt, auf pH 1.5-2,0 mit verdiinnter wisseriger Chlor-
wasserstoffsdurelosung eingestellt. Dann wurde viermal je-
weils mit dem gleichen Volumen Athylacetat extrahiert, Die
Athylacetatextrakte wurden vereinigt und mit einer Phos-
phatpufferlsung bei pH 6,0 reextrahiert. Die Phosphat-
lésung wurde auf pH 1,5-2,0 mit verdiinnter wiisseriger
Chlorwasserstoffsiureldsung eingestellt und viermal jeweils
mit einem gleichen Volumen Athylacetat extrahiert. Die
Athylacetatextrakte wurden gesammelt, {iber wasserfreiem
Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum zur Trockene
eingedampft. Das Konzentrat wurde mittels Siulenchroma-
tographie gereinigt. Es wurde mit einem Losungsmittel-
gemisch aus n-Butanol : Essigsiiure : Wasser (4:1:2im
Volumenverhiltnis) unter Verwendung einer Siule mit einer
Fiillung aus mikrokristalliner Cellulose (Avicel) entwickelt.

Die antimikrobielle Aktivitit jeder Fraktion wurde ge-
priift. Die Fraktionen, die die antimikrobielle Aktivitit ge-
gen Proteus mirabilis besitzen, wurden tropfenférmig auf
eine Diinnschichtplatte aus Avicel SF aufgetragen und mit
einem Losungsmittelgemisch aus Isopropanol : n-Butanol :
Essigsdure : Wasser (21: 3 : 7 : 9 im Volumenverhiltnis)
bzw. einem Losungsmittelgemisch aus n-Butanol : Essig-
sdure : Wasser (4 :1:2 im Volumenverhiltnis) entwickelt.
Es wurden die Fraktionen gesammelt, die eine Ultraviolett-
absorption im Manasululicht 2536 A (Hersteller: Manasulu
Kagaku Kogyo K.K) besitzen und den Rf-Wert 0,79 oder
Rf-Wert 0,72 aufweisen. Die Fraktionen wurden konzen-
triert und lyophilisiert. Es wurde 16 mg reine 7-(4-Carboxy-
butyramido)-3-(5-carboxymethylthio-1,3,4-thiadiazol-2-yl)-
thiomethyl-7-methoxy-A3-cephem-4-carbonsiure erhalten.
Dieses Material besitzt antimikrobielle Aktivitit gegen Pro-

teus mirabilis, Salmonella gallinarum und Escherichia coli.

Beispiel 18

In 10 mi 0,1 M Pyrophosphatpufferldsung von pH 8,1,
die 0,026 % Natriumazid enthielt, wurde 50 mg 7-(5-Ami-
no-5-carboxyvaleramido)-7-methoxy-3-(1,3,4-thiadiazol-2-y1)-
thiomethyl-A3-cephem-4-carbonsiure aufgeldst. Dann wurde
0,5 ml der aktivierten Mycelsuspension, hergestellt unter
Verwendung von Trigonopsis variabilis, wie im Beispiel 8a
angegeben, hinzugefiigt. Das Gemisch wurde unter Beliiftung
auf einem Wasserbad bei 33°C durchgerithrt. Es wurde dabei
die D-Aminosédure-Oxidation ausgefiihrt. Die Vollstdndigkeit
der Reaktion wurde durch die Hochgeschwindigkeitsfliissig-
keitschromatographie-Apparatur, wie im Beispiel 8b beschrie-
ben, ausgefiihrt. Die Retentionszeit des Ausgangsmaterials,
7-(5-Amino-3-carboxyvaleramido)-7-methoxy-3-(1,3,4-thia-
diazol-2-yl)-thiomethyl-A3-cephem-4-carbonsiure betrug 1 Mi-
nute und 56 Sekunden und jene von 7-(4-Carboxybutyrami-
do)-7-methoxy-3-(1.3.4-thiadiazol-2-y])-thiomethyl- \*-cephem-
-4-carbonsiure, die durch die D-Aminosiure-Oxidation gebil-
det wurde, betrug 5 Minuten 28 Sekunden.

Nach beendeter Reaktion wurde das Mycel bei 4°C ent-
fernt. Das Uberstehende wurde abgetrennt und auf pH 1,5-2,0
mit verdiinnter wiisseriger Chlorwasserstoffsiurelésung ein-
gestellt und viermal mit jeweils einem gleichen Volumen
Athylacetat extrahiert. Die Athylacetatextrakte wurden
vereinigt und mit ciner Phosphatputferlésung von pH 6.0
reextrahiert. Die Phosphatldsung wurde erneut viermal jeweils
mit dem gleichen Volumen an Athylacetat extrahiert. Die
Athylacetatextrakte wurden gesammelt, {iber wasserfreiem
Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum zur Trockene
eingedampft. Das erhaltene Produkt wurde mit einem Lo-
sungsmittelgemisch aus n-Butanol : Essigsiture : Wasser (4 :

29

1

(=]

1

v

2

o

2!

v

3

<

35

4

=3

45

55

65

3831487

1 : 2 im Volumenverhiéltnis) unter Verwendung einer Siule,
gefiillt mit mikrokristalliner Cellulose (Avicel) und des L&-
sungsmittelgemisches der gleichen vorstehenden Zusammen-
setzung, entwickelt. Es wurden die Fraktionen. die anti-
mikrobielle Aktivitit gegen Proteus mirabilis besitzen, aus-
gewihlt. Die so ausgewdhlten Fraktionen wurden auf eine
Diinnschichtplatte aus Avicel SF tropfenférmig aufgetragen.
Es wurde ein Losungsmittelgemisch aus Isopropanol : n-Bu-
tanol : Essigsiure : Wasser (21 : 3 : 7 : 2 im Volumenver-
héltnis) bzw. ein Losungsmittelgemisch aus n-Butanol : Es-
sigsdure : Wasser (4 : 1: 2 im Volumenverhéltnis) zum Ent-
wickeln verwendet. Die Fraktionen mit der Ultraviolett-Ab-
sorption im Manasululicht 2536 A (Hersteller: Manasulu Ka-
gaku Kogyo K.K.) und mit dem Rf-Wert 0,81 bzw. Rf-Wert
0,65 wurden gesammelt. Die Fraktionen wurden eingeengt
und lyophilisiert. Es wurden 40 mg reines 7-(4-Carboxy-
butyramido)-7-methoxy-3-(1,3,4-thiadiazol-2-yl)thiomethyl-
-Ad-cephem-4-carbonsiure erhalten.

Dieses Material besass antimikrobielle Aktivitit gegen
Proteus mirabilis, Salmonella gallinarum und Escherichia
coli.

Beispiel 19

a) Herstellung von 7-(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-7-
-methoxy-3-(1,3,4-thiadiazol-2-yi)-thiomethyl- \*-cephem-4-
-carbonsiure:

Ein Kulturmedium, welches 1% Stirke, 1% Glukose,
1,5% Sojabohnenmehl, 0,5 % Hefeextrakt, 0,1¢¢ Dikalium-
hydrogenphosphat, 0,05% Magnesiumsulfat und 0,3% Na-
triumchlorid enthielt, wurde in 500 ml Sakaguchifiaschen mit
jeweils 100 ml gefiillt und 20 Minuten bei 120°C sterili-
siert. Dann wurde jedes Kulturmedium mit dem Streptomy-
ces oganonensis Y-G19Z-Stamm beimpft. Anschliessend
wurde 48 Stunden bei 30°C kultiviert. Ein weiteres vorstehen-
des Kulturmedium wurde in 2 Liter Sakaguchiflaschen mit
jeweils 400 ml gefiilit und 20 Minuten bei 120°C sterilisiert.
Jedes Kulturmedium wurde mit der Kulturbrithe beimpft,
die vorstehend hergestellt worden ist. Es wurde 24 Stunden
bei 30°C kultiviert, um eine Animpfkultur zu erhalten. Sepa-
rat wurden 60 Liter Kulturmedium, die 79 Stirke, 260 Glu-
tenmehl, 25¢ Sojabohnenmehl, 0,8¢¢ Glycerin, 0,1% Cas-
aminoséure, 0,01 % Ferrisulfat und 55 g Natriumhydroxid
enthielt, in 200 Liter Fermentoren zusammen mit 10 ml
Adecanol als Entschiumungsmittel gefiilit und 30 Minuten
bei 120°C sterilisiert. Jedes Kulturmedium wurde dann mit
800 ml der Animpfkultur beimpft und anschliessend 24 Stun-
den bei 30°C kultiviert. Dann wurde eine Ldsung von 2-Mer-
capto-1,3,4-thiadiazol, hergesteilt mit wésseriger Natrium-
hydroxidlésung und Sterilisieren bei hohem Druck, zu jedem
Fermentor in einer solchen Menge gegeben, dass der Gehalt
0.05% in der Kulturbrithe betrug.

Dann wurde die Kuitivierung 90 Stunden fortgesetzt.

Nach vollstiindiger Kultivierung wurde die Kulturbriihe
auf pH 2,0 eingestellt und mit Radiolite als Filterhilfsmittel
unter Rithren vermischt. Das Gemisch wurde unter Verwen-
dung einer Filterpresse filtriert. Die Filtrate wurden verei-
nigt, und es wurden etwa 100 Liter Filtratgemisch erhalten.
Das Filtrat wurde durch Zugabe einer wiisserigen Natrium-
hydroxidlsung auf pH 3.0 eingestellt und in eine 12-Liter

. Amberlite XAD-2 Siule gefiillt. Die Siule wurde mit 30-

Liter Wasser gewaschen und mit 30 Liter wiisserigem 50 -
igen Aceton eluiert. Das Eluat wurde auf 5,5 Liter eingeengt,
auf pH 3.5 mit verdiinnter wiisseriger Chlorwasserstoffsiure
cingestellt und dann in eine 3-Liter Amberlite IRA-68 (Cl-
Typ) Siule gegeben. Die Siule wurde mit 6 Liter Wasser ge-
waschen. Eluiert wurde mit einer wiisserigen Losung (pH 7.2),
die 1 M Natriumnitrat und 0.1 M Natriumacetat enthielt.

Es wurden 5 Liter Losung, die antimikrobiell aktives Mate-
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rial enthilt, gewonnen. Die Losung wurde auf pH 3,0 ein-
gestellt, in eine 1-Liter Amberlite XAD-2-Siiule gegeben,
Die Siule wurde mit Wasser gewaschen und mit 50%igem
Aceton eluiert. Es wurden etwa 400 ml wisserige Losung,
die antimikrobiell aktives Material enthielt, welches lyophili-

siert wurde, erhalten.

Das erhaltene Produkt wurde einer Sdulenchromatogra-
phie mit einem Ldsungsmittelgemisch aus n-Butanol : Essig-
sidure: Wasser (5:1:2im Volumenverhiltnis) unter Ver-
wendung mikrokristalliner Cellulose (Avicel) als Fiillung un-
terworfen, wobei das Lésungsmittelgemisch mit der gleichen
vorstehend angegebenen Zusammensetzung Anwendung fand,
um die antimikrobiell aktiven Fraktionen auszuwihlen.

Die Fraktionen wurden tropfenweise auf eine Diinn-
schichtplatte aus Avicel SF aufgetragen, und es wurde mit
einem Losungsmittelgemisch aus Isopropanol : n-Butanol
Essigséiure : Wasser (21: 3 : 7 : 9) entwickelt. Eine Pyridin-
l6sung von 0,25% Ninhydrin wurde aufgespriiht, und durch
Erwirmen wurde angefirbt. Dann wurden die Fraktionen
mit dem Rf-Wert 0,39 gesammelt, unter vermindertem
Druck zur Trockene bei 45-50°C eingedampft. Dann wur-
den die Fraktionen einer Diinnschichtchromatographie mit
Avicel SF in der vorstehend beschriebenen Weise unterwor-
fen, um die Fraktionen mit dem Rf-Wert 0,39 zu sammeln.
Die Fraktionen wurden zur Trockene eingedampft, wobei
0,92 rohes Pulver erhalten wurde. Das Pulver wurde in einer
kleinen Menge von destilliertem Wasser aufgeldst und einer
Sdulenchromatographie mit destilliertem Wasser unter Ver-
wendung von Amberlite CG-50 (H-Typ) unterworfen, um
die antimikrobiéll aktiven Fraktionen auszuwiihlen. Die
Fraktionen wurden dann konzentriert und lyophilisiert. Das
Produkt wurde in einer kleinen Menge aus destilliertem Was-
ser aufgel6st und in einer Siule aus Sephadex G-10 unter
Verwendung von destilliertem Wasser entwickelt. Die anti-
mikrobielle Aktivitiit jeder Fraktion wurde gepriift. Die
effektiven Fraktionen wurden einer Diinnschichtchromato-
grahpie in der schon vorstehend erliuterten Weise unterwor-
fen. Es wurde ein Losungsmittelgemisch aus n-Butanol : Es-
sigsdure : Wasser (4: 1: 2 im Volumenverhiiltnis) verwen-
det, um die Fraktionen mit dem Rf-Wert 0,38 zu sammeln.
Die Fraktionen wurden eingeengt und lyophilisiert, und da-
bei wurden 75 mg weisse 7-( 5-Amino-3-carboxyvaleramido)-
-7-methoxy-3-(1 »3.4-thiadiazol-2-yl)-thiomethyl- \*cephem.-
-4-carbonsiure erhalten.

b) In 10 ml einer 0,1 M Pyrophosphat-Pufferldsung mit
pH 8.1, die 0,026 % Natriumazid enthielt, wurden 50 mg
7-(5-Amino-5—carboxyvalcramido)-7-methoxy-3-(l,3,4-thia-
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diazoI-Z-yl)-thiomethyl-_/33-cephem-4-carbonséure aufgeldst.
Dann wurde zu der Lésung 0,5 ml aktivierte Mycelsuspen-
sion, hergestellt unter Verwendung von Trigonopsis variabilis,
wie in Beispiel 8a angegeben, hinzugefiigt. Das Gemisch
wurde unter Beliiftung in einem Wasserbad bej 33°C geriihrt,
um die D-Aminosiureoxidation auszufiihren. Der vollstindi-
ge Ablauf der Umsetzung wurde mit der gleichen Hoch-
geschwindigkeitsfliissigkeits-Chromatographie-Apparatur, wie
im Beispiel 8b beschrieben, {iberwacht. Die Retentionszeit
des Ausgangsmaterials 7-(5-Amino-53-carboxyvaleramido)-7-
-methoxy-3-(1,3,4-thiadiazol-2-yl)thiomethyl- Al-cephem-4-
-carbonséure betrug 1 Minute 56 Sekunden und die von 7-(4-
-Carboxybutyramido)-7-methoxy-3-(1,3 »4-thiadiazol-2-yl)thio-
methyl-A®-cephem-4-carbonsiure, gebildet durch die D-Ami-
nosiure-Oxidation, betrug 5 Minuten 28 Sekunden.

Nach beendeter Reaktion wurde das Moycel bei 4°C ent-
fernt. Das Uberstehende wurde abgetrennt und auf pH 1,5-
2,0 mit verdiinnter wisseriger Chlorwasserstoffsiure einge-
stelit und viermal mit jeweils dem gleichen Volumen Athyl-
acetat extrahiert. Die Athylacetat-Fraktionen wurden ver-
einigt und mit Phosphat-Pufferldsung bei pH 6,0 reextrahiert.
Die Phosphatlésung wurde dann auf pH 1,5-2,0 eingestelit
und erneut viermal mit jeweils dem gleichen Volumen Athyl-
acetat extrahiert. Die Athylacetatextrakte wurden vereinigt
und iiber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet.

Es wurde im Vakuum zur Trockene eingedampft. Das
Produkt wurde mit einem Ldsungsmittelgemisch aus n-Bu-
tanol : Essigstiure : Wasser (4:1: 2im Volumenverhiiltnis)
unter Verwendung einer Saule mit einer Fiillung aus mikro-
kristalliner Cellulose (Avicel), wobei das Losungsmittelge-
misch die gleiche Zusammensetzung wie vorstehend beschrie-
ben hatte, entwickelt, um die Fraktionen, die eine antimikro-
bielle Aktivitit gegen Proteus mirabilis besitzen, auszuwih-
len. Die Fraktionen wurden troptenweise auf eine Diinn-
schichtplatte aus Avicel SF aufgetragen und mit einem L&-
sungsmittelgemisch aus Isopropanol : n-Butanol : Essigsiu-
re: Wasser (21:3:7: 9 im Volumenverhiltnis) bzw. einem
Lésungsmittelgemisch aus n-Butanol : Essigsdure : Wasser
(4:1:2im Volumenverhiltnis) entwickelt; dabei wurden
die Fraktionen mit Ultraviolettabsorption im Manasululicht
2536 A (Hersteller: Manasulu Kagaku Kogyo K.K.) gesam-
melt. Die Fraktionen wurden eingeengt und Iyophilisiert.

Es wurden 40 mg reine 7-(4-Carboxybutyramido)-7-methoxy-
-3-(1,3,4—thiadiazol-2-yl)thiomethyl-_\3-cephem-4-carbonsﬁure
erhalten.

Dieses Material besitzt eine antimikrobielle Aktivitit ge-
gen Proteus mirabilis, Salmonella gallinarum und Escheri-
chia coli.
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