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(67) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines Antibiotikums vom Typ der Polyether-Antibiotika mit
der chemischen Bezeichnung 6-Desmathyl-alborixin. Das Antibiotikum wird iberwiegend als Einzelkomponente
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43898), im Verlauf der submersen Kultivierung gebildet. 6-Desmethyl-alborixin wird aus dem Myzel extrahiert und
durch chromatographische Verfahren in reiner Form gewonnen. 6-Desmethyl-alborixin ist ein Antibiotikum mit
antibakterieller und kokzidiostatischer Wirksamkeit.
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Herstellung von 6-Desmethyl-alborixin mittels aerober Submersfermentation in
flissigen Nahrmedien mit Kohlenstoff- sowie Stickstoffquellen und Mineralsalzen, gekennzeichnet
dadurch, dal3 man
~ den Mikroorganismus Streptomyces umbrinus AM 4805 fiir die Dauer von 48 Stunden bis 192

Stunden kultiviert und '
— das Zielprodukt aus dem Myzel isoliert.

2. Verfahren gemaR Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, dal man
— Stamm Str. umbrinus AM 4805 wihrend 144 Stunden kultiviert und
— das Zielprodukt aus dem Myzel mit organischen Losungsmitteln extrahiert sowie durch

anschlisRende Chromatographie an Kieselgel und organophilem Dextrangel rein gewinnt,

3. Verfahren gem#R Anspruch 2, gekennzeichnet dadurch, da8 man zur Extraktion Methanol baw.
Aceton einsetat.

Hierzu 3 Seiten Zeichnungen

"~ Anwendungsgeblet der Erfindung

Die Erfindung bezisht sich auf ein Verfahren zur Herstellung einas Antibiotikums der Polyether-Gruppe mit der chemischen
Bezeichnung 6-Desmethyl-alborixin, Vertreter der Strukturklassse der Polyether-Antibiotika sind fiir die Prévention und Therapie
von tierischen Kokzidien-Erkrankungen sowie fiir die Anzucht von Nutztieren als Ergotropikum {Pansenfermoregulator) von
potentiellem Nutzen. Das Anwendungsgebiet der Erfindung liegt somit in der mikrobiologisch-pharmaze itischen Ferschung
und Industrie.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Polyether-Antibiotika werden vorwiegend von Streptomyceten gebildet und besitzen ionophore Eigenschaften, indem sieden
passiven Transportvon lonen durch biologische Membranen erméglichen. Dieionophoren und membranotropen Eigenschaften
sind die Ursz che fiir antibakterielle Wirkungen gegen grampositive Keime, fiir die kokzidiostatische Aktivitét und fiir die
pansenfermoregulatorische Beeinflussung polygastrischer Nutztiere. Einige Vertreter der Gruppa der Polyether-Antibiotika
haben aufgrund dieser Eigenschaften breite Anwendung in der Tierhaltung sowohl als Kokzidiostatikum wie als Ergotropikum
gefunden {J.W.Westley, Polyether Antibiotics, Vol. 1, Biology, Marcel Dekker, 1982). Aufgrund von Nebenwirkungen bei den
bisher eingesetzten Polyether-Antibiotika (Toxizitét), der Konkurrenz durch 8konomisch giinstiger herstellbare Préparate
{groBere Wirkung bei niedrigersn Konzentrationen) und bestehender Schutzrechte wird die Suche nach neuen Polyether-
lonophoren sowie die Ermitthing ihrer Anwendungseigenschaften nach wie vor fortgesetat.

Das Polyether-Antibiotikum 8-Desmethyl-alborixin wurde unter der Bezeichnung X-206 bereits 1951 als Produkt eines
nichtidentifizierten Stammes, Streptomyces spac. X-2086, isoliert (Berger et al., J.Amer.Chem, Soc. 73, 5295 {1951]). Die
Strukturaufklérung mittels Rontgenstrukturanalyse erfo'gte 1975 (Blount u. Waestley, Chem. Commun. 333, 1975), Ein Verfahren
zur farmentativen Herstellung dieses Antibiotikums im technischen Mafstab ist bisher noch nicht angegeben worden.

Waitere Bildner von 6-Desmethyl-alborixin sind bisher nicht bekannt; auch die kokzidiostatische Wirksamkeit {in vivo) dieser
Substanz ist bisher noch nicht ausgewiesen worden (Westley, J.W.,, Polyether Antibiotics, a. a. 0., 1982).

Ziel der Erfindung

Die Erfindung verfolgt das Ziel, das Polysther-Antibiotikum 6-Desmethyl-alborixin in verbesserter Weise herzustellen.

Darlegung des Wesens der Erfindung

DerErfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein mikrobiologisches Verfahren zu beschreiben, mitdem das Polyether-Antibiotikum
6-Desmethyl-alborixin im technischen MaBstab aus leicht zugéinglichen Einsatzstoffen in guten Ausbeuten hergestsllt werden
kann.

ErfindungsgeméB wird die Aufgabe dadurch geldst, daB unter aeroben und sterilen Kulturbedingungen in einem fliissigen
Nahrmedium mit Kohlenstoff- sowie Stickstoffquellen und Mineralsalzen eine Population des Mikroorganismus Streptomyces
umbrinus AM4805 geziichtet wird. Eine biologisch reine Probe von Stamm Streptomyces umbrinus AM4805 ist in der
Hinterlegungsstelle fiir Mikroorganismen der DDR, Zentralinstitut fiir Mikrobiologie und experimentelle Therapie,
BeutenbergstraRe 11, Jena, DDR-6900 unter dem Registrierzeichen IMET 43898 deponiert werden. Stamm Streptoniyces
umbrinus AM 4805 ist ein literaturbekannter Mikroorganismus; seine taxonomische Bestimmung erfolgte bereits vor geraumer
Zeit (T. G. Pridham et al., Applied Microbiology, 6, 52-79, 1858}, Bisher ist nicht bekannt geworden, daf in mikrobiologischen
Verfahren irgendwelche Leistungen dieses Stammes genutzt worden wiren.
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Die Fermentation des Stammes AM 4805 erfolgtin den Stufen Vor- und Hauptkultur, Fir die Vorkultur werden in 5%iger Glucose-
Gelatine-L8sung lyophil getrocknete Myzelfragmente dieses Stammes in Glucose-Sojamehl-N&hrmedien mit Mineralsalz-
Zus#tzen, vorzugswelse in solchan mit Phosphationen-Zusatz, eingaimpft und pro Vorzuchtstufe jewsils 48 Stunden bei
Temperaturen im Bereich von 25°C bis 37°C sowie bel Aciditéten zwischen pH 6,0 und pH 6,5 unter Schiitteln inkubiert. Die
Hauptkultur wird in geriihrten Glasfermentoren oder in baliiftbaren V2 A-Stahltanks in Glucose-Fleischextrakt-Mineralsalz-
N&hrmedien mit Hafermehl-Antail, die jedoch frei von Phosphationen sind, wihrend einer Dauer von 48 Stunden bis
192 Stunden durchgefilhrt. Hierbei werden
o die Temperatur bel Werten von 25°C bis 37°C und
o die Aciditiitim Bereich von pH 6,0 bis pH 8,5

belassen.
Die Gewinnung von 6-Desmethyl-alborixin erfolgt durch Separation der Biomasse am Ende der Fermentation, durch Extraktion
mitorganischen Lasungsmitteln, vorzugsweise mit Methanol oder Aceton, gefolgt von einer Konzentration des Extraktes, durch
Reextraktion mit wasssrunléslichen organischen Lésungsmitteln, vorzugsweise mit Chloroform, und durch abschliefende
chromatographische Auftrennung der Bestandteile des eingeengten Extraktes unter Verwendung an sich bekannter
Adsorbentien (Kieselgel und organophile Dextrangele). Durch schrittweise chromatographische Abtrennung von antibakteriell
inaktiven Verunreinigungen (ermittelt unter Verwendung des Testkeims Bacillus subtilis ATCC 6633) wird letatlich
chromatographisch reines 6-Desmethyl-alborixin gewonnen, dessen chemische Struktur in Abb. 1 dargestellt ist. Nach dem
voranstehend beschriebenen Verfahren mit biologischer ProzeB- und extraktiv-chromatographischer Aufarbeitungsstufe wird
das reine Zielprodukt in Ausbeuten bis zu 26mg/I Fermentationsldsung gewonnen.
Die chemische Identitét des durch Streptomyces umbrinus AM 4805 gebildeten 6-Desmethyl-alborixins mit der in Abb.1
_ angegebenen Struktur sowie des seit Berger et al. (1951} bekannten Antibiotikums X-208 konnte durch Hochféld-NMR-
Untersuchungen (400 MHz 'H COSY NMR; 100 MHz '°C 2D NMR; Varian XLAA 400) bestéitigt werden. Das in Abb. 2 gezeigte
100MHz '*C NMR-Spektrum entsprichtin allen Details den fiir Antibiotikum X-206 publizierten Angaben (Seto u. Otake, Polyether
Antibiotics, Vol.2, Chemistry, S.335, Marcel Dekker, 1983). Abb. 3 zeigt das 400 MHz 'H NMR-Spektrum von 6-Desmethyl-
alborixin aus Streptomyces umbrinus AM 4805,
VerfahrensgemiR erhaltenes Rein-6-Desmetiyl-alborixin zeigt die in Tabelle 1 ausgewiesene antikokzidiale Wirkung gegen
Stamm Eimerla tenella WCAM (bei Verwendung von intraallantoisch infizierten Hihnerembryonen).
Die Vorteile der Erfindung werden in erster Linie darin gesehen, dad
— ein fiir die 6-Desmethy!-alborixin-Herstellung neuer Mikroorganismus erschlossen wird,
— durch die Verfahrensfiihrung in der biologischen ProzeBstufe die Gewinnung des Zielprodukis auch bei Einsatz eines

insgesamt unaufwendig bereitstellbaren Ndhrmediums in guten Ausbeuten gelingt und
~ im vorgeschlagenen Verfahren das Zielprodukt als Einzelkomponente erhalten wird, d. h. eine Mit-Synthese von Metaboliten

anderer antibiotisch wirksamer Strukturklassen ausgeschaltet werden konnte.

Ausflhrungsbelspiel

Schrégagar-Eprouvetten mit in 5%iger Glucose-Gelat'ne-Lésung lyophil getrockneten Myzelfragmenten des Stammes
Streptomyces umbrinus AM 4805 dienen zur Beimpfung eines Vorzuchtmediums folgender Zusammensetzung {g/Vin
500-ml-Steilbrustflaschen (80ml Inhalt, 25°C, Rotationsschiittler, 48 Stunden Kultivierungszeit): Glucose 15; Sojamehl 15; NaCl
5: CaCO; 1; KH,PO, 0,3; pH 6,3. Die zwsite Vorzucht wird auf dem gleichen Vorzuchtmedium in 5-I-Flaschen mit 400 ml Inhalt
durchgefiihrt (48 Stunden, 25°C, Rotationsschiittler 240UpM). Firr die MaRstabvergroRerung auf 201 und die Hauptkultur wird
ein Madium folgender Zusammensetzung verwendet (g/l): Glucose 20; Fleischextrakt 3; Hafermehl 20; NaCl 3; CaC0O5 3;
Fa,(SO4); 0,4; MnCl, - 4 Hy/ 0,6; pH 7,0; Sterilisation: 30 Minuten bei 120°C; 28°C. Die Hauptkultur wird in 500-1-V2A-
Tankfermentoren wihrend 144 Stunden durchgefiihrt bei 5001 Lufteintrag pro Minute.

AnschlieBend wird das Myzel abgetrennt und mit dem dreifachen Anteil des Feuchtgewichtes des Myzels mit Methanol

24 Stunden lang unter Rihren bei Ra: - “temperatur extrahiert. Nach Abtrennung des extrahierten Myzels wird der
methanolische Extrakt im Vakuumrotationsverdampfer konzentriert, Der wéRrige Riickstand wird mit 101 Chloroform
reextrahiert und der getrocknete Extrakt eingeengt, Das eingeengte Produkt wird durch Chromatographie an Kieselgel 60
portionsweise (10g Riickstand pro 200g) unter Verwendung von CHCl; und CHCl3/Methanol {(95:5, v/v) als Laufmittel
vorgereinigt, Die durch die antibiotische Wirksamkeit gegentiber dem Testkeim Bacillus subtilus ATCC 6633 ausgezeichnaten
Fraktionen werden gesammelt und der Séulenchromatographie an organophilen Dextrangelen {Methanol als Laufmittel)
unterworfen. Die Feinreinigung der bioaktiven Fraktionen erfolgt durch Kieselgelchromatographie (Stulen, Dinnschichtplatten)
unter Versendung von CHCl;/MeOH (95:5, v/v) als Laufmittel. Nach der Elution der bioaktiven Zonen wird reines 6-Desmethyl-
alborixin (Rf 0,7; DC-Folie Kieselgel; CHCly/MeOH; 9:1, v/v) erhalten; Ausbeute 10g aus 4001 Fermentationslosung.

Legenden zu den Abbildungen

Abb.1; Chemische Struktur von 6-Desmethyl-alborixin

Abb.2: 100 MHz *C NMR-Spektrum von 6-Desmasthyi-alborixin {chemische Verschiebung in ppm; TMS als interner Standard)
Abb.3: 400MHz 'H NMR-Spektrum von 6-Desmethyl-alborixin (chemische Verschiebung in ppm; TMS als interner Standard)

—_—
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Tabaelle 1
Antikokzidiale Wirksamkeit von 6-Desmethy!-alborixin im In-vitro-Modellversuch (intraallantoisch mit Eimeria tenella WCAM
infizierten Huhnerembryonen; LDy ca. 14ug)

Konzentration Gruppenstirke Letalitét Letalitit Test-
{ug/Embryo) (n) im Experiment Kontrollgruppe ergebnis
10 24 0% 52,2% +++
33 24 0% 52,2% . +++
11 24 0% 52,2% +++
0,33 22 0% 100% +++
0,11 ) 22 10,5% 100% +++
0,04 22 90,9 % 100% n.s.

+++ =p0,001(Vierfeldertest nach Fisher),
n.8. = nichtsignifikant,
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