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(54) o Verfahren zur Merstellung eines Anfibidtikums der Strepthdthricin-Gruppe .

(67} Die Erfindung betrifft ein neues Verfahren zur fermentativen Herstellung des zur Gruppe der Streptothricine
gehérenden Antibiotikums Nourseothricin, welches in Kulturen von Streptomyces noursei IMET JA 3830b gebildet
wird. Nourseothricin ist in vitro wirksam gegen Gram-positive und -riegative Bakterien sowie gegen Mykobakterien;
es zeigt auch antivirale und taeniacidale Wirkung. Es wurde gefunden, daB Zusétze von Hemmstoffen der
Atmungskette, wie Alkaliazide, Brenzkatechin sowie Amytal (Athylisoamylbarbiturséure), weiterhin auch von
Hemmstoffen des Aminosauretransportsin der lebenden Zelle, wie wasserlosliche anorganische Zinksalze sowie

- p-Alanin, einzein oder im Gemisch dem Fermentationsmedium der Hauptkultur spatestens bis zur exponentiellen

Wachstumsphase des Noqrseothricin-Bildners ein- oder mehrmalig zugesetzt, eine deutliche fordernde Wirkung auf
die Nourseothricih-BiosYnthese ausiiben, ohne die biologischen Eigenschaften des Fermentationsproduktes dndernd
. zubeeinflussen. - - : o ) _ ' R |
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Erfindungsanspruch: .
Verfahren zur Herstellung eines Antibiotikums der Streptothricin-Gruppe durch Ziichtung eines Nourseothricin- btldenden
Streptomycetenstammes unter submersen aeroben Kulturbedingungen in einem geeignete Kohlenstoff- und Stlckstoffquellen
sowie ausreichende Konzentrationen an Mineralsalzen enthaltenden fliissigen Nahrmedium, gekennzeichnet dadurch, dai3 -
dem Nihrmedium Hemmstoffe der Atmungskette vom Typ der Alkaliazide, des Brenzkatechins und/oder des Amytals

" (Athylisoamylibarbiturséure) und/oder Hemmstoffe des Aminosauretransports in der lebenden Zelle vom Typ wasserloslicher -
Zinksalze und/odet B-Alanin einzeln oder im Gemisch in fester oder fliissiger Form zugesetzt werden, und daf der Zeltpunkt
des ein- oder mehrmaligen oder kontinuierlichen Zusatzes vor der Sterilisation des Néhrmediums beziehungsweise vor ader -
nach der Belmpfung desselben, spatestens aber noch wahrend der exponentiellen Wachstumsphase der Kultur ||egt

Hierzu 4 Selten Tabellen ,
N\

Anwendungsgeblet der-Erfindung : c . )

Die Erfindung betrifft ein neues Verfahren zur fermentativen Gewinnung von Nourseothncm ein aur Gruppe der Streptothncme
gehdrendes Antibiotikum.

‘Charakteristik der bekannten technischen Losungen !

" Das von BRADLER und THRUM (1963/1965) aus der Kultur einer Variante von Streptomyces noursei ATCC 11455 isolierte
- Antibiotikum Nourseothricin ist in vitro wirksam gegen Grampositive und -negative Bakterien sowie gegen Mykobaktenen es )
zeigt auch antivirale und taeniacidale Wirkung. Hinsichtlich der chemischen Struktur ist Nourseothncln im wesentllchen ein |
‘Gemisch der Streptothricine F und D {GRAFE et al. 1974).
Der das Antibiotikum Nourseathricin bildende Streptomycetenstamm ist unter der Bezeichnung Streptomyces noursei IMET:
JA 3890b in der Stammsammiung des Zentralinst|tuts fir Mikrobiologie und experimentelle Therapie der Akademie der -
Wissenschaften der DDR hinterlegt.
Nach den in der Literatur angegebenen Verfahren (BRADLER und THRUM, 1963/1965 BOCKER und THRUM, 1966; GRAFE et

al., 1974} erfolgt die Kultivierung unter aeroben Bedingungen. Hierzu wird an Erde lyophil getrocknetes Sporenmaterial dieses - -

Streptomyces-Stammes auf geeignete Agarnahrbbden aufgebracht. Nach 6- bis 10tégiger Bebritung bei 28 bis 30°C wird der*
'so gewachsene versporte Mycelrasen zum Beimpfen von flissigen sterilen Nahrmedien verwendet. Solche Nahrmedien
bestehen aus Kohlenstoff- und Stickstoffquellen sowie anorganischen Salzen. Als Kohlenstoffquellen kénnen verschiedene
pflanzliche Starkemehle, belsplelswelse Kartoffelstérke, Glucose und/oder Glyzerin eingesetzt werden. Als Stickstoffquellen
kommen insbesondere Sojamehl, verschiedene Aminoséuren und/oder Ammoniumsalze in Betracht. Die fiir die
Antibiotikumbildung giinstigste Aziditét zu Beginn der Fermentation liegt im Bereich von pH 6,0 bis 6,7. :
Die submetse Kultivierung des Streptomyces noursei (MET JA 3890b kann in Steilbrustflaschgn oder Stehrundkolben -
verschiedenen inhalts als Schuttelkultur sowie in sterilbeliifteten und geriihrten Fermentern aus korrosionsbestédndigem’
Material bei Temperaturen von 25 bis 30°C, vorzugsweise von 26 bis 28°C, durchgefiihrt werden. Die submerse Kulturzur
Anzucht des vegetativen impfmaterials dauert 24 bis 72 Stunden, insbesondere 48 Stunden, und der ProzeR der Hauptkultur 72
bis 144 Stunden. . .
Die Isolierung des Antlbloukums erfolgt aus dem vom Mycel befreiten Kulturflltrat durch Adsorptlon an geelgnete
Kationenaustauscher, beispielsweise Wofatit CP-300, und nachfolgender Elution mit verdunnten Sauren wie von BRADLER

* und THRUM (1963}, GRAFE et al. (1974) und GRAFE et al. (1977a) beschrieben. :
Auf dem bekannten Nahrsubstrat (BRADLER u. THRUM, 1965) bildet der Stamm Streptomyces noursei IMET.JA 3890b nur-

verhaltnismaRig geringe Mengen an Nourseoﬂmcm {unter 100 zg/ml). Durch Zusatz von Aminoarylkarbonsauren, insbesondere - -

von 5 bis 10mM o-Aminobenzoesaure, zum Begmn der Hauptkultur kann die Fermentationsausbeuts unter den bekannten =
technischen Bedingungen um etwa das Finf- bis Zehnfache gesteigert werden (BOCKER u, THRUM 1966; THRUM und BOCKER,
1965; GRAFE et al., 1974).
Nach den Feststellungen von GRAFE et aI (1974, 1977b, 1978, 1979) reprimieren o- Ammobenzoesaure und/oder andere :
Aminoarylkarbonséuren spezifisch die Bildung von Cytochrom des a-Typs (Cytochrom-Oxydasen) und hemmen dadurch
indirekt sowohl den Aminoséuretransport aus dem Nadhrmedium in das Mycel als auch die oxydative Desammlerung der
Aminosauren in den Zellen des Nourseothricin-Bildners. Hierdurch wird einerseits eine Repression des Sekundarstoffwechsels
durch ein zellulares Uberangebot an Stickstoff-Kataboliten vermieden. Andererseits wird auf diese Welse verhindert, daB als
Prekursoren des Nourseothricins dienende Aminoséauren des Mediums vom Antibiotikum-Bildner wahrend dessen - ..
Wachstumsphase weitgehend aufgebraucht werden. Diese Aminosauren sind somit dem Sekundarstoffwechsel im'Verlaufe
der Nourseothricinbildung besser verfugbar, da far die Bildung von Biomasse bevorzugt die anorgamsche Stlckstoffquelle
(Ammonium-N}) genutzt wird.
Die fermentative Nourseothricin-Produktion unter Verwendung von o-Amlnobenzoesaure, die bekanntermafien zwar eine .
wesentliche Steigerung der Fermentationsausbeute erméglicht, we|st jedoch die folgenden Nachteile auf die |nsbesondere
einer groBtechnischen Anwendung entgegen stehen ~
— Der notwendige Einsatz groerer Mengen von Ammoarylkarbonsauren beeinfluBt die Wirtschaftlichkeit des Verfahrens
" .ungUnstig infolge der Kosten fiir solche Zuschlagstoffe
— Da eine Hitzesterilisation bzw. chemische oder Strahlensterilisation der wissrigen Aminoarylkarbonsaure- Salzlbsungen '
wegen der Zersetzung der Aminoarylkarbonséuren unter Blldung toxischer Umwandlungsprodukte nicht in Betracht/
. kommen kann, ist zur notwend:gen Entkeimung solcher Losungen nur die Sterllflltratlon mogllch Diese lstjedoch
verhaltnismaRig aufwendig
— Das Vorhandensein von Aminoarylkarbonséuren in den Ablaufen der Chromatographlesémen erschwert die biologische
Abasserreinigung.

Ziel der Erfindung
‘Die Erfmdung beinhaltet das Ziel, Nourseothncm okonomlsch herzustellen
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'Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eintechnisch ginstiges Verfahren anzugeben das dle lndustrlelle Produktlon von
‘Nourseothricin ohne Einsatz von Aminoarylkarbonsauren ermdglicht. ‘_
Uberraschendenlvelse wurde gefunden, daB8 Zusitze von Hemmstoffen der Atmungskette, belspielswelse Natriumazide bzw
. andere Alkaliazide, Brenzkatechin sowie Amytal (= Athyllsoamylbarbltursaure) -und/oder auch Hemmstoffe des
. ‘Aminoséuretransports in der lebenden Zelle, beispielsweise wasserldsliche Zinksalze oder g-Alanin, der Hauptkultur zum
- Zeitpunkt der Beimpfiing zugesetzt, eine ghnliche fordernde Wirkung auf die Biosynthese:von Nourseothricin ausuben ohne
die biologischen Elgenschaften des Fermentationsproduktes dndernd zu beeinflussen. Die hierzu erforderlichen C
Konzentrationen an einer dieser Substanzen liegen in den Bereichen 0,025mM bis 0,25mM, hauptséchlich um 0,15mM o
_(Natriumazid) bzw. 0,15mM bis 1,75mM, hauptséchlichum 0, 50mM bis 0,75mM (kasulfat und 8- Alanln) oder 0, 25mM bis ‘
" 2,00mM, hauptséchlich urn 0,4 mM bis 1,5mM (Brenzkatechin oder Amytal). : . . o
Das Grundmedium fiir die Hauptku!tur muB folgende Anforderungen erfu|len I ‘:
— Anwesenheit einer begrenzten Menge an leicht verwertbaren Kohlenstoffquellen, be|splelswe|se GIucose, r
Gewiéhrleistung einer stufenlosen Adaptation an komplexe Kohlenstoffquellen. ‘
~ Vorhandener UberschuB an' komplexen Kohlenstoffquellen, beispielsweise Stérke, zur Gewahrlelstung eines ausrelchenden
Angebots an Kohlenstoff-Kataboliten wéhrend der gesamten Fermentation. Y
— Limitierte Bereitstellung von komplexen Stickstoffquellen, beispieisweise So;amehl zur Emschrankung des Katabollsmus
der Aminoséuren wéhrend der gesamten Fermentation.
Bereitstellung einer hinreichenden Menge von anorganischen Stlckstoffquellen, belspnelswalse Ammomummtrat aur
. Befriedigung der diesbeziiglichen Nahrstoffanspruche des Nourseothncm Blldl’\El‘S wahrend dessen Wachstumsphase in
der Hauptkultur. - .
Folgende Fermentatlonsmedlen werden fur das Verfahren verwendet: N
Med|um Bo-30: . "2,9% Glucose - e
1,3% Sojamehl, entdlt _ {
0,5% Natriumchlorid ) o
0,3% Calciumcarbonat - -~ - \
* ad 100 Leitungswasser _ ’ : : L .
: . pHB8,5(vor Sterilisation) = - - - , o : . ' ST ey
Mediuim Bo-31: - 3,0% Maisstérke - C - : ~ o : S
' 0,3% Glucose . ' ’ L - : :
-0,7% Sojamehl, entdlt’
0.5% Aramoniumnitrat
0,2% Magnesiumsulfat, kristallin
0,5% Natriumchlorid
0,3% Calciumkarbonat’
ad 100 Leitungswasser _
. : pH 6,0 (vor Sterilisation)
MediumBo-32:  3,2% Kartoffeistérke
2,9% Glucose
1,4% Sojamehl, entéit
. 0,7% Ammoniumnitrat . ¢
0,2% Magnesiumsulfat, kristallin
0,1% Natriumchlorid - Sy
© 0,6% Calciumcarbonat '
ad 100 Leitungswasser
pH 6,0 (vor Sterilisation)
Diese Grundmedien, fiir die Hauptkultur eingesetzt, ermoglichen eine wesentlich hdhere Fermentatlonsausbeute an
Nourseothricin im Vergleich mit dem bekannten Fermentationsmedium. . g
_Beim Vorliegen von Natriumazid, bzw. anderen Alkaliaziden, Brenzkatechin, Amytal, Zunksulfat und/oder B-Alanin bzw. anderen
. Hemmstoffen der Atmungskette oder des Aminoséuretransports in der lebsnden Zelle, diesem Grundmedium zum Zentpunkt
_der Beimpfung der Hauptkultur einzeln oder im Gemisch zugesetzt, wird dis Nourseothricin-Bildung noch um das Zwei- bis
Zehnfache erhéht. Die hierzu erforderlichen Konzentrationen an solchen als Zusatze dlenenden Substanzen liegen i in den
. gleichen Berelchen, wie sie bereits weiter vorn angegeben sind.
Nourseothricin kann in an'sich bekannter Weise durch Adsorptlon mit Aktivkohle und Katlonenaustauschern (stark und schwach
sauer) aus dem Kulturfiltrat gewonnen werden. Das bevorzugte Verfahren beruht auf der Adsorption an der Alkaliform von
schwach sauren Kationenaustausch-Harzen. Die Elution der so erhaltenen Adsorbate wird zweckmaRig mit wéBrigen oder
alkoholischen Losungen von Mineralséuren ausgefuhrt Aus den mineralsauren Eluaten wird in der Regel reines Nourseothrlcm
Salz gewonnen. .

N

- Ausfithrungsbeispiele

" Die Erfindung wird durch folgende Ausfuhrungsbelsplele erlautert ohne sie jedoch hlerauf zu beschrénken. -
1. Eine Iyophil an Erde getrocknete Sporenkonserve des Stammes Streptomyces noursei IMET JA 3890b wird auf ein geeignetes
- Agarmedium, beispielsweise Emerson-Agar, ausgestreut. Nach etwa siebentégiger Bebriitung bei 30°C werden etwa 2cm?
groBe Stiicken des Mycelrasens herausgeschnitten und damit jeweils ein Kulturansatz der 1 Vorzucht be|mpft
Das Medium dieser Vorzucht hat folgende Zusammensetzung:
4,0% Glucose; 1,5% SOJamehl entolt; 0,03% KH,PO,; 0,5% NaCl; 0,3% CaCOa, Leltungswasser ad 100 pH 6 5-6, 9 (vor
Sterilisation).
Dieses Medium ist in 500 ml fassende, mit- Wattestopfen verschlossene Steﬂbrustflaschan in Mengen 2u jewells 50 ml
abgefilit. Die Sterlllsatlon erfolgt durch 35 Minuten Ianges Erhitzen auf 120°C im Autoklaven.
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Die beimpften Ansétze wérden 48 Stunden als Schittelkulturen bei 29°C bebrutet Mit |ewe|Is 3m| der so erhaltenen
Vorzuchten werden die Kulturansatze der Hauptkultur beimpft. . Ly
Far die’ Hauptkultur werden folgende Grundmedien eingesetzt: : s
Meduum Bo-30: 2,9% Glucose; 1,3% Sojamehl, entdit; 0,5% NaCI 0,3% CaCOa, Leltungswasser ad 100
pH 6,5 (vor Sterilisation)
Medlum Bo-31: 3,0% Maisstarke; 0,3% Glucose; 0,7% So;amehl entdlt; 0, 5% NH4N03 0,2% MgSO,, 7H20 0 5 %: NaCI .
0,3% CaCOj;; Leitungswasser ad 100; pH 6,0 (vor Sterilisation). h o
Die Nahrmedien der Hauptkultur werden in Mengén zu jeweils 80ml in 500 mi fassends, mnt Wattestopfen verschlossene
Steilbrustflaschen abgefiillt und 35 Minuten bei 120°C im Autoklaven sterilisiert. ' |
Entsprechend des Versuchsplanes werden die 50 vorbehandelten Ansatze der Hauptkuitur zum Zeitpunkt der Belmpfung
mit sterilfiltrierten, waRrigen, neutralen Losungen der betreffenden in den Tabellen 1 und 2 aufgefiihrten Substanzen .
{maximat 3,0mi Zusatz/80 ml Medium) versetzt, Zu Vergleichszwecken wird je eine zusatzliche Gruppe von Kulturansétzen
“nach der gleichen Verfahrensweise mit ortho-Aminobenzoeséure (Natriumsalz) auf die fir die Férderung der Nourseothricin-
_ Bildung als besonders gilinstig bekannten Konzentrationen eingestellt. Die Versuche werden in funffacherWIederhqung
" durchgefihrt. .
Die wahrend der 72- bis 1205tundlgen Bebrutung der Hauptku|turen bei 26°C mit Hilfe des Lochplattendlffusmnstestes unter
Verwendung von Bacillus subtilis ATCC 6633 als Testkeim ermnttelten durchschnittiichen maxumalen Nourseothricin-
Konzentrationen sind in den Tabellen 1 und 2 angegeben. ‘ : :

. Das vegetatlve Impfmaterial des Nourseothricin-Bildners wird wie im Ausfuhrungsbelspzel 1 beschrieben angezogen Mit je Y
10ml der 48stiindigen Kulturldsung werden die Ansétze der 2.Vorzucht beimpft. Dieses Medium hat die gleiche .
Zusammensetzung wie das der 1.Vorzucht und wird auch in gleicher Weise sterilisiert. Das Medium ist in Anteilenzu je
400 m!in 2500 m fassende, mit Wattestopfen verschlossene Steilbrustflaschen abgefilit. Deren Bebriitung erfolgt 24 Stunden
bei 29°C als Schiittelkultur. Mit jeweils 800 ml der so erhaltenen 2.Vorzucht werden die in Anteilen von je 20 Liter in vorher
hitzesterilisierte 30 Liter-fassende Glasfermentoren abgefilllte sterile Grundmedien der Hauptkultur beimpft. Verwendet .
werden hierzu die im Ausfihrungsbeispiel 1 angegebenen Medien Bo-30 und Bo-31, die als Entschaumer noch zusitzlich
0,3% Sonnenblumend! enthalten. Unmittelbar nach dem Beimpfen erfolgt der Zusatz der sterilfiltrierten, waﬁngen, neutralen
* Lésungen der in Tabelle 3 aufgefiihrten Substanzen {maximal 200ml Zusatz/20 Liter Medium). :
_ Die Fermentationsansatze werden 120 Stunden bei einer Temperatur von 26 bis 28°C und einer Beliiftungsrate von 20 ther
Luft/Minute (bei Normaldruck) unter Rihren {440 U/min) bebriitet, Als Entschéumer wnrd im Bedarfsfalle steriles’
"Sonnenblumendl in der technisch erforderlichen Menge zugesetzt. .
Das wihrend der Fermentation gebildete Nourseothricin wird taglich wie im Ausfuhrungsbelsplel 1 beschneben
mikrobiologisch bestimmt. Die ermittelten Testwerte finden sich in der Tabelle 3. o
. Das vegetative Impfmaterial des Nourseothricin-Bildners wird in der gleichen Weise und unter Verwendung des glenchen
Nahrmediums, wie in den Ausfilhrungsbeispielen 1 unid 2 beschrieben, angezogen.
Mit acht 24stiindigen Schiittelkulturen der 2.Vorzucht wird ein mit 150 Liter hitzesterilisiertem Medlum (60 Minuten bei
125°C) der vorgenannten Zusammensetzung gefiiliter, mit Vorrichtungen zur Stenlbel()ftung und einem Ruhrwerk ‘
ausgestatteter Edelstahlfermenter (200 Liter Bruttovolumen) beimpft. Die Kultivierung erfolgt bei 26 bis 28°C, einer -
~ Geschwindigkeit des Riihrwerks von 375 U/min und elner Beliiftungsrate von 1 Liter Luft pro 1 ther Kulturlosung inder
Minute (bei Normaldruck).
Nach 20-bis 24stiindiger Bebriitung werden 100 Liter dieser Kultur zur Beimpfung von 600 ther Nahrmedlum der Hauptkultur .
eingesetzt. Dieses ist vorher im Fermenter der Hauptkultur (1800 Liter Bruttovolumen; mit Vornchtungen zum Ruhren, .
Sterilbeliiften und Temperieren) durch istiindiges Erhitzen auf 130°C sterilisiert worden
Das hierbei eingesetzte Nahrmedlum Bo-32 hat folgende Zusammensetzung
3,2% Kartoffelstérke
2,9% Glucose : _ - o
1,4% Sojamehl, entdlt : ' .
. 0,7% Ammoniumnitrat :
0,2% Magnesiumsuilfat, kristallin
0,1% Natriumchlorid
0,6% Calciumcarbonat
0,3% Sonnenblumendl
0,048% Zinksulfat, kristallin
- ad 100m! Leitungswasser
- pH 5,9-6,1 (vor Sterilisation) :
Das Zinksulfat wird dem Fermentationsmedium vor der Sterlllsatlon zugesetzt
Die Bebriitung dieser Hauptkultur erfolgt tber einen Zeitraum von 144 Stunden bei 26 bis 28°C, einer Geschwmdlgkelt des
. Rihrwerks von 290 U/min und einer Belliftungsrate von 1 Liter Luft pro 1 Liter Kulturlosung\m der Minute (Druck 0,14 bis,
0,16 MPa). L
Zur Schaumbekampfung wird nach Bedarf steriles, wasserhaltuges Sonnenblumendl emgesetzt
Das wahrend der Fermentation gebildete Nourseothricin wird taglich wie im Ausfiihrungsbeispiel 1 beschrleben
. mikrobiologisch bestimmt. Die ermittelten Testwerte sind in der Tabelle 4 angegeben.
Zur Isolierung des Antibiotikums werden 500 Liter der Kulturldsung mit einem Nourseothricin- Gehalt von 4000 pg/ml mit
Oxalsiure auf pH 4,0 angesausrt und durch Separieren von den Feststoffen befreit. AnschlisBend wird das Filtrat mit 30%iger
Natronlauge neutralisiert und zum Abtrennen nachtriglicher Ausflockungen erneut separiert. Zur Adsorption des
-Antibiotikums wird das neutralisierte Kulturfiltrat mit einer Laufgeschwindigkeit von 70 Liter/Stunde tiber eine mit 70 Liter
Wofatit CP-300 (Na-Form) gefilllte Saure filtriert. Das Adsorbat wird mit 50 Liter entionisiertem Wasser, nachfolgend mit -
0,1N Essigséure bis zur Aziditat pH 5,5 des Durchlaufs und noch mit 15 Liter Wasser gewaschen. Die Elution des Antibiotikums
erfolgt mit 50 Liter einer 1,0N Salzsdure und nachfolgend mit entionisiertem Wasser, wobei-das Eluat in zwei Fraktiorien
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getrennt’ aufgefangen wird: Fraktion | b:s zum pH- Umschlag des Eluats nach sauren Werten und Fraktion II als. saures
Eluat.
" Die neutrale Fraktlon 1{ca. 50 Liter) wird unmittelbar unter Vakuum bea maximal 40°C bis zum Srrup (ca.4 ther) elngedampft
_ Dieser Riickstand wird in 60 Liter Methanol riickgeldst. Nach dem Filtrieren der methanolischen Lésung wird-durch
- portionsweises Unterrithrenvon insgesamt 260 Liter Aceton das Nourseothricin-Hydrochlorid ausgefalit. Der Niederschlag
wird abfiltriert, mit 13 Liter Methanol/Aceton (1:3; viv) und anschlieBend noch 8 Liter absolutem Aceton gewaschen und im -
Vakuum iiber konzentrierter Schwefelséure oder Phosphorpentoxid getrocknet. - -
Ausbeute: 740g weilles, amorphes Nourseothncln-HydrochIond mlt einem Nourseothrlcm Gehaltvon 950 Emheuten/ mg-
und 5,4% Sulfatasche. ' .
Die salzsaure Fraktion Il {ca. 15 ther) wird unter Umriihren portionsweise mit dem Amonenaustauscher Wofatit L-1 50 {OH-
Form) versetzt, bis die Lésung neutral reagiert. Nach dem Abfiltrieren des lonenaustauschers wird das Filtrat in gleicher -
Weise wie die Fraktion | konzentnert und weiterverarbeitet, wobei die einzusetzenden Losungsmittelmengen entsprechend o
_zu verringern sind. .
Ausbeute: 100g weifes, amorphes Nourseothrlcm Hydrochlorld mit einem Nourseothrlcm Gehalt von 500 Emheuten/mg
-und 10,0% Sulfatasche. .
Tabelle 1: Férderung der Nourseothricin-Bildung in Schiittelkulturen des Stammes Streptomyces noursel IMET JA 3890b
durch-Zusétze von Natrlumaznd Brenzkatechln Amytal, Zlnksulfat B- Alamn bzw o-Ammobenzoesaure Medium
Bo-30 ' : . . , :

Konzentr_atnon _ p.g/t_h[ Nourseothricin

des S - : :
Zusatzes(mM) Natriumazid = Brenzkatechin Amytal Zinksulfat " B-Alanin o-Aminobenzoesaure.
. 0025 183 — — - = —_ s
0,050 230 —_ - - — —
0,075 291 - — — — —
0,100 . 330 —_ - —_ -_ —
0,125 458 _— - — — —
0,150 - 544 — - 308 - —
0175 - 372 - - - - —
10,200 230 - —_ — — —
0,250 - 224 263 - 185 469 210 —
0,500 C—= s 217 221 560 . 329 —
0,750 - 294 228 702 - 311 —
1,00 — 396 - 291 552 i 288 —
- 1,26 - a2 301 439 255 —
1,50 - 382 206 - 437 "212 —
© 1,75 — 250 174 124 157 —
5,0 - - — - — 473
75 - — — - - 500
10,0 - - — - — 610
Ohne Zusatz (Kontrolle) 95

Tabelle 2: Forderung der Nourseothricin-Bildung in Schittelkulturen des Stammes Streptomyces noursei IMET JA 3890b
durch Zusitze von Natriumazid, Brenzkatechin, Zinksulfat bzw. o-Ammobenzoesaure, Medium Bo-31

“Konzentration
des
Zusatzes (mM)

ug/mi Nourseothncm

Natriumazid

Brenzkatechin

‘0-Aminobenzoeséure

- 0,050
0,100
0,125
0,150
0,175

" 0,200
0,300
0,400 -
0,500 -
0,750
1,00
1,25
1,50
2,00

961

1135 -

1426°

- 1891

1085
657

. Zinksulfat

5,0
75
10,0

(Ohne Zusatz (Kontrolle)

620




Tabelle 3: Forderung der Nourseothricin- Blldung in Klemfermenterkulturen des Stammes Straptomyces nourseu IMET A i .
3890b durch Zusétze von Natriumazid, Branzkatechm bzw. Zinksulfat; Medlen Bo-30 und Bo 31 :

Konzentrataon rg/miNourseothricin
des ' - o
Zusatzes Medium Bo-30. Medium Bo-31

* 0,126 mM Natriumazid 4200 . 1835
0,500 mM Brenzkatechin - 1690

. 1,280 mM Brenzkatechin 396 . — -
0,760 mM Zinksulfat . 445 1860
OhneZusatz [Kontrolle) - - 98 790

Tabelle 4: Férderung der Noursaothncm-Blldung in Fermenterkulturen des Stammes Streptomvces noursel IMET JA 3890b

durch Zusatz von Zinksulfat, Medium Bo-32

i

. Konzentratlon

pg/ml Nourseothncm )
des ' ) S ER P
Zusatzes Kultur_dauer: ‘ 24h 48h 72h . 98h 120h"  -144h
© 0,048% Zinksulfat o 56 210 990 = . 2377 4876 . 5020
Ohne Zusatz (Kontrolle)

/

65 200 530 760 ., 865 - . 850
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