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69 Verfahren zur Herstellung eines neuen Antibiotikums.

@ Verfahren zur Herstellung des neuen Antibiotikums

S 53210/A-III, indem man einen Stamm von Micro-
ellobosporia brunea nov. Spez. auf oder in einem Nihr-
medium ziichtet und das Antibiotikum aus der Fermen-
tationsbriihe durch extraktive und/oder adsorptive Metho-
den isoliert und hierauf chromatographisch oder durch
Gegenstromverteilung reinigt.
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Verfahren zur Herstellung des neuen Antibiotikums S Medium Kultureigenschaften Luftmycel Form
53210/A-111, dadurch gekennzeichnet, dass man einen Stamm Malz-Hefe- W.: gut, beige bis braun tritt nach 16 Tagen
von Microellobosporia brunea nov. Spez. auf oder in einem extrakt Substratmycel aufgerissen anden
Néhrmedium ziichtet und das Antibiotikum aus der Fermenta- 5 Agar Unt.: beige bis braun Kolonierdndern
tionsbriihe durch extraktive und/oder adsorptive Methoden LM.: weiss, nur an den auf, Rectus
isoliert und hierauf chromatographisch oder durch Gegen- Kolonieridndern®, weiss b flexibilis
stromverteilung reinigt. LP.:keine

Hafermehl W.:mittelméssig bis gut, tritt nach 17 Tagen
10 Agar farblos auf
Unt.: beige bis braun Rectus flexibilis,
LM.: iiber ganze einige Spira a und
Kolonieoberfliche, weiss keulenférmige
*Wba Sporangien
15 LP.:keine
Starke-Mi- W.:schlecht, farblos Rectus flexibilis
neralsalz  Unt.: farblos bis braun und wenige Spira a

Die vorliegende Erfindung betrifft Verfaliren zur Herstel- Agar LM.: spérlich, alabaster weiss, (ein bis drei
lung des neuen Antibiotikums S 53210/A-IIL *W13ba Windungen)

Erfindungsgemiss gelangt man zu dem neuen Antibiotikum 20 LP.:keine
S 53210/A-111, indem man einen Stamm von Microellobosporia ~ Glycerin- W.: mittelmassig, farblos tritt nach 14 Tagen
brunea nov. Spez. auf oder in einem Nahrmedium ziichtetund ~ Asparagin Unt.: farblos bis créme auf
das Antibiotikum aus der Fermentationsbriihe durch extraktive Agar ~  LM.:iiber ganze Rectus flexibilis,
und/oder adsorptive Methoden isoliert und hierauf chromato- Kolonieoberfliche, einige Spira a und
graphisch oder durch Gegenstromverteilung reinigt. 2 Austernweiss, *Wb keulenférmige

Der neue erfindungsgemiss verwendete Stamm S 53210/A LP.:keine Sporangien
wurde aus Erde isoliert, die aus einem antiken, etwa 2000 Jahre 3~ b o

alten, 1976 bei Jama Coaque (Equador) gefundenen Tonkopf
herausgekratzt worden war. Eine Probe davon wurde beim
United States Department of Agriculture, Peoria, Ill, USA 30
deponiert und steht der Offentlichkeit unter der Kulturnummer
NRRL 11,122 zur Verfiigung. :

Dader Stamm S 53210/A zuerst nur Substratmycel mit seit-
lichen Einzel- und Doppelsporen bildete, wurde seine Zugehd-

Unt.: = Unterseits
LM.: = Luftmycel
LP.: = Losliche Pigmente
* Referenz mit Bezug auf das «Color-wheels System» Bachus,
& Tresner, 1957

rigkeit zur Gattung Micromonospora vermutet. Auf einigen

35 Physiologische Eigenschaften des Stammes S 53210/A

Kulturmedien bildet der Stamm jedoch nach zweiwochiger

Inkubation Luftmycel und keulenformige, 2 bis 7 pm lange Spo-  Nitrat-reduktion negativ
rangien, die ihrerseits ein bis sieben, kugelige bis ellipsoidische, ~ Stirke-hydrolyse schwach positiv
1,0-2,7 um grosse, unbewegliche Sporen enthalten. Es scheint,  Celluloseabbau negativ

dass die Sporen durch Septierung innerhalb kurzer, keulenfér- 40 Tyrosin-Reaktion negativ

miger Seitenzweige zu entstehen beginnen; die einzelnen Spo-  Milch-koagulation negativ

ren vergrossern sich unterschiedlich stark, reifen als kurze Milch-peptonisierung negativ

Kette im Sporangium und werden durch apikales Aufreissen Gelatineverfliissigung positiv

der Sporangienhiille befreit. Lange, streptomycetenartige Spo-  Melaninbildung negativ

renketten wurden keine beobachtet. 45

Aufgrund der oben genannten Beschreibung stimmt der
Stamm S 53210/A gut iiberein mit der von Cross T., Lechevalier

M. & Lechevalier H,, 1963, «A new genus of Actinomycetales: Wachstum

Kohlenstoffverwertung des Stammes S 53210/A

Kohlenstoffquellen

Microellobosporia gen. nov». Journ. Gen. Microbiology 31,421
(1963), errichteten Gattung Microellobosporia. Diese Gattung 50
umfasst bisher nur vier Arten (vgl. Bergey’s Manual of Determi-
native Bacteriology, 8th Edition (1974), Seiten 843-845), wobei

M. cinerea und M. violacea violette Farbtone im vegetativen
Mycel aufweisen und die Sporangien von M. grisea mit kristalli-
nen Stachelchen iiberzogen sind. Der Stamm S 53210/A weist 55 +
diese auffallenden Merkmale nicht auf. Die vierte bisher =
beschriebene Art, M. flavea, hat aufgrund der Beschreibung

+++

L(+)Rhamnose, D(—)Melibiose, D(+)Mannose,

D(+)Maltose

D(+)Glucose, D(+)Galactose, D(—=)Arabinose,
Glycerin, Stirke, D(+)Xylose, D(—)Fructose,

D(—)Mannit

D(+)Lactose, D(—)Ribose, D(-)Sorbit, Dextrin
D(-)Salicin, meso-Inosit, L(—)Arabinose,
D(+)Melizitose, D(+)Raffinose, D(+)Saccharose

weisses Luftmycel und bildet strohgelbe Kolonien ohne 16s-
liche Pigmente, so dass der Stamm S 53210/A mit weissem Luft-

+++ = Wachstum und Verwertung gut

mycel und beige bis braunen Kolonien ohne l6sliche Pigmente 60 ++ = Wachstum und Verwertung mittelméssig

jener letzten Art am nichsten kommt. Da aber zwischen M. fla-
vea und dem neuen Stamm S 53210/A beziiglich der Kohlen-
stoffverwertung erhebliche Unterschiede bestehen, wurde der
Stamm S 53210/A als neue Art der Gattung Microellobosporia
aufgefasst und aufgrund des braunen, vegetativen Miycels
Microellobosporia brunea, nov. Sp. genannt.

Die Wachstumseigenschaften des Stammes S 53210/A auf
normalen biologischen Medien und seine Kohlenstoffassimila-
tion sind in den folgenden Tabellen aufgefiihrt:

+ = Wachstum und Verwertung schlecht,
+ = Wachstum und Verwertung unsicher

Die Ziichtung des Stammes S 53210/A erfolgt durch
65 Anwendung an sich bekannter Methoden und besteht im
wesentlichen darin, den genannten Stamm auf oder in einem
geeigneten Medium und unter geeigneten Bedingungen zu
ziichten und anschliessend das im Laufe der Ziichtung gebil-
dete Antibiotikum S 53210/A-III zu isolieren.
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Zu Beginn der Ziichtung kann der pH-Wert des Fermenta- Ri-Werte
tionsmediums zwischen 6,5 und 7,8 liegen. Die zur Ziichtung
optimale Temperatur kann zwischen 25und 35 °C liegen. Die ~ Fliessmittel S53210/A-111
Beliiftung der Ziichtung kann in weiten Grenzwerten schwan-
ken. Die maximale Ausbeute an Antibiotikum S 53210/A-I11 5 Methylenchlorid-Methanol-Wasser 0,63
wird nach 4- bis 7tigiger Ziichtung erhalten. Fiir die Beimpfung  (80:17,5:2)
der Fermentationsmedien kann eine sporulierende Kultur ver-  + 1% Eisessig
wendet werden. Die Fermentationsmedien konnen hauptsich-
lich eine assimilierbare Kohlenstoffquelle, eine assimilierbare Als Nachweisreagens kann Jod verwendet werden. Beim
Stickstoffquelle und gegebenenfalls Mineralsalze und Wachs- 10 Anspriithen mit einer 0,2%igen Ce(SOs)-Losung in 50%iger
tumsfaktoren enthalten, wobei alle diese Elemente in Formvon  gchwefelsiure und Erwéirmen auf 130° gibt S 53210/A-I1I eine

gut definierten Produkten oder von komplexen Gemischen, graue bis braune Anfarbung.

wie man sie in biologischen Produkten verschiedenen Das Antibiotikum S 53210/A-IIlist antimikrobiell wirksam;

Ursprungs antrifft, zugefiihrt werdenkonnen. i insbesondere hemmt es vorwiegend das Wachstum von gram-
Weiterhin eignen sich organische und anorganische stick- 15 positiven Bakterien. Es zeigt eine sehr breite Aktivitat gegen

stoffhaltige Ver_bmdpngen, wie Pepton, Hefe- err Fleischex- grampositive Bakterien, aber keine Wirkung gegen Hefen und

trakte, Ammoniumnitrat, Ammoniumsulfat, Aminosiuren usw.,,  pjjze.

als Stickstoffquelle. Spurenelemente, die fiir ein optimales Die Wirkung erstreckt sich auch auf die pathogenen Ver-

+ Wachstum des Organismus, der zur Produktion des Antibioti-  treter der grampositiven Bakterien, wie Staphylococcen, Strep-
kums S 53210/A-I1I verwendet wird, erforderlich sind, sollen 20 tokokken, Corynebakterien, Mycobakterien. Auch gegen

ebenfalls in dem Kulturmedium enthalten sein. Solche Spuren-  Mycoplasmen und Neisserien ist das neue Antibiotikum wirk-
elemente kommen gewdhnlich als Verunreinigungen in den

anderen Bestandteilen des Mediums in Mengen vor, die fiir den Im Reihenverdiinnungstest wurden folgende Mindest-
Wachstumsbedarf des erfindungsgemass verwendeten Stam- hemmkonzentrationen erhalten (meg/ml):
mes S 53210/A geniigen. 25
Sobald bei der Ziichtung eine maximale Menge des Antibio- _
tikums S 53210/A-11I produziert worden ist, was z. B.durch die ~ Organismus MiC
Aktivitdt gegen Staphylococcus aureus festgestellt werden
kann, wird der Mycelanteil in der Kulturbrithe homogenisiert S. aureus 0,01
und das Antibiotikum durch Extraktion mit einem mit Wasser 30 S. aureus res. Penicillin 0,01
nicht mischbaren Losungsmittel wie z. B. Athylacetat, Butyl- S. aureus res. Tetracyclin 0,1
acetat, n-Butanol, gewonnen. S. aureus res. Rifamycin 0,01
Aus dem erhaltenen Rohextrakt kann das Antibiotikum S S. aureus 6538P 0,03
53210/A-I1I durch an sich bekannte chromatographische Streptococcus faecalis res. Aminoglykoside 03
Methoden isoliert und rein dargestelit werden. 35 Streptococcus pyogenes 03
Das neue Antibiotikum S 53210/A-I1I zeigt folgende Eigen-  Streptococcus faecalis 03
schaften: : Streptococcus haemolyticus 0,01
Gelbes amorphes Pulver Diplococcus pneumoniae 03
Smp. >300° (Zers.) Corynebacterium equi 03
[o]¥ = + 67,2° (¢ = 1,444 in Chloroform) 40 Sarcina lutea res. Erythromycin 03
Analyse: Bacillus subtilis 1,0
Gef. C520 H50 N120 0200 S11,0% Clostridium sphenoides 1,0
UV-Spektrum in Acetonitril, vgl. Fig. 1 Clostridium pasteurianum 0,03
IR-Spektrum in KBr, vgl. Fig. 2 Mycobacterium thamnophesos 03
'H-NMR-Spektrum in DMSO, 90 MHz mit Tetramethylsilan als 45 Mycobacterium smegmatis 0,3
interner Standard, vgl. Fig. 3. Mycoplasma laidlawii 32
Bei der Aminoséureanalyse wurde neben unbekannten Mycobacterium gallisepticum 30
Aminosiuren eine Aminoséiure gefunden, die die gleiche Reten- Neisseria catharalis 03
tionszeit wie Threonin aufweist. Neisseria pharyngis 0,1
Farbreaktion: 50
Ninhydrin negativ
Cl-Benzidin griin Medium Brain Heart Infusion Broth, Inoculumdichte 10
Loslichkeit: Keime/ml, Inkubationstemperatur 37°, Inkubationszeit 24 Stun-

S 53210/A-I1 ist leicht loslich in Chloroform, Dimethylform- den.
amid, Acetonitril, Dioxan, Dimethylsulfoxid, schwerloslichin 55 Das neue Antibiotikum S 53210/A-I11 kann fiir humanmedi-

Methanol, Athanol und unléslich in Wasser und Hexan. zinische Zwecke als Arzneimittel allein, und zwar in reiner

In der Tabelle 1 sind die R-Werte von S 53210/A-IIT im Form oder in den entsprechenden Arzneiformen fiir topicale,
Diinnschichtchromatogramm angegeben (Laufstrecke 14 cm enterale oder parenterale Verabreichung verwendet werden.
auf Kieselgel Merck 60-Platten, Schichtdicke 0,25 mm). In den nachfolgenden Beispielen, welche die Ausfithrung

60 des Verfahrens erldutern, den Umfang der Erfindung aber in
keiner Weise einschriinken sollen, erfolgen alle Temperaturan-

gaben in Celsiusgraden.
Tabelle 1 ,
Rf-Werte . Beispiel 1: Ziichtung des Stammes S 53210/A in einer Schiittel-
Fliessmittel S 53210/AII # :;lklgar_ Ausgangskultur
Die als Ausgangsmaterial verwendete Agarkultur des
Methylenchlorid-Methanol-Wasser 0,68 Stammes S 53210/A erhilt man, indem man ein Kulturmedium

(80:17,5:2) (I) folgender Zusammensetzung
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g/Liter
Cerelose (Glucose) 4,0
Malz-Extrakt 10,0
Hefe-Extrakt 4,0
Agar (Bacto) 20,0
destilliertes Wasser 1 Liter

mit einer auf an sich bekannten Weise hergestellten Sporen
suspension des urspriinglich isolierten Stammes S 53210/A
beimpft. Das Medium wird vor der Sterilisation mit NaOH auf
pH 8,3 bis 8,6 eingestellt und betrigt nach der Sterilisation (20
Minuten bei 120°) 6,9 bis 7,3.

b) Sporensuspension

Eine gut sporulierende Agar-Ausgangskultur des Stammes
S 53210/A wird mit 5 ml steriler, 0,9%iger Kochsalzlosung ver-
setzt, was eine dichte Sporen- und Mycelsuspension ergibt.

c¢) Vorkulturen

Von dieser Sporensuspension wird 1 ml zur Beimpfung
eines 200-ml-Erlenmeyer-Kolbens verwendet, der 50 ml des fol-
genden Vorkulturmediums (II) enthélt:

g/Liter
Dextrin 10,0
Glucose 10,0
Pepton 50
Hefeextrakt 5,0
CaCOs 1,0
destilliertes Wasser 1 Liter

Der pH-Wert wird mit NaOH auf 7,2 ¢ingestellt. Das Vor-
kulturmedium wird in einem Autoklav bei 120° wihrend 20
Minuten sterilisiert, worauf der pH-Wert 7,0 bis 7,2 betrigt.

Die so angesetzte Vorkultur wird wihrend drei Tagen bei 27°

auf einer Rundschiittelmaschine (220 U/Min.) aerob inkubiert
und wird zur Beimpfung einer zweiten Vorkultur verwendet,
indem 5 ml der ersten Vorkultur it  inem 500-ml-Erlenmeyer-
Kolben mit 100 ml des folgenden Mediums (III) geimpft wer-
den:

g/Liter
Fleischextrakt 3,0
Trypton 50
Glucose 1,0
Stirke loslich 24,0
Hefeextrakt 50
CaCoO:s 20
destilliertes Wasser 1 Liter

Der pH-Wert wird mit NaOH auf 7,2 eingestellt und das
Medium in einem Autoklav bei 120° wihrend 20 Minuten steri-
lisiert, worauf der pH-Wert 7,0 bis 7,2 betragt.

d) Hauptkultur

Die zweite Vorkultur wird wihrend 3 Tagen bei 27° auf
einer Rundschiittelmaschine (220 U/Min.) aerob inkubiert und
wird dann direkt zur Beimpfung einer Hauptkultur verwendet,

indem 5 ml der zweiten Vorkultur in einem 500-ml-Erlenmeyer-

Kolben mit 100 ml des folgenden Mediums (IV) geimpft wer-
den: :

g/Liter
Malzextrakt 30,0
Blutpepton 75
destilliertes Wasser 1 Liter

Der pH-Wert wird mit NaOH auf 7,0 eingestellt und das
Medium in einem Autoklav bei 120° wihrend 20 Minuten ste-
rilisiert, worauf der pH-Wert 6,8 bis 7,0 betrégt. Die so ange-

4

setzte Hauptkultur wird wihrend 5 Tagen bei 27° auf einer
Rundschiittelmaschine (220 U/Min.) inkubiert.

Beispiel 2: Ziichtung des Stammes S 53210/A in einem Fermen-
5 ter
Die Ausgangskultur fiir die Ziichtung eines 500-Liter-Fer-
mentationsansatzes ist eine Standkultur (Erlenmeyerkolben zu
500 ml mit 100 ml Agar) des urspriinglich isolierten Stammes S
53210/A. Diese Kultur mit dem Agarmedium, das pro Liter
10 20 g Agar, 20 g Malzextrakt, 4 g Hefeextrakt und entminerali-
siertes Wasser enthalt, wird 14 Tage bei 33° bebriitet. Mit 200
ml Sporen- und Mycelsuspension aus 2 Standkulturen wird 1
Glasfermenter mit 10 Liter Ndhrlosung der folgenden Zusam-
mensetzung angeimpft: 20 g Glukose, 5 g Pepton, 5 g Hefeex-
15 trakt, 1 g CaCOs und entmineralisiertes Wasser ad 1 Liter.
Diese Vorkultur wird 4 Tage bei 30° mit einer Luftrate von 0,7
Liter V/V/Min. und einer Riihrerdrehzahl von 250 UPM inku-
biert. Die Zwischenkultur im 75-Liter-Stahlfermenter (50 Liter
Girvolumen) wird mit 7 Liter aus der Vorkultur angeimpft, das
20 Medium hat die gleiche Zusammensetzung wie die Vorkultur:
20 g Glucose, 5 g Pepton, 5 g Hefeextrakt, 1 g CaCO:s und ent-
mineralisiertes Wasser ad 1 Liter. Die Inkubation erfolgt 3
Tage bei 30° mit einer Luftrate von 0,7 Liter V/V/Min. bei 0,5
bar Druck und einer Rithrerdrehzahl von 200 UPM.

Die Hauptstufen-Fermentation im 750-Liter-Gértank (500
Liter Girvolumen) erfolgt bei 30° mit einer Nahrlésung folgen-
der Zusammensetzung: pro Liter 30 g Malzextrakt, 7,5 g Blut-
pepton, 1 mg FeSO4-7 H20, 1 mg MnCl2+4 Hz0, 1 mg ZnSO4-7
H:0 und entmineralisiertes Wasser. Die Inkubation dauert 4
30 Tage bei einer Rithrerdrehzahl von 130 UPM und einer Luft-

rate von 0,7 Liter V/V/Min. und bei 0,5 bar Druck. Der pH-End-
wert liegt bei 7,8.

25

Beispiel 3: Isolierung von S 53210/A-II1
500 Liter Kulturbriihe werden mit 2N Schwefelséure auf
pH 7 gestellt, mit 500 Liter Essigester versetzt und 90 Minuten
mit einem Dispax-Reaktor homogenisiert. Die Abtrennung der
organischen Phase erfolgt mit einem Westfalia-Trennsepara-
tor. Der Extrakt wird nach Waschen mit 100 Liter Wasser im
40 Vakuum bei 20 bis 40° Konzentrattemperatur zur Trockene
eingeengt (146 g Rohextrakt). Die Wiederholung der Extrak-
tion ergab nochmals 51 g Rohextrakt.
Die 197 g vereinigten Extrakte werden unter Riihren zu 2
Liter Hexan gegeben. Die iiberstehende Losung wird abdekan-
45 tiert und der 6lige Riickstand im Vakuum bei 50° vom Lésungs-
mittel befreit, wobei 80,2 g Fillungsprodukt mit Aktivitdt gegen
Staphylococcus aureus anfallen. Dieses Material wird in Chlo-
roform-Methanol (1:1) gel6st und die Losung auf eine mit Chlo-
roform-Methanol (1:1) bereitete Sdule von 1 kg Sephadex LHzo
50 gebracht. Die Elution mit Chloroform-Methanol (1:1) liefert
14,5 g Fraktionen, die S 53210/A-I1I enthalten. Diese werden in
Methylenchlorid + 3% Methanol gelost und die Losung auf
eine mit Methylenchlorid + 3% Methanol bereitete Sdule von
250 g Kieselgel Merck (Korngrosse 0,063-0,2 mm) aufgegeben.
55 Die Elution erfolgt zuerst mit Methylenchlorid unter Zusatz
von 3 bis 5% Methanol, dann mit Methylenchlorid + 10% Me-
thanol. Man erhiilt 4,8 g angereicherte Fraktionen von S 53210/
A-III Die Fraktionen werden in 25 ml Methylenchlorid gelost
und nach Zugabe von 50 ml Methanol bei Raumtemperatur ein-
60 geengt, wobei S 53210/A-11I ausfillt. Die Substanz wird abfil-
triert und mit Methanol und Ather gewaschen. Man erhilt S
53210/A-I1I als amorphes gelbes Pulver. Smp. >300° nach 15
Stunden Trocknen im Hochvakuum bei Raumtemperatur.
Die Reinheitspriifung der gegen Staphylococcus aureus
65 aktiven Chromatographiefraktionen erfolgt diinnschichtchro-
matographisch auf Kieselgel mit Methylenchlorid-Methanol-
Wasser (88:11:1) und Methylenchlorid-Methanol-Wasser
(92:7,5:0,5) als Fliessmittel.

G
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