Zur Verfahrenstechnik
der Antibiotika-Fermentation

Von R. Kreutzfeldr!*}

Die industrielle Fermentation hat insbesondere durch die
Antibiotika-Produktion erheblich an Bedeutung gewonnen.
In den letzten 25 Jahren wurden etwa 1000 Antibiotika ge-
funden, etwa 50 — darunter vor allem die Penicilline, Tetra-
cycline und Streptomycine — haben wirtschaftlicheBedeutung
erlangt. Die USA stellten 1964 etwa 3000 t Antibiotika (ca.
50 2 der Weltproduktion) im Wert von ca. 400 Millionen $
her. Die Weltproduktion an Penicillinen kann auf etwa 1500 t/
Jahr geschitzt werden.

Das Penicillin-Verfahren gehort trotz langjahriger Erfahrung
zu den schwierigsten und empfindlichsten. Flemming erreichte
bei seinen ersten Fermentationen Ausbeuten von 2—10 E/ml;
heute sind 10000 E/ml als normal zu betrachten. Die Fer-
mentationen aller Antibiotika verlaufen in technisch dhnli-

" cher Weise. Die Technik der Penicillin-Fermentation sei hier
niher betrachtet.

Der Penicillin-Bildner wird als Dauerkultur in wasserfreiem
Zustand bei etwa —5 °C aufbewahrt, um jeden Stoffwechsel
auszuschalten. Aus der Dauerkultur werden im Laborato-
riumsmaBstab Vermehrungskulturen angelegt, die in Vor-
fermentern weitergeziichtet werden. Die Impfmenge fiir den
Hauptfermenter wird zwischen 2 und 20 % der zu erntenden
Menge gewihlt; grofiere Impfmengen verkiirzen die Fer-
mentationszeit.

Die Fermenter sind mit einem Beliiftungssystem, einem Riihr-
werk sowie einem Kiihlsystem, das die Temperatur auf
+ 0,5 °C konstant zu halten gestattet, ausgeriistet. Zwischen
Sauerstoffversorgung und Penicillinbildung besteht ein enger
Zusammenhang. Heute konnen Fermenter von 400 m3 be-
triebssicher eingesetzt werden. Die Antibiotika-Fermenta-
tion muB unter AusschluB von Fremdinfektionen durchge-
filhrt werden. Fiir Grofproduktionen kommt dazu nur die
Sterilisation durch Dampf in Betracht (mindestens 120°C
iiber mindestens 20 min).

Fermentationsbedingungen: 7 Tage bei 25 + 0,5°C; 0,3 m3
Luft pro 1 m3 Nihrlésung und pro min. Fiir die Erzeugung
von 100 kg (Ausb. 4,39, Penicillin-Na werden benétigt:
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1200 kg Kohlenhydrate, 60 kg tierische und pflanzliche
Fette, 770 kg Cornsteep [**1, 220 kg anorganische Substan-
zen (als Puffer, Schwefel- und Phosphorquelle) und 100 kg
Phenylessigsidure zur Bildung von Penicillin G.

Die Stoffbilanz der Penicillin-Fermentation fiir diesen Roh-
stoffeinsatz von 2350 kg lautet: 100 kg Penicillin-Na (4 Gew.-
%), 825 kg Pilzmycel (35 %), 660 kg Restsubstanzen in der
Kulturlosung (28 %), 765 kg CO;, (33 %).
Energiestoffwechsel der Penicillin-Fermentation (Verbren-
nungswirmen der Rohstoffe und der Stofiwechselendpro-
dukte werden einander gegeniibergestellt; mechanische Ener-
gie, die z.B. durch Riithren der Kulturlosung als Wirme zu-
gefithrt wird, bleibt unberiicksichtigt):

Energiemenge gespeichert in: kcal %

Penicillin-Na 586000 7
Pilzmycel 2805000 33
Restsubstanzen in Kulturlésung 1923000 23
abgegebener Verbrennungswirme 3147000 37

insgesamt umgesetzte Energiemenge d.Rohstoffe | 8461000 100

Weiterhin sind pro 100 kg Penicillin aufzuwenden: 3000 kWh
elektrischer Energie (hauptsichlich zum Rithrwerkantrieb),
4 t Dampf (Sterilisation und Siegelung), 50000 Nm3 Brut-
luft, 900 m3 Kiihlwasser (Kithlung der sterilisierten Losung,
Abfiihrung der durch Rithrung und biochemische Verbren-
nung erzeugten Wiirme). Die Betriebskosten der Penicillin-
Fermentation (ohne Amortisation) gliedern sich folgender-
maBen: fiir Rohstoffe 50 %, fiir Energien 20 9, fiir Repara-
turen 10 %, Personalkosten 15 %, sonstige Kosten 5 %.

Diese komplizierten biologischen Verfahren sind sebr stor-
anfillig und bediirfen eingehender {Uberwachung und genauer
analytischer Kontrolle. Auch bei gut eingefahrenen Fermen-
tationsprozessen mull mit Ausbeuteschwankungen von
+ 159 gerechnet werden. Im allgemeinen wirken sich fol-
gende Faktoren aus: Verdnderung des Penicillium-Stammes
oder der Rohstoffqualitidt, Infektionen durch Fremdkeime,
Bedienungsfehler und technische Stérungen. Die Qualitit der
Rohstoffe ist fiir die Fermentationsausbeuten ausschlagge-
bend. Die groBtenteils eingesetzten Naturprodukte werden
daher analytisch und biologisch getestet.

[129. Dechema-Kolloquium, am 21. Qktober 1966
in Frankfurt/M.] VB 57]
i;*] Unter Cornsteep versteht man ein Nebenprodukt der Mais-
starkeherstellung mit einem hohen Gehalt an Aminosiduren und
Nihrsalzen.

1,2-Diazetidinone (/) synthetisierten W. Fischer und E. Fahr
durch Bestrahlung von Diazokctonen (2) in CH2Cl, in Ge-
genwart von Azobenzol (3} mit einem Hg-Hochdruckbren-
ner. Die primir gebildeten Aldoketene (4) addieren sich hier-
bei an Azobenzol. (1) sind schwach gelbe oder farblose Sub-
stanzen, die aus Athanol umkristallisiert werden kdnnen.
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Beispiele: R = m-NO,CgHy, Fp =125°C, Ausbeute 43 %;
p-CIC¢H4, Fp=131°C, 42 %; «-Naphthyl, Fp =147 °C, 30 ,;
m-CH30~CgHy, Fp =142°C, 57 %. | Tetrahedron Letters
1966, 5245 / —Ma. [Rd 613}
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Eine neue Methode zur Umwandlung geminaler Bis (lithoxy-
carbonyl)-Verbindungen (1) in Athylester (2) geben 4. P.
Krapcho, G. A. Glynn und B. J. Grenon an. Bei ca. vierstiin-
digem Erhitzen von (/) mit mindestens einem Aquivalent
NaCN in Dimethylsulfoxid auf ca. 160 °C werden die Ester
(2) mit guter Ausbeute erhalten. Diese einfache Methode ist
dem klassischen Verfahren der Decarboxylierung iiberlegen.

NaCN
RIR2C(CO,CzHs)s 55—5-6 RIRZCHCO,C,Hs

(1) (2)
Beispiele: 1,1-Cyclobutandicarbonsidure-didthylester —» Cy-
clobutancarbonsiure-dthylester (75%, Ausbeute); 1,1-Cyclo-
pentandicarbonsiure-didthylester — Cyclopentancarbon-
siure-dthylester (75%); CH3;~CH;—CH(CO,CHs), -
CH;—CH,—CH,—CQ,C;Hs (80%). / Tetrahedron Letters
1967, 215 | —Ma. [Rd 638]
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Uber den Einsatz gaschromatographischer Kapillarkolonnen
hoher Trennleistung in direkter Kombination mit einem
Massenspektrometer berichten J. A. Véllmin, I. Omura,
J. Seibl, K. Grob und W. Simon. Die Anlage erméglicht es,
sowohl Kapillarkolonnen als auch gepackte Kolonnen mit
einem einfach fokussierenden Massenspektrometer kombi-
niert im Routinebetrieb zu verwenden. Am wichtigsten ist die
Anordnung des Separators, der glisernen Verbindungslei-
tungen und eines Hahns auf einem mit der Ilonenquelle ver-
schraubten Triager, wodurch erreicht wird, daB die Ionen-
quelle zusammen mit diesen Teilen vom restlichen Massen-
spektrometer ohne Trennung von Glasverbindungen ent-
fernt werden kann. Dies System 148t sich auf maximal 250 °C
aufheizen. Der Wechsel von Kapillarkolonnen zu gepackten
Trennsdulen ist ohne Modifikation der Anlage moglich. —
Auswertung und Interpretation z.B. des Massenspektrums
der Substanzen im Zigarettenrauch gelingen um wenigstens
eine GroBenordnung schneller als die konventionelle gas-
chromatographische Charakterisierung. / Helv. chim. Acta
49, 1768 (1966) /| —WG. [Rd 636]

Die Bildung von Dicyan-N-oxid, NC—C=N->0 (), aus
Cyanformhydroximsiurechlorid NC—C(Cl)=NOH mit tert.
Aminen oder wiBrigen anorganischen Basen konnten Ch.
Grundmann und H.-D. Frommeld durch typische 1,3-dipolare
Additionsreaktionen nachweisen. Bei der Herstellung des
Oxids in Gegenwart aktiver Dienophile wie Styrol, Acryl-
nitril, 1,3-Butadien, Phenylacetylen und Acetylendicarbon-
sdure-dimethylester wurden substituierte 3-Cyan-4,5-di-
hydro-1,2-oxazole oder 3-Cyan-1,2-oxazole erhalten. (1) bil-
det ein festes explosives Polymeres. Im Unterschied zu Di-
cyan-bis-N-oxid, ONC—CNO, einem infolge der zahlreichen
moglichen mesomeren Strukturen ungewohnlich bestindigen
aliphatischen Nitriloxid, ist (/) wegen geringer Resonanz-
stabilisierung ein typisches, sehr unbestindiges aliphatisches
Nitriloxid. / 152. Meeting ACS 1966, S 49 / —Ma. [Rd 612}
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Tetrasilacyclopentane mit einem zusitzlichen Heteroatom im
Ring stellten E. Hengge und U. Brychcy dar. Vertreter dieser
bisher weitgehend unerforschten Substanzklasse werden wie
folgt aufgebaut: Durch Spaltung von Octaphenylcyclotetra-
silan mit Halogenen oder mit Lithium entstehen bifunktio-
nelle Tetrasilane, z.B. (1), die mit anderen bifunktionellen

st%-—ﬁmz RiGeCl, R,Si— %Rz
RpSL SiBy — > RySi_SiRy
Li Li e
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R = CgHs

Molekiilen unter RingschluB zu den gewiinschten Hetero-
cyclen, z.B. (2), reagieren. In (2) liegt ein Heteroatom ohne
freies Elektronenpaar vor. Die Verbindung ist fiir spektro-
skopische Vergleichszwecke interessant. ;| Mh. Chem. 97,
1309 (1966) /| —WG. [Rd 6371

Die Aromatisierung von Cyclohexan-carbonsiiure zu Benzoe-
siure wird von einem Enzym katalysiert, das B. M. Babior
und K. Bloch aus Leber und Lebermitochondrien angerei-
chert haben. Substrat ist Cyclohexan-carboxyl-CoA, Zwi-
schenprodukt Cyclohexen-1-carboxyl-CoA. Die Reaktion
verlauft nicht tiber eine Hydroxylierung und Wasserabspal-
tung, sondern ist eine Oxidation wie die Reaktion der Acyl-
CoA-Dehydrogenasen beim Fettsiureabbau. Als Coenzym
wirkt FAD, das bei niedrigen pH-Werten entfernt werden
kann. Das Enzym 148t sich dann durch FAD-Zugabe reakti-
vieren. Die Aromatisierung bendotigt Sauerstoff, der durch
5-Methyl-phenazinium-methylsulfat und Hexacyanofer-
rat(in) ersetzbar ist. Die Michaeliskonstante fiir Cyclohexan-
carboxyl-CoA ist 9,1 x 1075, fiir Cyclohexen-1-carboxyl-CoA
3,4 x 10-5mol/l. Das natiirliche Substrat des Enzyms ist
unbekannt. / J. biol. Chemistry 241, 3643 (1966) / —HJ6.
[Rd 634}

The Molecular Orbital Theory of Conjugated Systems. Von
L. Salem. W. A. Benjamin, Inc., New York-Amsterdam
1966. 1. Aufl., XVI, 576 S., zahlr. Abb., Ganzleinen $ 22.50.

Die MO-Theorie der konjugierten Systeme ist wahrscheinlich
das am weitesten ausgebaute und eines der erfolgreichsten
Teilgebiete der Quantenchemie. Salem unternimmt so etwas
wie den — anerkennenswerten — Versuch einer methodisch
vollstindigen Darstellung der Theorie auf ihrem heutigen
Stand.

Ohne Vorkenntnisse der elementaren Theorie der chemischen
Bindung sollte man sich nicht an die Lektiire wagen. Das erste
Kapitel ist eher eine Rekapitulation der Hiickelschen MO-
Methode als eine Einfithrung in diese. Eine ernstzunehmende
Begriindung fiir die Unterscheidung zwischen o- und =-Elek-
tronen sowie fiir die grundlegend wichtige o-n-Trennung wird
leider nicht gegeben. Das ist vor allem deshalb zu bedauern,
weil Teilaspekte der o-m-Trennung gegenwirtig als sehr frag-
lich angesehen werden und weil gemeinsame Behandlungen
von o- und w-Elektronen — wenn auch im Rahmen der 6-7-
Trennung — immer mehr an Bedeutung gewinnen. Zu den
grundlegenden Dingen, fiir die man eine stichhaltige Begriin-
dung vergeblich sucht, gehort auch die Vernachlassigung der
Uberlappung sowie der differentiellen Uberlappung. Der
kurze Abschnitt iiber die Elektronenkorrelation wird nur
Teilaspekten dieses wichtigen Begriffes gerecht.

Im 2. Kapitel ist die Zusammenstellung {iber die verfeinerten
Methoden eher willkiirlich als systematisch.

Die Stirke des Buches liegt nicht in der Diskussion grund-
legender Fragen, sondern in der eingehenden Beschreibung der
Anwendungen und Anwendungsmoglichkeiten der MO-
Theorie. Der Verfasser geht ein auf den Zusammenhang zwi-
schen theoretischen Delokalisierungsenergien und Resonanz-
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energien, die Hiickelsche Regel, die semiempirische Berech-
nung von Dipolmomenten, Bindungsldngen, Kraftkonstanten
und Ionisierungsenergien.- Die magnetischen Eigenschaften
der m-Elektronensysteme, vor allem die ,,Ringstréme*, die
Theorie der ,,chemischen Verschiebungen* sowie die ,,Spin-
dichten** und ihr Zusammenhang mit den ESR-Spektren fin-
den besondere Beachtung. Weitere Kapitel behandeln die
Theorie der chemischen Reaktivitit und die der UV-Spektren
ungesittigter Molekiile. Ausgiebig und mit Vorteil verwendet
der Verfasser die von der ,,englischen Schule* abgeleiteten
einfachen, fiir die Hiickel-MOs alternierender Kohlenwasser-
stoffe giiltigen Regeln, z.B. das Verfahren, ohne Rechnung
die Koeffizienten eines nichtbindenden MOs zu erhalten.

Das abschlieBende Kapitel ist auBler dem Jahn-Teller-Effekt
einem Phinomen gewidmet, iiber das der Verfasser selbst er-
folgreich gearbeitet hat, nimlich der Bindungsalternierung in
Polyenen und anderen konjugierten Systemen.

Obwohl das Werk recht umfangreich ist und auch auf etwas
ausgefallenere Probleme, z.B. konjugierte Ringe mit d-Elek-
tronen, eingeht, muBte die Theorie einiger interessanter unge-
sittigter Systeme unberiicksichtigt bleiben, z.B. die der nicht-
klassischen Carbonium-Ionen, ferner die Konjugation in
nicht-planaren Systemen. Das Schwergewicht liegt auf der
Behandlung alternierender Kohlenwasserstoffe. Von der spe-
ziellen Problematik der Theorie der Heteroaromaten spiirt der
Leser wenig.

Die neuere Literatur ist ausgiebig, teilweise aber in etwas will-
kiirlicher Auswahl zitiert.

Der hohe Preis wird es dem einzelnen kaum erméglichen, sich
dieses Buch zuzulegen; chemische Institute sollten auf die in
ihm enthaltenen Informationen nicht verzichten.

W. Kutzelnigg [NB 560}
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