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Sposéb wytwarzania linkomycyny

Przedmiotem wynalazku jest sposdb wytwarzania linkomycyny, polegajacy na przeprowadzaniu hodowli
drobnoustroju Streptomyces espinosus i jego biotypéw w warunkach podwyzszonej temperatury.

Opis patentowy St. Zjedn. Ameryki nr 3086912 podaje sie sposéb wytwarzania antybiotyku zwanego
Jincolnensin’ (linkomycyna) polegajacy na przeprowadzaniu hodowli drobnoustroju Streptomyces lincolnensis
var. lincolnensis NRRL 2936 w temperaturze inkubacji 18—40°C, korzystnie w temperaturze 26—30°C. W opisie
patentowym St. Zjedn. Ameryki nr 3697380 przedstawiono sposéb wytwarzania linkomycyny za pomoca ho-
dowli drobnoustroju Streptomyces espinosus Dietz sp. n. NRRL 3890 réwniez w temperaturze inkubacji
18—40°C. Podczas prowadzenia fermentacji sposobami przedstawionymi w wyzej wymienionych opisach paten-
towych nealezy stosowaé znaczne ilosci wody oziebiajacej w celu utrzymania koniecznej temperatury procesu.
Poza tym jakkolwiek utrzymywanie temperatury w zakresie 18—40°C jest niezbedne dla wytwarzania antybio-
tyku, co przedstawiono w wymienionych powyzej opisach patentowych, to jednak pocigga za soba rozwdj
i rozmnozZenia drobnoustrojéw, zanieczyszczajacych naczynia fermentacyjne.

" Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania linkomycyny przez hodowanie drobnoustrolu Strepto-
myces espinosus Dietz sp, n. NRRL 3890 oraz jego biotypéw NRRL 5729, NRRL 6730 i NRRL 5731 na wodnej
pozywce-w warunkach fermentacji powietrznej, w temperaturze inkubacji 44—48°C, korzystnie 45°C.

Sposéb wedtug wynalazku pozwala uzyskaé znacznie wyisze ilosci linkomycyny niz iloéci uzyskane w tem-
peraturze inkubaciji 28°C. »

W tablicy 1 przedstawiono poréwnanie wydajnoﬁCl fermentacji dla drobnoustrojéw szczepu Streptomyces
espinosus, prowadzonych w temperaturze 45 lub 28°C.

Wyniki przedstawione w tablicy 1 s3 niespodziewane w poréwnaniu z wiedza o wytwarzaniu linkomycyny
przez szczep Streptomyces espinosus. Takze nasze proby wykazuja, ze szczep Streptomyces lincolnensis var.
lincolnensis NRRL 2936 nie wytwarza linkomycyny w czasie hodowli inkubowanej w temperaturze okoto 45°C.



[

2 - 88733 .

Tak wigc catkowicie *niespodziewanie szczep Streptomyces espinosus i jego biotypy wytwarzajg linkomycyne
w czasie hodowli, prowadzonej sposobem wedtug wynalazku w temperaturze inkubacji 44—46°C.

Dodatkowq zaletg zastosowania wymienionych drobrioustrojéw do wytwarzania linkomyeyny oprécz
wyiszej wydajnosci antybiotyku, jakg przedstawiono w tablicy 1, stanowi potrzeba stosowania fermentatora
o hizszej zdolnodci do ozigbiania sie, co jest szczegéinie cenng zaletq fermentacji, prowadzonej w klimacie o wy-
sokiej temperaturze oraz na obszarze o ograniczonej mozliwosci zaopatrzenia w wode ze wzgledu na fakt sto-
sowania zwykle wody jako $rodka ozigbiajgcego i utrzvmulqcego na poiadanym pozlomie temperaturg fermen-
tacji.

Szczepami promieniowcéw, hodowanymi sposobem wed{ug wynalazku w celu wytwarzanla linkomycyny,
83 Streptomyces espinosus NRRL 3890 ijego trzy nowe biotypy. Jedngq z ich cech charakterystycznych jest
zdolno$¢ do wytwarzania linkomycyny w czasie hodowli, prowadzonej w temperaturze 44—48°C. Podhodowle
tych Zyjacych drobnoustrojéw moizna uzyskaé z kolekcji Northern, H'egional Research Laboratories, Agricuitural
Research Services, U.S. Department of Agriculture, Peoria, lllinois, USA. Opr6cz wymienionego powyiej szczepu
Streptomyces espinosus stosuje si@ jego nastgpujgce biotypy; NRRL 6729, NRRL 6730 oraz NRRL 5731.
Taksonomie szczepu Streptomyces esponosus NRRL 3890 przedstawiono w opisie patentowym St. Zjedn. Ame-
ryki nr-3697380. Drobnoustré) ten zbadata i scharakteryzowata Alma Dietz z Upjohn Research Laboratories.

- Ponizef przedstawia sig@ charakterystyke nastepu]qcych biotypéw: Streptomyces espinosus 21987 a, NRRL
6729, Streptomyces espinosus biotyp 22061 a, NRRL 5730, Streptomyces espinosus biotyp 22149 a, NRHL

m5731r

L Grzybnia powletrzna wykazuje barwe szaro-zielong. Oznaczenie melaniny daje wymk ujemny. Wyglqd
hodowli wedtug Ektachrome (Dietz A. 1954. Ektachrome transparencies as aids in actinomycete classification.
Ann. N. Y. Acad. Sci. 60, 162—54) przedstawiono w tablicy 2. Odnosne charakterystyki barwne przedstawiono
w tablicach 3 i 4. Uzyskane hodowle mozna umieécié w serii o barwie zielonej (GN) wedtug oznaczeri Tresnera
i Backusa (Tresner H. D. and Backus E.J. 1063. System of color wheels for streptomycete taxonomy. Appllod
Microbiol. 11,335—38).

Badania mikroskopowe pozwalajg stwierdzié sporofory nastgpujace: krétkie, proste, faliste, spiraine lub
o ksztatcie otwartej spirali (RF, RA, S) wedtug oznaczeri przyjetych przez Pridhama i jego wsp6tpracownikéw

(Pridham T. G., Hesseltine C.W. and Benedict R. G. 1958. A guide for the classification of streptomycetes.

according to selected groups. Placement of strains in morphological sections. Applied Microbiol 6,62—79). Za-
obserwowane zarodniki przewaznie kuliste i wykazujace wiele wyraznych potaczeri. Zarodniki powierzchniowe

s cierniste do kolczastych wedtug oznaczenia Dietz i Mathews (Dietz A., and Mathews J. 1971. Classification of -

Streptomyces spore surfaces into five groups. Applied Microbiol. 21, 627—533). Niektdre kolce wykazujq po-
dobieristwo do wtoséw. Kolce wystepujq obficie i mozna je obserwowaé na sporach, potraktowanych metodg

- replikacji weglowe] Dietz i Mathews (Dietz A. and Mathews J. 1962. Taxonomy by carbon replication. |. An
examination of Streptomyces hygroscopicus, Applied Microbiol. 10,268—263).

W tablicy 6 przedstawiono charakterystykg hodowlang i biochemiczng biotypéw. Wptyw zwiazkéw wegla
na wzrost hodowli okreslano, stosujac syntetyczne podtoze wedtug Pridhama | Gottlieba (Pridham T. G., Got-
tlieb D. 1948. The utilization of carbon compounds by some Actinomycetales as an aid for species determination.
J. Bacterial. 56,62—79) i uzyskane wyniki przedstawiono w tablicy 8, oraz stosujac syntetyczne podtoZe wedtug

Shirlinga i Gottlieba (Shirlind E. B. and D. Gottlieb. 1966. Methods for characterization of Streptomyces species.

Int. J. Syst. Bacteriol. 16,313—40) i uzyskane wyniki przedstawiono w tablicy 7.

Stosujac temperature inkubacji hodowli 18 i 66°C, uzyskiwano do$¢ dobry wzrost, temperaturg 24°C
dobry oraz temperature 28—37°C obfity. Inkubujac w temperaturze 45°C, uzyskiwano w czasie 24 godzin do$é
dobry wzrost (wegetatywny) oraz w czasie 72 godzin wzrost obfity (zdobrym zarodnikowaniem). Hodowle
prowadzono na podtozu agarowym typu Bennetta, Hickaya — Tresnera (modyfikowany), maltozowotryptono-
wym oraz zawierajacym cukier trzcinowy Czapeka. ’

Sposcbem wedtug wynalazku prowadzono hodowle szczepu Streptomyces espinosus var. espinosus Dietz
sp.n. NRRL 3890, ktdrego 2rédtem byta gleba z potudniowo-wschodniego Teksasu.

Hodowle promieniowca wyizolowano w pracowni badania gleby firmy Upjohn z prébki gleby, pobrane]
w potudniowo-wschodnim Teksasie i przedstawiono jako Streptomyces espinosus sp. n. w opisie patentowym St.
Zjedn. Ameryki nr nr 3 697 380. ‘

Trzy dodatkowo wyizolowane z gleby pobranej w potudniowo-wschodnim Teksasie szczepy, wykazujg
w czasie hodowli identyczne zabarwienie wedtug Ektachrome, jak hodowla typowa. W rozszerzonych badaniach
nad wyizolowanymi dodatkowo szczepami stwierdzono, 2e posiadajg one zaréwno sporofory i zarodniki, jak

réwniez ogdine cechy hodowli, tego samego typu, jak hodowla podstawowa. Wybitnymi cechami charaktery-
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stycznymi tych hodowli sq: grzybnia powietrzna, zabarwiona szaro-zielono, krétkie sporofory, dajace zarodniki
petne kolcéw, oraz wzrost, wytrzymujacy wysokie temperatury. Hodowle te nie s3 typowymi hodowlami termo-
filnymi, poniewaz wzrastajg w témperaturze okoto 18°C, podczas gdy drobnoustroje termofilne zwykle wzrastaja
jedynie w temperaturze powyzej 40°C. Szczepy wyizolowane i stosowane w sposobie wedtug wynalazku pro-
dukujg linkomycyne w temperaturze 45°C.

Ré2nice w charakterystyce hodowli (patrz tablice) i wtasciwosci antagonistyczne wymienionych powyzej
biotypéw nie sg istotnymi i dostatecznymi kryteriami do wprowadzenia r6znych oznaczeri dla tych nowych
wyizolowanych drobnoustrojéw. Tak wiec zostaty one okreslone jako biotypy zgodnie z Rule 8, Recommenda-
tion 8a (3/Type) (termin biotyp/typ fizjologiczny) stosuje si¢ dla podgatunkowych form w oparciu o réznice
w charakterystykach fizjologicznych lub biochemicznych/ z International Code of Nomenclature of Bacteria
(International Code of Nomenclature od Bacteria. 1966. Wydany przez Editerial Board of the Judicial Commis-
sion of the International ‘Committee on Nomenclature of. Bacteria. Intern. J. System. Bacteriol. 16,469—90).
Wyizolowane szczepy okreslono jako Streptomyces espinosus biotyp 21 987 a, Streptomyces espinosus biotyp 22
061 a oraz Streptomyces espinosus biotyp 22 149 a.

" Sposobem wedtug wynalazku linkomycyne wytwarza sig@ przy uzyciu nowych drobnoustrojéw, w czasie
hodowli na wodnej poiywce, w warunkach napowietrznej fermentacji gtebinowej. Oczywiécie dla uzyskania
okreslonych iloéci linkomycyny stosuje sie hodowle powierzchniowe i w kolbach. Drobnoustréj wzrasta na po-
tywce, zawierajace] Zrédto wegla, na przyktad asymilujgce sie¢ weglowodany oraz Zrédto azotu, na przyktad
asymilujace sig zwiazki azotu lub materiat biatkowy. Jako Zrédta wegla korzystnie stosuje sie glukoze, nierafi-
nowany cukier, sacharoze, -gliceryne, skrobie, skrobie kukurydziang, laktoze, dekstryne, melase i tym podobne.
Jako Zrédta azotu korzystnie stosuje sie wyciag z kukurydzy, drozdze, rozpuszczone drozdze browarnicze zmie-
szane z suchq masg mieka, maczkq sojowa, maczkq z nasion bawetny, make kukurydziang, sucha mase mleka,
kazeine przetrawiong wyciagiem z trzustki, suchg mase po destylacji gorzelnianej, roztwér peptonu zwierzecego,
maczke rybna, odpadki migsa i kosci oraz tym podobne. Korzystnie stosuje si¢ mieszaning wyzej wymienionych
4rédet wegla i azotu. Do podtoZa fermentacyjnego nie dodaje sig, stosowanych zwykle $ladowych iloci takich
metali, jak cynk, magnez, mangan, kobalt, Zelazo i tym podobnych. Stosuje si¢ natomiast wode wodociagowa
i nieoczyszczone inne sktadniki pozywki.

Sposobem wedtug wynalazku, linkomycyne wytwarza sie w czasie hodowli, prowadzonej w temperaturze
44-48°C, korzystnie 45°C. Zwykle optymaine wytwarzanie antybiotyku uzyskuje si¢ w okresie 2—10 dni.
W czasie fermentacji podtoZe wykazuje zwykle odczyn zasadowy. Koricowa warto$¢ pH podtoza zalety czescio-
wo od obecnych w nim zwiagzkéw buforowych, za$ czeéciowo od poczatkowej wartosci pH podto za hodowlanego.

Jezeli hodowle prowadzi sie w duzym naczyniu lub w tanku fermentacyjnym, to korzystnie do zaszczepie-
nia stosuje si@ ferme wedetatywna, a nie zarodnikowa. Zastosowanie inokulacji pozwala unika¢ opdZnienia
w wytwarzaniu linkomycyny | towarzyszacego mu hiewydajnego wykorzystania aparatury. W tym celu wytwarza

“ sie inokulum wegetatywne na wzrostowej pozywce hodowlanej za pomoca lnokulac]i tej wzrastajacej hodowli po
wyizolowaniu jej z gleby lub z hodowli na skosach. Tak wyhodowane mtode, aktywne wegetatywne inokulum
przeprowadza sig aseptycznie do duzych naczyn lub tankéw fermentacyjnych. Inokulum wegetatywne wytwarza
si¢ na podtozu identycznym lub réznym z podtozem, stosowanym do wytwarzama linkomycyny, w zaleznosci
od tego, kiedy uzyskuje sie dobry wzrost drobnoustrojéw.

Sposobem wed{ug wynalazku linkomycyne izoluje sne identycznie, jak sposobem przedstawionym w opisie
patentowym St. Zjedn. Ameryki nr 3086912.

Korzystny sposéb izolacji linkomycyny z podtoza hodowlanego polega na oddzieleniu, za pomoca znanych
metod takich, jak saczenie i wirowanie, grzybni i nierozpuszczalnych ciat statych od ciektych sktadnikéw brze-
czki. Przesacz lub odwirowany roztwér przeprowadza si@ przez warstwe niejonowej zywicy, zbudowanej z kopo-
limeru styrenu, zwigzanego krzyzowo z dwuwinylobenzenem. Zywice tego typu przedstawiono w opisie patento-
wym St. Zjedn. Ameryki nr 3615717. Przyktadem takiej zywicy jest Amberlite XAD—2. Zaadsorbowana na
2ywicy linkomycyne wymywa sie metanolem, zmieszanym z wodq w stosunku objetosciowym 95 :5. Biologi-
cznie aktywne frakcje oznacza si¢ mikrobiologiczng metoda za pomocy krazkéw przy uiyciu drobnoustroju
testowego Sarcina lutea. Frakcje, wykazujgce aktywno$é biologiczna, taczy sie, oddestylowuje z nich metanol,
a uzyskany roztwér wodny poddaje liofilizacji. Otrzymany liofilizat uciera sig z chlorkiem metylenu. Z uzyskane-
go ekstraktu oddestylowuje sie chlorek metylenu, a pozostato$¢ uciera z acetonem i saczy. Przesacz uciera si@
zeterem, a wytragcony osad odsacza. Otrzymany kolejny przesacz miesza si¢ z 1 n roztworem chlorowodoru
w metanolu, uzyskujac chlorowodorek linkomycyny w postaci bezbarwnego osadu. Osad ten odsacza sig i krys-
talizuje ponownie z mieszaniny woda-aceton, uzyskujac krystaliczny chlorowodorek linkomycyny..

Ponizej podano przyktad, ktéry nie ogranicza jednak zakresu wynalazku. Wszystkie procenty przedstawia

" sie jako procenty wagowe, za$ wszystkie czesci ciektych mieszanin jako czesci objetosciowe, jezell nie podaje sue

innego oznaczenia.
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Przyktad |. Skos gleby, zawierajacy Streptomyces espinosus NRRL 3890 stosuje sie do inokulacji
kolby Erlenmeyera o pojemnosci 500 ml, zawierajacej 100 ml sterylnego podtoza posiewowego, przygotowanego
z nastepujacych sktadnikéw:

jednowodzian glukozy 25 g/lltr

Pharmamedia“ 25 g/litr

woda wodociggowa uzupetnienie : .
wstepna sterylizacja PH=7,2

* Pharamamedia oznacza przemystowy, uszlachetniony wyciag z nasion bawetny, produkowany przez firme Traders Ol
Mill Company, Fort Worth, Texas.

Kolby' poddaje sig inkubacji, w czasie 3 dni w temperaturze 28°C, na wytrzasarce obrotowej.
Uzyskane inokulum stosuje si¢ do inkulacji serii kolb fermentacyjnych Erlenmeyera o pojemnosci 500 ml,
zawierajacych po 100 ml sterylnego podtoia, przygotowanego z nastepujacych sktadnikéw: '

Kaysoy* - 35 g/litr

mleko odttuszczone 10 g/litr

bulion Czapeka Dox™* 10 g/litr

CaCO,3 3 g/litr

Ucon LB-625*** 20 ml/litr ’
wstepna sterylizacja pH =172

) * Drobno zm.ielona, pozbawiona ttuszczu maczka sojowa, dostarczona przez firme Archer Daniels Midland Company
735 Marguette Avenue, Minneapolis, Minnesota.

Dostarczony przez firmg Difco Laboratories, Detroit .Michigan.

Glikol polialkilenowy — ptyn gaszacy pienienie, dostarczony przez firme Union Carblde Corp., Chemicals Division,

10 421 W. 7 Mile Road, Detroit, Michigan 48 221

R

Kaidq kolbe szczepi si¢ 5 ml inokulum posiewowego na 100 ml podtoza fermentacyjnego. Niektére ko'lby
inkubuje sie¢ w temperaturze 28°C, za$ inne w temperaturze 45°C, na wytrzgsarce obrotowej, pracu;qcej 2 szyb-
koscig 260 obrotéw/minute, z promieniem mimosérodu 2,6"’.

Sposéb postgepowania, opisany powyzej dla Streptomyces espinosus NRRL 3890, powtarza sie dla bio-
tyndw, opisanych powyiej. Wyniki tak prowadzonych fermentacji przedstawia tablica 1.

Cata brzeczke fermentacyjng o objqtosci okoto 4 litréw, otrzymang sposobem, opisanym powyz2ej, przesa-
‘cza si@ przez warstwe ziemi okrzemkowej. Placek filtracyjny przemywa sig@ woda w ilosci 1 litra i wode, uzyskang
z przemycia, taczy z przesaczem, uzyskujac roztwor, ktéry nazywa sie ,,jasne piwo'’. Placek filtracyjny uciera si@
dwukrotnie z 700 ml porcjami metanolu, otrzymujac roztwér metanolowy. Uzyskane powyzej ,jasne piwo”
przeprowadza sie przez kolumne wypetniong 260 ml Amberlite XAD-2, stosujac szybko$é przeptywu 256 ml/mi-
nutg. Wyciek z kolumny zbiera si¢ jako jedna frakcje (roztwdr zuzyty). Wypetnienie kolumny przemywa si@
500 ml wody. Uzyskany wodny roztwér z przemycia gromadzi sie w jedne] frakcji (przemycie). Nastepnie kolu-
mne eluuje sie 95% wodnym roztworem metanolu i zbiera frakcje o objetosci 20 ml. Wyniki oznaczenia akty-
wnodci biologicznej (préby przeciwko wrailiwemu szczepowi Sarcina lutea) przedstawiono w tablicy 8. '

Frakcje, oznaczone liczbami 6—80, taczy si@. Z uzyskansgo roztworu oddestylowuje sie rozpuszczalnik
i uzyskuje 3,6 g suchej pozostatosci, zawierajacej 310 mcg linkomycyny/mg. Substancje te uciera sig z chlorkiem
metylenu, odsacza i z przesaczu oddestylowuje rozpuszczalnik. Uzyskang suchg pozostatoéé uciera sig z aceto-
nem, saczy i przesacz miesza z eterem. Otrzymany osad odsgcza sig, za$ przesacz miesza z 1 n metanolowym
roztworem chlorowodoru i uzyskuje bezbarwny osad chlorowodorku. Osad ten odsacza sig i krystalizuje z mie-
szaniny wody i acetonu, otrzymujqc krystaliczny chlorowodorek linkomycyny .

Zastrzetenia patentowe

1. Sposéb wytwarzania linkomycyny przez hodowanie szczepu Streptomyces espinosus NRRL 3890 na
wodnej pozywce, w warunkach fermentacji powietrznej, znamienny ty m. ze szczep Streptomycss espino-
sus NRRL 3890 hoduje si¢ w temperaturze inkubacji 44—48°C dotad, az w wyniku wytworzenia linkomycyny
uzyska sie znaczng aktywnos¢ antybiotyczng podtoza.

2. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny ty m, ze fermentacje prowadzi sie w temperaturze inkubacji

45°C. :
3. Sposéb wytwarzania linkomycyny przez hodowanie szczepu Streptomyces espinosus na wodnej pozy-
wce, w warunkach fermentacji powietrznej, znamienny tym, Ze szczep Streptomyces espinosus biotyp
21987a NRRL 5729 hoduje si¢ w temperaturze inkubacji 44—48°C, az w wyniku wytwarzania linkomycyny
uzyska sie znaczng aktywnos¢ antybiotyczna podtoza.
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. 4, Sposéb wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze fermentacje prowadzi siq w temperaturze inkubaciji
45 C.

' 5. Sposéb wytwarzania linkomycyny przez hodowanie Szczepu Streptomyces esplnosus na wodnej pozywce,
w warunkach fermentacji powietrznej, znamienn y ty m, Ze szczep Streptomyces espinosus biotyp 22061s,
NRRL 5730 hoduje sig w temperaturze inkubacji 44—48°C dotad, az w wyniku wytworzenia lmkomvcyny
uzyska sig@ znaczng aktywnos¢ antybiotycznq podtoza.

6. Sposob wedtug zastrz. 5,znamienny tym, fe fermentacje prowadzi sig w temperaturze 45°C.

7. Sposéb wytwarzama linkomyeyny przez hodowanie szczepu Streptomyces espinosus na wodne] pozywce
w warunkach fermentacji powietrznej, znamienny tym, Ze szczep Streptomyces espinosus biotyp 22 149a
NRRL 5731 hoduje sig w temperaturze 44-48°C dotad az w wyniku wytworzenia linkomycyny uzyska sig
znaczng aktywno$¢ antybiotyczng podtoia.

8. Spos6b wedtug zastrz. 7, znamienny tym, e fermentacji prowadzi slq w temperaturze 45° C
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Wytwarzanie linkomycyny przez wytrzymujace wysokie temperatury
szczepy Streptomyces espinosus

Linkomycyna

Biotyp Temperatura Dni pH © o ug/ml *
22,149 a 28°C 1 7.7 0
' 2 8,7 7
NRRL 5731 3 8.0 - 9
4 9,0 23
. 5 9.0 38
45°C 1 8.6 17
2 9.2 24
3 9,0 60
4 8.8 60
o 5 88 110
S. espinosus 28 C 1 78 2
2 8.8 -
NRRL 3890 3 89 8
(hodowla typowa) 4 9,0 17
. 5 9,1 23
45°C 1 8.8 13
2 8,7 7
3 8.8 69
4 85 95
5 8.3 147
21,987 a 28°c 1 8,1 2
2 86 . ) 8
NRRL 5729 3 9.0 2
4 9,0 8
5 9.1 13
a5°C 1 8.3 10
2 9,1 12
3 8.9 30
4 8.7 © 38
5 8.7 48
22,061 a ) 28°C 1 79 Slady
2 8,7 4
NRRL 5730 3 9,0 5
4 9.0 14
. 5 9,0 19
45 C 1 8.8 Slady
2 9.1 30
3 8.9 33
4 8.9 54
6 8.8 ~ 76

*/ Standard linkomycyny (drobnoustréj testowy — Sarcina lutea, bufor rozcieficzajacy —0,1 m
bufor fosforanowy, pH = 7,0, ATCC 9341, UC 130)

Wszytkie fermentacje prowadzono przy zastosowaniu identycznych warunkéw posiewu i podtoza
fermentacyjnego.Stosowany skiad podtoZa |inne warunki posiewu | fermentacji 'przedstawiono
w przykfadzie |.
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Tablica 2

Wyglad hodowli Streptomyces espinosus wed+tug E ktachrome

PodtoZe agarowe

—  NRRL 3890

NRRL 5729

NRRL 57 30

Bennetta
Cukier trzcinowy Czapeka

Maltozowbtryptonowe
»

Peptononowo-2elazowa

0,1% tyrozyna

Kazeinowo-skrobiowe

szaro-zielona

szaro-zielona
bladoszara
szaro-zielona
26tto-brazowa
do oliwkowej
S bilata

R 26+tta

S bezbarwna

R czerwona

S szaro-zielona

:Du:I(nIJU:'\

R bladoszaro-zielona

szaro-zielona

szaro-zielona
bladoszara
szaro-zielona
264to-brazowa
do oliwkowej

biata

36tta
bezbarwna
czerwona
szaro-zielona -

bladoszaro-zielona

szaro-zielona

bladoZdtto-bragzowa bladoZétto-brazowa blado6tta

szaro-zielona
bladoszara
szaro-zielona

z6tta

biate
¥64ta

bezbarwna
czerwona
szaro-zielona
bladoszaro-zielona

NRRL 5731

szaro-zielona

bladoé+to-brazowa

szaro-zielona
‘bladoszara
szaro-zielona

" ‘#tto-brazowa

biata
264to-brazowa
szaro-zielona
czerwona
szaro-zielona
bladoszaro-zielona

S = grzybnia powierzchniowa
R = grzybnia podstawowa

Tablica 3

System barwnej charakterystyki hodowli Streptomyces espinosus

Color Harmony Manual, 3 rd ed. 1948 (1 )b

NBS Circular 653, 1955 (2)°

Pod+4oZe agarowe® NRRL 3890NRRL 6729NRRL 5730 NRRL 56731 NRRL 3890 NRRL 5729NRRL 5730NRRL5731
1 ‘2 3 4 5 8 7 8 9 10
Bennetta S a a a 24 1/2fe ~ 263 gm 263 gm 263 gm 122gm
24 1/2fe 24 1/2ih 24 1/2ih * 122 gm 122 m 122m
1 1/2ge 1ge . 109 gm 127¢g 127¢
109 gm
R 11/2ca 11/2ca 11/2gc 2ec 89gm 89 gm 102g 90 gm
2fb 2fb 1 1/2ec 879 8749 105 gm 90 gm
2ec 2ec 89 m 89 m 93 m
90 gm 90 gm ’
. P — _ _ _ .
Zawilarajace cuklier S i 1 2ig 2ig- ‘110gm 110gm 11049 1109
trzcinowy Czapeka 2ig 2ig 110¢g 112m 112m 112m
. R 1lec 1ec 2fe 1ec 112m 1M12m 94g 121m
2ig 2ig : 121m 121Tm 112gm 122¢g
122¢g 122¢g
1109 110g
_ P - - - - . 12m 112m
Maltozowo-tryptonowe S 1ig 24 1/2fe 3ba 24 1/2fe 109 gm 122gm - 122gm
' 11/2ge . 1ih 24 1/2ih 110g 112m 122m
1ih 109gm  113g 1279 °
112m
113¢g
R 2ge 2gc 2ic 1 1/2ie 80 gm 90 gm 87 gm 106 gm
2ec 1 1/2ge 290 gm 109 gm
2gc 290 gm
“11/2ge 109 gm
P - - - -
Hickeya-Tresnera. S 1lig 1ig 3ba 24 1/2ih 109 gm 109 gm - 122m
{zmodyfikowane) . 24 1/2ih 110g 110 g 127g 127¢g
R 2gc 2ec 2gc 2gc 90 gm 90gm 90 gm 90 gm
. P - _ _ _
Stodowo-dro2dzowe S241/2ih  241/2ih  241/2ih  241/2ih  122m 122m 122m 122m
(1SP-2) ) 2ih 2ih 127 ¢ 127 g 1279 127¢g
: 122 m 122m
113g 1139
R 2le 29c 21e 29c 88 gm 90gm 88gm °* 90gm
2g¢ 2ie 949 91gm 949
90 gm 94g
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8
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Owslane (ISP — 3) S 1ig 1ig 241/2fe 24 1/2ih 109 gm 109 gm 122gm 122gm
11/2ig 2fe - 110¢g 110g° :
- . 94g
. 112gm
R lec 1ec 2ec 2ec 121 m, 121m 80 gm 20 gm
11/ge  2ec 109gm 90gm
P - - - -
Zawierajace S 241/2ih  241/2Ih 241/2ih 24 1/2ih 122m ‘122 m 122m 122 m
sole nleorganiczne ' 3ih 1ih 113g 112m
i skrobig (1SP—4) o 265 m 113¢g- .
. R 2ca Q¢ 2gc - 2ec 89 gm 280 gm 90 gm 80 gm
¢ M : g0gm .
P 2ec 2ec 2ec 2ig 90 gm 80gm 90gm 110g¢g
' , 112m
xGlicerynowo- S 1ig a 3bs 11/2ig . 109gm 263 gm - -
asparaginowe 2ih ' 2fe 24 1/2fe 110g 94g 122 gm
(ISP-56) : \ 112m 112gm . '
. 113¢g
R 1ec 2g¢ 2ge 2ge 121 m 20 gm . 94m 94 m
2ge . .2ge . 122¢g 94'm 109 gm 109 gm
94 m 109gm - -
109 gm
P e - - -

a S = grzybnia powierzchniowa, R = grzybnia podstawowa, P = pigment
' b Odczyt ze skrawka btyszczacej grzybni powierzchniowej
¢ Skrawek grzybni powierzchniowej: m (matowe), g (btyszczaca), gm (matowa lub btyszczaca)
(1} Jacohson, E., W.C. Granvillo and C. E Foss. 1948. Color hlrmony manual, 3 rd ed. Container Corporatlon of Ametlea

Chigao, lllinois.
(2)

Dept. Comm. Circ. 6563.

Tablica 4
Zestaw barw stosowanych w tablicy 3

Kelly. K.L., und D.B. Judd. 1966. The ISCC—NBS method of deaignating colors and a dlctlonary of color names. U S.

Color Harmony Manual 3 rd ed., 1948 (1)

NBS Circular 5563, 1955 (2)

s Oznaczenie Oznaczenie
barwy Nazwa barwy barwy Nazwa barwy
1 .2 3 4
a biata 263 gm biata
1ec ]asnocytrynowo-lzm. kit 121 m blado26tto-zielona
. 122¢ - szaro-264to-zielona -
1ge cytrynowo-szara 109 gm jasnoszaro-oliwkowa '
1ig . oliwkowo-szara 109 gm jasnoszaro-oliwkowa
. 110g szaro-oliwkowa
1ih oliwkowo-szara 1M12m jasnooliwkowo-szara
113g oliwkowo-szara
. 127¢g szaro-oliwkowo-zielona  °
1 jasnooliwkowa-jasnobrunatna 110gm szaro-oliwkowa
11/2ca kremowa 89 gm blado24tta
11/2ec jasnobrazowa, barwa niebielonego :
ptétna, barwa owsianki, barwa 80gm szato-20+tta
' plasku 93m__ 36Hoszara
© 11/2gc brudnodtta 1029 = umiarkowanle zictomo2tta
: 10b gm szaro-zielono-26+ta
11/2ge jasnooliwkowo-szara 109gm jasnoszaro-oliwkowa
11/ie jasnoobliwkowa. 196 gm - jasnooliwkowa
11/2ig oliwkowo-szara - - :
2ce jasna barwa skorupki jajka ¢ 89gm blado26+ta
lub kosci stoniowe;j
288 jasna barwe pszenicy lub 86 gm jasnoz64ta
jasna barwa kukurydzy :
2ec .Jasnobrazowe, barwy niebielonego 90 gm szaro-26tta
ptétna, barwa owsianki, barwa piasku ) .
2fb * barwa bambusa, ciemno26tta, '87¢ * umiarkowanle 26+4ta

stomkowa, barwa skorupki jajka

89 m

‘blado26+tta
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1 2 3 ‘ 4
2fe szara 94 g jasnooliwkowo-brgzowa
122gm jasnooliwkowo szara
2gc barwa bambusa, irchy 90 gm szaro-26tta
2ge jasnobrunatna, griege 94 m jasnooliwkowo -brazowa
. 109 gm jasnoszaro -oliwkowa
2ic miodowo-ztota, jasnoZdita 87 gm umiarkowanie zotta .
2ie jasnomusztardowa, jasnobrunatna 91 gm ciemnoszaro-264tta
: 94g jasnooiiwkowo brazowa
] : 106 g jasnooliwkowa
2ig barwa dachéwek, jasnobrunatna 110g szaro-oliwkowa
1M12m jasnooliwkowo-szara
2ih ciemnoszara 1M12m jasnooliwkoko-szara
; 113g oliwkowo-szara
21e musztardowa, starego ztota 88gm ciemnozdtta
3ba pertowa, odciert muszli 94g¢g jasnooliwkowo-brazowa
3ih beZowoszara, mysia 113g oliwkowo szara
265 m $rednioszara
241/2fe jasna barwa jemiofowo-szara 122gm szaro-264to-zielona
241/2ih jemiotowo-szara 122 m szaro 26tto-zielona
127g szaro-olikowo-zielona

{1) Jacobson E., Granville W.C. and Foss C.E. 1948 Color harmony manual, 3 rd ed. Container Corporation of America,

. Chicago, lllinais. .
(2) Kelly K.L., and Judd D.B. 1955. The ISCC — NBS method of designating colors and a dictionary of color names. U.S.
. Dept. Comm. Circ. 553.
Tablica b
Hodowlana i biochemiczna charakterystyka
hodowli Streptomyces epinosus
Podtoe NRRL 3890 NRRL 5729 NRRL 5730 NRRL 5731
1 2 % 4 5 6
Agar ‘
Peptonowo-2slazowy .S szaro-biata wszaro-biata . s2aro-biata szaro-biata
. . do szaro zielonej do szaro zielonej szaro-zielono-biata
. R 36Ha * 26tta #6Ha 36t
O melanina ujemna melanina ujemna melanina ujemna melanina ujemna
zawierajacy S _doé¢ dobra dladowa $ladowa $ladowa
jabtczan do dobrej szaro- szaro-zielona - szaro-zielona szaro-zielona
wapniowy zielona
R bladoszara bladoszara bladoszara bladoszara °
O jabtczan jabtczan ) jabtczan jabtczan
nie rozpuszcza 8ie nie rozpuszcza si@ nie rozpuszcza sie nie rozpuszcza $ig
glukozowo- S szaro-biata szaro-biata do$¢ dobra dos$¢ dobra
asparaginowy do szaro-26+ttej ze $ladami zielonej szaro-biata szaro biata
R jasnozdtta kremowa " kremowa T e kremowa
do kremowej ,
2 mleka S biata na brzegach biata na brzegach biata na brzegach biata na brzegach
odttuszczonego do jasno-szaro- do jasno-szaro- .
zielono-264tej zielono-20ttej
R gteboko-26+4ta do 76410 -jasnobrundtna 264to-jasno-brunatna 70lto-jasno-brunatna
36+to-jasnobrunatnej
O pigment pigment pigment pigment
o barwie 26+4tej do o barwie 264to- o barwle £6+to- o barwie 26tto-
26tto-jasno jasnobrunatne] , jasnobrunatngj " jasnobrunatngj
brunatnej
kazeina rozpuszcza sig w czasie wzrostu kazeina rozpuszcza sie w czasie wzrostu
catkowicie catkowicie
tyrozynowy S dobra do obfitej dobra do obfitej dobra szaro-zielona dobra szaro-zielona

szaro-zielona

szaro-zielona

R czerwono-jasnobrunatna do czerwono-

brazowej

O pigment o barwie czerwono-jasnobrunatnej

do czerwono-brgzowej

czerwono-jasnobrunatna

pigment o barwie czerwono-jasnobrunatnej



88733

Azotanowy odzywczy O

na powierzchni
btonki grzybnia

*
na powierzchni btonki grzybnia powierz-
chniowa o barwie szaro-zielono-biatej,

-10
1 2 3 4 5 68
tyrozyna rozpuszcza si@ tyrozyna rozpuszcza si@
ksantynowy S dobra o barwie ’ dobra o barwle szaro-zielanej
‘szaro-zielonej do
dobrej tylko na
obrzeZach : .
R blado264ta blado264tozielona kremowa kremowa
. do kremowe] ° do kremowej
: O Ksantyna nie rozpuszcza sig
skrobiowy S dobra, h dobra, dobra, dobra,
" szaro-zielona szaro-zlelona szaro-zlelona szaro-zielona o
A kremowo-oliwkowa kremowo-oliwkowa kremowo-oliwk owa kremowe-oliwkowa
O skrobia hydrotizuje skrobia hydrolizuje skrobia hydrollzuje skrobia hydrolizuje
stodowo-drotddowy - S dobra do obfite] dobra * dobra dobra
szaro-zielonej szaro-zielona szaro-zlelona szero-zlelona
R bladoZé+tojasno- kremowo-i&tro-jasriobrunatna ' ’
brunatna do kremowo-
- - 364tojasno-
: brunatng- ’
Benneta S kremowa do obfite] .szaro-zlelono-blata dladowo szaro- kremowa -
szaro-zielonej do obfitej szaro- kremowa
- zielone] .

) R 26tta do oliwkowsej 26ttado oliwkowe]®  26tte 264ta .
zawlerajacy S szero-zielona szaro-zielona szaro-zlelona szaro-zielone
cukler trzcinowy ) . .
Czapek’'a ‘ , :

R szaro-zlelona szaro-zlelona szaro-zlelona |, szaro-zielona
mal tozowo- S obfita dobra do obfitej szaro-zielono- bladoszaro-zlelona
tryptonowy szaro-zielona szaro-zlelona biata ' .
R oliwkowa do oliwkowa do 6tta - 26+to-oliwkowe
pomaraiczowo-$64tej kremowej -
Hickeya- Tresnera ~ S obfita, _ obfita, szaro-zlelono-blata szaro-zielona
(modydlkowany) szaro-zielona szaro-zielona .
' : R oliwkowo- kremowa gtboko2stto- 26+to-oliwkowa
o pomaraficzowa Jasnobrunatna :
peptonowo-dro2diowo-S kremowa bladoré2owa kremowa kremowa
*elazowy do bladoréZowej do szarozielonej do bladoréZowsj 2e $ladami szaro-
(ISP — 6) zielonej do blado-
P ) r62owej
O melanina ujemna melanina ujemna melanina ulemna melanina ujemna
S szaro-zielono-biata - szaro-zielono-biata szaro-zielona szaro-zielona
do szaro-zielonej do szaro-zielongj . ]
R bladoz6ttozielona blado264tozielona szaro-kremowa szaro-kremowa
do jasnobrunatnej do jadnobrunatnej
O melanina ujemna melanina ujemna melanine ujemna melanina ujemna
Yelatyna O grzynla grzybnia grzybnia powletrzna o barwie szarobiatej,
Zwykta wegetatywna wegetatywna uptynhiane catkowite
bezbarwna do bezbarwna do .
grzybni powietrznej grzybnj powletrznej
o barwie szaro- o barwie szaro-
biate], upynnianie biatej, uptynnianie
1/2 do catkowletego 1/2 do catkowitego )
Odzywcza O grzybnia powietrzna o barwie szaro-blatej, grzybnia powietrzna grzybnia powietrzna
uptynnianie 1/3 do catkowietego o barwie szaro- $ladowa o barwie
: biatej, uptynhiahie szaro-biade
catkowite uptynnianie
) . catkowite
Bullon O na powierzchni na powierzchni na powlerzchni na powierzchnl
Azotanowy btonki grzybnia btonki $ladowy btonki $ladowa btonki sladowa
syntetyczny powietrzna o barwie wazrost grzybni grzybnia powietrzna grzybnia powietrzna
biatej do ré62owo- powietrznej o barwle o barwie biatej o barwie biatej,
kremowej, wzrost biatej do réZowo- wWzrost poprzez $ladowy wazrost
poprzez podtoe kremowe] wzrost podtoie, azotany poprzez pod+toe
azotany nie poprzez podtozg nie redukujq si§ azotany nie
redukujq si¢ do- azotany nie do azotyndw redukujq sie do
azotynéw redukujq sie do azotynow
. azotyndéw

na powierzchni
btonki $ladowa
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1

3

A

5

]

" Mieko lak musowe

(0]

powietrzna o barwie
szara-zielono-biate]
na dnie grzybnia
k+aczkowata, ani
azotany ani azotyny
nle wystepuja w
podtozu lub azotany
nle redukujg sle

do azotynéw
grzybnia powietrzna
o barwie kremowej
do zielonej wzrasta
na grzybnl
powlierzchnlowsj o
kszta4cie pierécieni
o barwie 26ttej do
Jasnobrunatnej,

na dnie grzybnia ktaczkowata, azotany
nle redukuja sie do azotynéw

na plierscieniach
grzybni powierz-
chnlowej wzrasta
grzybnia powletrzna
o barwie ré2owo-
jasnobrunatnej do
szaro-zielone],

lak mus redukuje sie

na plerécienia
grzybni powlerz-
chniowej wzrasta
grzybnia powietrzna
o barwie jasnobru-
natnej, lakmus redu-
kuje sle, zachodzi
peptonizacja

grzybnia powietrzna
0 barwie biatej,
zbita k taczkowata
grzybnia na dnie,
azotany nie reduku-
Ja sie do azotynéw

na plerscieniach

grzybni powierz-
chniowej wzrasta grzyb-
nla powletrzna o

barwle zielono-bia-

tej, zachodzl

cz@éciowa redukcja lak-
musu, zachodzi czgscio-

lakmus redukuije sig, zachodzl peptoniza- pH =73 wa peptonizacja, pH =
zachodzi peptoniza- cla,pH = 7,3 =73
cja, pH = 7,3 .
S = grzybnla powlerzchniowa
R = grzybnla podstawowa
P = plgment
O = Inne cechy charakterystyczne .
Tablica 6
Wykorzystanie zwigzkéw wegla przez szczep Streptomyces esplinosus w czasie
hodowli na syntetycznym podtozu wedtug Pridhama i Gottlieba/1/
NRRL 3890 NRRL 5729 NRRL 5730 NRRL 5731
Zwlgzek oznaczany 1+ /-1* 1+1* 1+]
1 D-Ksyloza + + + +
' 2 L-Arablnoza + + + +
3 Ramnoza + + + +
4 D-Fruktoza - + 141+ o+ +
6 D-Galaktoza + + + +
6 D-Glukoza + + + +
7 D-Mannoza + + + +
8 Maltoza + + + +
9 Sacharoza /+/ 1=1.1+/ 1+/ 1+/
10 Laktoza + + + +
11 Cellobioza + + + +
12 Rafinoza 1+/ -t 1+/ 1+/
13 Dekstryna + + + +
14 Inulina . 1+1/-1 -/ 1+/ 1+/
15 Rozpuszczalna skrobia + + + +
16 Gliceryna + + + +
17 Ducitol 1+10-1 /-1 1+/ /+/
18 D-Mannitol + + + +
19 D-Sorbitol +,/-/ -/ + +
20 Inositol + /+/ + +
21 Salicln /+/ /+/ + 1+/
22 Fenol 1+11-/ /- /+/ 1+/
23 Kresol - - - -
24 mréwczan sodu 1+] .~ /—i- 1+/ 1+/
25 szczawian sodu 1+1J-/ 1+1./-/ /+/ /+/
26 winlan sodu [+].1-1 I-1— 1+/ 1+/
27 salicylan sodu - - - -
28 octan sodu /+/ 1+/ [+/ /+/
29 cytrynian sodu + 1+/ + 1+/
30 bursztynian sodu 1+1./-/ 1=/ /+/ /+/

/1/ Pridham, T.G., and D. Gottlieb, 1948, The utilization of carbon compounds by some Actinomycetales
as an aid for species determination, J,Bacteriol, 56 : 107114, «
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+ Dobre wykorzystanie
/+/ Stabe wykorzystanie
/—/ Wykorzystniee watpliwe ) .
— Brak wzrostu
* Wynik| z ré2nych badan

Tablica 7

Wykorzystnie zwlazkéw wegla przez szczep Streptomyces espinosus w czasle hodowll
na syhtetycznym podtozu wedtug Shirlinga | Gottlleba /1/

NRRL6730  NRRL5731

NRRL 3890 NRRL 56720

Zwlazek oznaczony
Podtoie podstawowe, nle-
zawlerajace 2zwiazk6w wegla 1" -t N t
Podtote podstawowe
zawlerajqce glukoze + + + +

Zwigzk| wegla ‘
L-Arabinoza t,+4+ +,4+ + S
Sacharoza . - t,— - -
D-Ksyloza ++ +,4++ ++ ++
Inositol ++ x4+ ++ ++
D-Mannitol ++ ++ ++ ++
D-Fruktoza ++ +,+ ++ ++
Ramnoza ++ ++ ++ ++
Rafinoza - - - -
Celuloza +,+4+ - + +

/1/ Shirling, E.B., and D. Gottlieb. 1968 Methods for characterization of Streptomyces specles, Int, J.Syst,

Bacteriol, 16 : 313 — 340.
- #+-Slne wykorzystanie
+ Dodatnle wykorzystanie
+ Watpliwe wykorzystanle
— Brak wykorzystania
* Wynlki z ré2nych badat,

Ta

blica 8

Strefa zahamowanla wzrostu

. (mm)
Jasne piwo B
Roztwér zuzyty 19
Przemycie 20
Frakcje numer: 20

2 18
4 14
5 145 .
6 36
7 49
9 52
10 61
12 47
14 43
16 40
19 . 37
20 34
25 35
30 29
35 30
40 27
45 26
50 24
55 28
60 24
65 19
70 1"

75
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1 2
80 11,6
85 slady
90 $lady
95 o]

100 10

13
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