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Sposéb otrzymywania nowego antybiotyku

Patent trwa od dnia 7 wrze$nia 1959 r.

Wynalazek dotyczy sposobu otrzymywania
nowego antybiotyku Kandystyny na drodze bio-
syntezy za pomocg nowego szczepu Streptomy-
‘ces species INA-7/58. Kandystyna podobna jest
do znanego antybiotyku Fungicydyny, co stwier-
dzono na podstawie widma w nadfiolecie, skre-
calno$ci optycznej. i wartoei RF w chroma-
tografii bibulowej.

Szczep Streptomyces sp.\ INA-7/58 otrzymany
na drodze selekcji naturalnej nieznanego szcze-
pu Actinomyces sp. A-94 rézni si¢ od dotych-
czas opisanych producentéw Fungicydyny.
~Na podlozu zawierajgcym: K,HPO, (Merck) —
1,0 g NaCl 1,0 g, (NH),SO, — 2,0 g, CaCO, —
2,0 g, skrobie rozpuszczalng Difco — 10,0 g,
agar Difco — 20,0 g, 500 ml wody wodociagowej,
-szczep Streptomyces sp. INA 7/58 wytwarza
‘sporofory wedlug nomenklatury*  Pridhama
i Gottlieba okreflone jako ,spirala”, a spory
_ksztattu owalnego. : '

Na podlozu zawierajacym: glicerol (Merck) —
10,0 g, asparaging (Merck) — 1,0 g, K,HPO,
(Merck) — 1,0 g, agar Difco — 20,0 g wode wodo-

- ciggowg — 1000 ml., grzybnia podstawowa szcze-

pu Streptomyces sp. INA 7/58 ma zabarwienie
bialozélte, a powietrzna bialo-szare. Na podlozu
zawierajacym Bacto-tryptone Difco — 1,0 8,
Bacto-Yeast Extract Difco — 1,0 g, NaCl — 8,58,
agar — 17 g, wode wodociggowg 1000 ml, szczep
Streptomyces sp. INA 7/58 nie wytwarza pig-
mentu -typu melaniny. Nizej podano wlasci-
wosci biologiczne szczepu Streptomyces sp. INA
7/58 w poréwnaniu z odpowiednimi wlaci-
wosciami szczepu Streptomyces noursei ATCC
11455 producenta Fungicydyny. :

Chai'akterystyka szczepu na podlozu Czapek-

' Doxa: NaNO, — 20 g K,HPO, - 10 &

MgSO, + 7H,0 — 0,5 g, KCl — 05 g, FeSO, —
0,01 g, sacharoza — 30,0 g, agar — 20,0 g, woda

“destylowana — 1000 ml

.
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Charéktery§tyka szczepu ha podloiu 2z aspa-
ragina: glukoza. — 10,0 g, asparagina — 0,5 g,

"cyjnych na drodze selekeji

K,7PO, — O,5 g, agar — 20,0 g
Szczep Strept. noursei Strept. sp.
ATCC 11455 INA 7/58

Wzrost . .
w temp. 28°C dobry dobry

, Zarodnikowanie dobre dobre
Grzybnia
powietrzna ‘bialo-szara biato-szara
Pigment .
rozpuszczalny ciemno-szary brak

Charakterystyka szczepu na podlozu zawie-
rajagcym: azotan potasowy. — 1,0 g8, wycigg
miesny, szczep ATCC 11455, wykazuje $lady
redukcji azotanéw. do azotynéw, podczas gdy
szczep Streptomyces sp. INA 7/58 nie redukuje
‘az()tanéw do azotynéw. -

"Charakterystyka szczepu na podlozu trypto-
‘nowo-glukozowym stalym: trypton — 1,0 g,

‘glukoza — 1,0. g, agar — 2,0 g, woda destylo-

wana — 100 ml.

Szczep Sirept. noursei Strept. sp.
i ATCC 11455 INA™/53
‘Temperatura . 37°C 28°C - 37°C 28°C
-Wazrest . dobry - obfity dobry -dobry
’ Zaradmko— ; -
wante dobre dobre dobre dobre
Grzybnia .
.powietrzna kremowa szara biala biala
o . male ilo§- z6ito- brago- mate
- ci, jasno- brazo-  wy iloci
Pigmeat rézowy wo-zle- Z6ito-
’ lony " brazo-
wy

Charakterystyka szczepu na. podlazu trypto-

nowo-glukozowym plynnym: trypton-1,0 g, glu-

koza — 1,0 g, woda destylowana — 100 ml.

Szczep Strept. noursei . Strept. sp.
ATCC 11455 INA 7/58
Temper. 37°C 28°C  37°C 27°C
Werost dobry  dobry dobry dobry
Zarodniko- : .
wanie dobre obfite  obfite obfite
Grzybnia bialo- bialo-  biala bialo-
powietrzna szara'  szara szara
Pigment granatowo-czer- brak -
wony
Wytwa-. . nie wy-
rza H,S twarza
rza H,S

Wyizolowany szczep Streptomyces sp. INA
7/58 stuzyt do otrzymania mutantéw produk-
naturalnej oraz
przy pomocy naSw1etlama promieniami nadfio-
letowy.ni.

Agar ziemniaczany z glukoza jest podlozem
sporulacyjnym i podloZzem do przechowywania
szczepu Streptomyces sp. INA 7/58. Kultury
ne skosach inkubuje sie w temperaturze 28°C
w ciggn 7 — 10 dni. Gdy grzybnia powietrzna
przybierze barwe szara, szczep przechowuje sie
w.chtodni w temperaturze 4°C. Poza tym szczep
mozna przechowywaé na Kaszy perlowej, w
z1emi i w postaci zliofilizowanej.

Sposéb wedlug wynalazku polega na - prowa-
dzeniu procesu biosyntezy na pozywce fermen-
tacyjnej w obecnoéci szczepu Streptomyces sp.
INA 7/58, ponizej temperatury 30°C, najkorzyst-
nlej w temperaturze 27 = 29°C, a2 do czasu
wytworzenia przez ten szczep W grzybni Kan-
dystyny, co trwa 60 — 84 godzin. Z przefer-
mentowanej brzeczki oddziela si¢ grzybnig, np.
przez odwirowanie lub przez hltrowame. a uzy-
skang grzybnig ekstrahuje sie fozpuszczalni-
kiem np. metanolem, Wyciag metanolowy, za-
wierajagcy Kandystyne zaggszcza sie w prézni,
a otrzymany szlam poddaje si¢ ponownej eks-
trakcji metanolowym roxrtworem (JuCl2 i wy-
traceniu wods. Osad po praemyciu eterem lub
innym_ aie rozpuszezajacym Kandystyny orga-
nicanym rovpusrcsainikiem, sussy si¢ W tem-
peraturze aie ptmkmcuquj 50°C. W celu
uzyskania czystego krystaliczenego produktu :
powtarza sig -proces’ ekstrakcji metanolewym



roztworem CaCl, lub innymi rozpuszczaintka-
mi, w ktérych Kandystyna jest dobrze roz-
puszczalna

Przyktad L Dwustadiowa fermenta-
<ja w- kolbach na trzesawce.

‘Stadium I.- W kolbie o pojemnosci 750 ml
umieszcza si¢ 100 ml pozywki posiewowej

o skladzie: wyciag namoku kukurydzy — 0,5%, .

suchej substancji skrobii ziemniaczanej — 2,0%
(NH,),S0, — 0%, CaCO; — 0,5%. Pozywke
doprowdza sie do wartoSci pH = 6,0, wyja-
lawia w sposéb powszechnie stosowany, po
czym zaszczepia sig zawiesing  zarodnikéw
w 0,85%-owym wodnym roztworze NaCl, uzy-
skanym przez splukanie z jednego skosu. Calo&é
poddaje sie inkubacji na trzesdwce w tempe-
raturze 28°C przez 48 godzin.

Stadium II. 100 ml wyjalowionej pozywki
prodikcyjnej- o skladzie: wyciag namoku ku-
kurydzy — 0,5% (suchej substancji), glukozy -
4,0%, (NH,),SO, — 0,4%, CaCOy — 0,8% dopro-

wadzonej do wartosti pH okolo 6,0, szczepi si¢

‘w kolbie 750 ml 10% objetociowymi wegeta-
tywnego inoculum, uzyskanego z stadium I
i poddaje fermentacji na ttzesach przez 96
godzin.

P ‘r zyktad IL Trzystadiowa fermen-
tacja w fermentorach. I stadium posiewowe
przeprowadza sie w kolbach w sposob podany
Jjak w przykladzie I.

‘Stadium II prowadzi si¢ w fermentorze @ po-

jemno$ci np. 100 1. Podloze produkcyjne o skla-
«dzie jak wyZej, zawierajagce ponadto olej so-
jowy w iloSci 0,3%, wyjalawia si¢ w tempe-
raturze 115°C przy 0,8 atm. w ciggu jednej
-godziny. Sterylna brzeczke w iloSci 70 1 szcze-
pi si¢ 48-godzinnym materialem posiewowym
z kolb w ilofci 1% objetosciowego i poddaje
16 — 48-godzinnej fermentacji w temperaturze
28°C, przy napowietrzaniu 20 — 70 1 powietrza
na minute.

Stadium III prowadzi si¢ w fermentorze
.0 pojemnofci np. 1500 1 na podlozu produk—
<yjnym wykonanym w sposéb podany dla sta-
dium II i przy utrzymaniu tychze parametréw
Jdecz napowietrzaniu 200 — 600 1 powietrza/mi-
mnute przez okres $rednio 70 godzin. Koniec

fermentacji nastepu;e przy pH okoto 17,0 czyh :

z poczatkiem autolizy grzybni.

Oznaczenie Kandystyny w wyciagu z grzybni
j w brzeczce przeprowadza si¢ za pomocg me-
tody -plytkowo-cylinderkowej, = uzywajac - jako
szczepu wzorcowego, szczep Candida albicans
102 lub Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763.

Z uzyskaneéj w Termentacji brzeczki oddzela

e

‘si¢ grzybnig np. przez odwirowanle m ‘Wir6wee -

koszowej, lub przez filtrowanie na ramowej
prasie filtracyjnej, po czym grzybnie umiesz-
cza si¢ w-reaktorze o pojemno$ci okolo 500 1,
zadaje 200. — 300 objetoSciami wodnego 20 —
40%-go  roztworu metanolu i ekstrahuje mie-
szajgc do calkowitego wyciagniecia Kandy-
styny. Wyciagg metanolowy antybiotyku odpa-
rowywuje si¢ w niskiej prézni, w tempera-
turze *nie przekraczajacej. 30°C, do uzyskania
suchego szlamu barwy kremowej, ktéry z ko-
lei poddaje sie ekstrakcji metanolowym roz-

tworem CaCl, w stosunku 2 — 3 czesci roztwo-

runal czeéé szlamu i nastepnie odmrowaniu
lub odsaczeniu na nuczy.

Z otrzymanego przesgczu, wyirgca si¢ Kan-
dystyne przez zadanie pieciokrotng ilo§cia wody
destylowanej. Wytragcong surowg Kandystyne
odsgcza sie na nuczy, przemywa eterem i suszy
powietrzem.

W celu uzyskania czystego krystalicznego
produktu ostatnia operacje ekstrakeji roztwo-
rem metanolowyr CaCl, powtarza sie i kilka-
krotnie rekrystalizuje z eteru. Wydajno§é Kan-
dystyny wynosi 55 — 659, substancji wyjscio-
wej. :

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb otrzymywania nowego antybiotyku
- Kandystyny, Znamienny tym, Zze proces bio-
syntezy prowadzi si¢ metodg fermentacji
‘glebinowej w obecnoéci szczepu Streptomy-
ces species INA 7/58, w temperaturze po-
nizej 30°C na pozywce zawierajacej przy-
' swajalny wegiel, azot i sole mineralne, do
czasu wytworzenia przez .ten szczep W grzyb-
ni antybiotyku, ktéry izoluje sie metodg
ekstrakcji i wytracenia. "

2. Sposéb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Ze

powstaly w grzybni antybiotyk ekstrahuje
sie kilkakrotnie wodnym 20 — 40%-ym roz-
tworem metanolu, po czym -wyciagg odsjcza
si¢ i odparowuje w prézni w temperaturze
nie przekraczajgcej 30°C, a uzyskany szlam
ekstrahuje si¢ -metanolowym roztworem
CaCl, i z ekstraktu wytraca antybiotyk za
pomocg wody, z kolei osad przemywa si¢
eterem lub innym nie rozpuszczajacym an- ’
tybiotyku orgamcznym ‘rozpuszezalnikiem, a
w koficu suszy go w temperaturze nie
przekraczajamej 50°C i ewentualnle- poddaje- ’
rekrystalizacji.

\‘In‘sty'tu’l‘:» .A‘ptypiotykéw
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Wz6r jednoraz. Stol. Zakl, Graf.— WG. Zam. 789,

100 egz., Al pi$m., Kl I1II.
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