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Sposéb wytwarzania nowego antybiotyku i jego soli

1

Wynalazek dotyczy sposobu wytwarzania nowe-

go antybiotyku, ktéry w opisie niniejszym nazy-
wany bedzie antybiotykiem ZN-6 oraz jego soli.

Antybiotyk ZN-6 jest stabym kwasem, tworzg- .

cym sole z nieorganicznymi lub organicznymi za-
sadami. Ponadto stwierdzono, ze tworzy on sol-=
waty z szeregiem rozpuszczalnikoéw. )

Wedlug wynalazku, nowy czynny jako antybio-
tyk zwiazek, lub jego sole, mogy by¢ wytworzo-

~ne w postaci rozcieficzonych roztworéw lub suro-

wych koncentratéw, jak réwniez w. czystej krysta-
licznej postaci lub w postaci krystalicznych sol-
watow.

Istota wynalazku dotyczy sposobu fermentacji
grzyba Fusidium coccineum Fuck K. Tubaki do
chwili, gdy wytworzy wystarczajagco duzg ilosé
antybiotyku ZN-6, jak réwniez wyodrebniania,
przetwarzania w odpowiednie sole lub solwaty,
a takze sposobu zageszczania, oddzielania, krysta-
lizacji lub oczyszczania antybiotyku ZN-6, wzgled-
nie jego soli i solwatéw w celu otrzymania jednej
z pozadanych postaci, ktére zostaly wyzej opisane.
'Organizm produkujgcy antybiotyk ZN-6 mozna
otrzymaé z Centralbureau voor Schimmelcultures,
Baarn, Holandia. Szczep jest zaklasyfikowany do
gatunku Fusidium coccineum, a synonimem- jego
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jest Ramularia coccinea. Rodzaj Fusidium' nalezy
do szczepu Oosporeae, rodziny Mucedinaceae i rzg-
du Hyphomycetales. .

Antybiotyk ZN-6 jest slabym kwasem karboksy-
lowym. Elektrometrycznym  miareczkowaniem
w Srodowisku 809, ‘alkoholu stwierdzono,. ze jego
pK,: wynosi 7.25, co odpowiada pK,=>5.3 w §ro-
dowisku wodnym. Ponadto badania miareczkowe
wskazujg ze ciezar réwnowaznikowy tej ‘substan-
cji wynosi 516.

Badania dotyczgce - chemicznej struktury, jak
réwniez dane analityczne wskazujg, Ze substancja

‘ta'ma wzér sumaryczny C;HgOg i zawiera w cza-

steczce uklad piersScieni cyklopentenopolihydro-

fenantrenu, podstawiony dwoma grupami hydro-

ksylowymi, jedng grupa acetoksylowa i czterema
grupami metylowymi i ktéry w pozycji 17 polg-
czony jest podwéjnym wigzaniem z atomem wegla
w polozeniu a-kwasu 5-metylo-4,5-heptenowego.
Do tej pory wzér strukturalny antybiotyku ZN-6
nie zostal doklainie ustalony, lecz wydaje sie, ze
substancja posiada wzér przedstawiony na rysun-
ku, w ktérym faliste linie wskazuja miejsca,
w ktérych konfiguracja nie jest pewna. .
Antybiotyk ZN-6 jest malo rozpuszczalny w wo-
dzie, jest on natomidst rozpuszczalny w etanolu,
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acetonie, ketonie metylowo-butylowym, octanie
amylu, chloroformie i podobnych rozpuszczal-
nikach.

Przy chromatografii bibutowej, stosujgc technike
opisang przez Busha (Biochemical Journal, tom 50,
(1952), strona 370) antybiotyk ZN-6 wykazuje war-
tosci Ry = 0.38 i 0.73 odpowiednio przy technice
B(1) i B(5). :

Z benzenem tworzy krystaliczny solwat benze-
nowy, ktéry rozpuszczalny jest w gorgcym benze-
nie, natomiast jest mato rozpuszczalny w zimnym
* benzenije. Solwat ten ma temperature topnienia
189—189,5°. Po osuszeniu go przy temperaturze
50° i ci$nieniu 0,01 mm slupa rteci do statej wa-
gi otrzymuje sie czysty produkt, nie zawiera-
jacy benzenu o temperaturze topnienia 191—192°
skrecalno$ci wlasciwej [a]p22 = —9 w 1%-owym
roztworze chloroformowym i wspdlczynniku eks-
tynkcji molowej przy diugo$ci fali Swietlnej

220 mu wynoszacym 8000 w etanolu jak réwniez:

braku charakterystycznych linii absorpcji powyzej
tej dtugosci fali.

Czysty antybiotyk ZN-6 wykazuje ponadto cha-
rakterystyczne widmo w podczerwieni, jak to uwi-
doczniono na wykresie. Z wykresu tego wynika,
ze wykazuje on charakterystyczne linie absorpcyj-
ne dla nastepujacych czestotliwo$ci, wyrazonych
w cm—1: 1265, 1385, 1695, 1730 i 3450, stosujac
w tym przypadku technike z bromkiem potaso-
wym. .

Z badan bakteriologicznych wynika, Ze antybio-
tyk ZN-6 jest aktywny wobec szeregu chorobo-
twérczych drobnoustrojéw, a zwlaszcza wobec
Staphylococcus aureus, Neisseria gonorhoeae, wia-
czajgc w to réwniez szczepy penicylinoodporne,
Neisseria meningitides, Mycobacterium tubercu-
losis, oraz szczepy odporne przeciw streptomycy-
nie, hydrazydowi kwasu izonikotynowego lub kwa-
sowi p-aminosalicylowemu, jak réwniez przeciw
Corynebacterium diphteriae.

Bardziej szczeg6lowo przedstawiono aktywno$§é
antybiotyku ZN-6 przeciwko grzybom i bakteriom
w zalgczonej tabeli, w ktérej aktywno$§é jest wy-
razona jako ilo§é soli sodowej antybiotyku ZN-6
w miligramach na litr, ktéra wywoluje 509, za-
hamowania wzrostu badanych drobnoustrojéw
w czasie podanym w godzinach.

Tabela 1 /

Drobnoustréj Pozywka Czas Aktywno$é
Staphylococcus aureus bulion 24 0.063
Staphylococcus aureus,
szczep wytwarzajgcy pe- .
nicylinaze ” 24 0.050
Staphylococcus aureus, - ’
szczep laboratoryjny od-
porny na penicyline, nie
wytwarzajgcy penicyli- .
nazy ST " . 48 0.16
Neisseria gonorhoeae agar z
: T krwin-

kami 24 0.32
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Drobnoustroéj

Pozywka Czas  Aktywnost

Neisseria  gonorhoeae,
szczep odporny na peni-
cyline

Neisseria meningitides
Haemophilus influenzae

Diplococcus pneumoniae

Streptococcus pyogenes

Streptococcus zooepide-
micus

Streptococcus agalactiae
Streptococcus lactis
Streptococcus faecalis

Pseudomonas aerugino-
sa

Vibrio comma
Alicaligenes faecalis
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Serratia marcescens
Proteus vulgar:s
Salmonella typhimurium

Bacillus subtilis

Mycobacterium tuber-

culosis var. hum.

Mycobacterium tubercu-
losis var. hum., szczep

odporny na dzialanie
streptomycyny
Mycobacterium tuber-

culosis var. hum., szczep
odporny na k'was p-ami-
nosalicylowy :

Mycobacterium tuber-
culosis var. hum., szczep
odporny na hydrazyd
kwasu izonikotynowego

Candida albicans
Tricophyton mentagro-
phytes

Aspergillus niger
Clostridium perfringens

Clostridium tetani

Actinomyces bovis

Corynebacterium pyo-
genes

agar z

krwin-

kami 24 0.63
” . 24 0.32
» 24 10.0

bulion

z 50%

surowicy 24 16.0
" 24 3.2

- . 24 2.5
. 24 160
. 24 13.0
v 24 5.0

bulion 24 >30.0
. 24 ' >30.0
- 24 13.0
» 24 >30.0
" 24 >30.0
” 24 >30.0
» 24 >30.0
’ 24 >100.0
. 24 1.6

Dubos 144 0.79
. 144 1.6
" 144 1.6
. 240 0.50

Sabou-

rauds 24 100.0
. 72 100.0
” 72 100.0

pozywka”

tiogliko-

lanowa = 48 0.25
' 48 0.02
” 48 0.05

bulion

z miesa

z 10% su-

rowicy 24 0.05

P
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Badania kliniczne wykazaly, ze antybiotyk ZN-6
1 kilka jego soli odpowiada wymaganiom stawia-
nym antybiotykoin stosowanym w farmacji. Moga
one byé uzyte przy leczeniu choréb zakaZnych,
a zwlaszcza przy leczeniu choréb wywolanych
przez rozmaite szczepy Staphylococcéw, wigqczajac
w to szczepy odporne na dzialanie penicyliny.

W farmacji antybiotyk moze byé stosowany
w postaci czystej lub w postaci mhniej lub wiecej
rozpuszczalnych w wodzie soli z nietoksycznymi
organicznymi lub nieorganicznymi zasadami.

Wodne roztwory soli antybiotyku ZN-6 mogg
byé stosowane' pozajelitowo. Stosowanie doustne
jest jednak najkorzystniejsze, poniewaz sole te
latwo przechodza z przewodu zotgdkowo-jelitowe-
go do plynéw ustrojowych, w ktérych odpowiednie
stezenie antybiotyku mozna stwierdzi¢ przez wy-
starczajgco diugi okres czasu. Fakt ten ustalono
w badaniach resorpcji, w ktérych 7 osobom poda-
wano doustnie pojedynczg dawke w dwoéch kap-
sulkach, przy czym kazda z nich zawierala 0.250 g
soli sodowej antybiotyku ZN-6. Stezenie antybio-
tyku w plazZmie bylo badane po §ci§le okre§lonych
okresach od momentu podania leku. Wyniki uzy-
skane uwidoczniono w tabeli 2, ktérej liczby po-
dajg stezenie antybiotyku w plaZmie, wyrazone
w mikrogramach na ml plazmy po godzinie lub
kilku godzinach od jego podania.

Tabela 2
Osoba/godziny 1 2 3 4 7 9 12
A 1.6 95 7.2 55 29 21 15
B grupa I 09 12 30 27 36 31 22
C 0.6 100 61 6.1 52 4.0 22
D . 08 11.0 85 9.3 52 47 17
E 16 66 81 6.6 40 32 24
F grupa II 06 17 75 61 34 3.0 24
G 25 123 86 6.7 35 31 18

W grupie I podawano pacjentom antybiotyk na
czczo, podczas gdy w grupie II podawano go po
positku. )

W podobnym tek§cie stezenie antybiotyku
w plazmie po 24 godzinach od chwili podania ta-
kiej samej ilo§ci antybiotyku wynosilo 0.75 mikro-
gram6éw na mililitr, co wskazuje na bardzo po-
wolne wydzielanie leku z organizmu.

Zaobserwowano roéwniez wystarczajaco malg
toksyczno$é antybiotyku ZN-6 przy do§wiadcze-
niach przeprowadzanych na myszach. Nizej podane
wartoSci LD, wyrazone sg w miligramach na kg
wagi zwierzat:

a) S6l sodowa antybiotyku ZN-8 podawana dozyl-
nie 200—250;

b) S6l sodowa antybiotyku ZN-6 podawana pod-
skérnie 400;

<) Solwat benzynowy antybiotyku ZN-6 podawany
doustnie > 1500.

Ponadto w dlugotrwalych badaniach toksykolo-
gicznych, w ktérych zwierzetami do§wiadczalnymi
byty szczury rodzaju meskiego i zeriskiego, poda-
wano doustnie s61 sodowg antybiotyku ZN-6
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) 6 . i
w iloSci 0,400 g na kg wagi zwierzqt przez 6 dni.
W wyniku tych badaf nie stwierdzono istotnych
réznic wagi miedzy badanymi zwierz¢tami a gru-
pa kontrolng jak réwniez zadnych patologicznych
zmian wywotanych lekiem. Wskaztje to na brak
toksyczno$ci chronicznej.

Niespotykane dotad wlaéciwosci antybiotyku
ZN-6 zostaly stwierdzone podczas klinicznych ba-
dan kontrolnych przeprowadzonych 4 solg sodowsg
tego antybiotyku w postaci odpowiedniej miesza-
niny umieszczonej w kapsutkach zelatynowych.
Podawano jg doustnie pacjentom cierpiycym na
furunculosis, osteomyelitis i endocarditis. W wy-
niku przeprowadzonych badafi w odstepach okoto
jednodniowych stosownie do praktyki lekarskiej,
podczas dostatecznie diugiego czasu w 100°% przy-
padkéw nie stwierdzono Zadnych ubocznych obja-
woéw lub objawéw toksycznych. jak réwniez nie
zaobserwowano niekorzystnych skutké6w nawet po
dluzszym okresie czasu.

Oprécz rozpuszczalnych w_wodzie soli antybio-
tyku ZN-6, a zwlaszcza soli sodowej do celéw Kkli-
nicznych nadajg sie réwniez malo rozpuszczalne
w wodzie sole antybiotyku ZN-6 lub tez sam wol-
ny kwas, stosowane doustnie. Stopiefi resorpcji le-
ku jest wéwczas tak maly, ze aktywno$é leku ob-
jawia sie giéwnie w przewodzie Zolgdkowo-jelito-
wym, co jest pozgdane przy leczeniu niektérych
chor6b. Ponadto malo rozpuszczalne w wodzie so-
le antybiotyku ZN-6 moga byé¢ wstrzykiwane pod
postacig zawiesiny w odpowiednim ofrodku w ce-
lu osiggniecia dluzszych czasébw utrzymywania po-
zgdanego poziomu antybiotyku we krwi.

Wedlug wynalazku, grzyb Fusidium coccineum
Fuck K. Tubaki hoduje sie w warunkach aerobo-
wych w Srodow1sku zawierajacym weglowodan,
zr6dio azotu, tj. bialka, jak réwniez odpowiednie
ilo$ci nieorganicznych soli i innych substancji, nie-
zbednych do odzywiania grzyba. Fgrmenfacje pro-
wadzi sie do osiggniecia odpowiedniej aktywno$ci
antybiotyku w wyzej wymienionym Srodowisku,
po czym wytworzony antybiotyk ZN-6 wyodreb-
nia sie, zageszcza i wydziela w postaci czystej lub
przeprowadza w sole za pomocg znanych reakcji
z nadajgcymi sie do celéw farmaceutycznych za-

_sadami.

Podczas przebiegu procesu wediug wynalazku, )
ilo§¢ wytworzonego antybiotyku jest okreSlana w
czasie fermentacji za pommoca znanych préb anali-
tycznych na aktywno§é przesgczu z kultury. Sto-
suje sie do tego celu plytki z agarem, uzywajgc
jako drobmoustrdj testowy Staphylococcus aureus.

Na podstawie préb, przeprowadzanych w czasie
produkecji an}tybiotyku ZN-6 na skale techniczng
stwierdzono, ze najwiekszg jego wydajnosé osigga
sie poczgwszy ‘od 80—100 godzin fermentacji, pro-
wadzonej przy temperaturze 20—30°, a zwlasz-
cza 24—28°, : .

Proces prowadzono w tankach przemyslowych
o pojemnosci 10—30 m3 kultury.

Stwierdzono, ze jako pozywki do kultury pro--
dukcyjnej nadaja sie rézne znane pozywki — jako
Zr6dlo biatka wycigg ze zboza lub maczka sojowa,
a jako Zrédio weglowodanéw — glukoza lub sa-
charoza. Jako dalsze skladniki pozywki nalezy wy-

~
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mieni¢ wyciag z drozdzy, gliceryne, maltoze, fruk-
tozg, . kwasy tluszczowe, hydrolizat kazeinowy,
niektére aminokwasy i rozpuszczalne w wodzie
witaminy. o

Z chwilg, gdy wytwarzanie antybiotyku podczas
procesu fermentacji ustanie, lub. gdy osiagnie sie
wystarczajaca wydajnosé, antybiotyk wyodrebnia
sig¢ réznymi metodami.

Korzystne jest oddzielenie w p1erwsze3 kolejno-
&ci grzybni od ptynu kultury, zwlaszcza przez prze-
saczenie. Antybiotyk ZN-6 mozna zageSci¢ przez
traktowanie cieczy fermentacyjnej stalym adsor-
bentem i eluacje substancji z tego adsorbemta. Do
tego celu moze byé zastosowany adsorbent w po-
staci np. wegla aktywowanmego lub zywicy jonowy-
miennej. Korzystniej jest ekstrahowaé ciecz po-
fermentacyjng za pomocg odpowiednich rozpusz-
czalnik6w lub ich mieszaniny ewentualnie po na-
stawieniu wodnego §rodowiska, zawierajacego an-
tybiotyk ZN-6, do zadanej wartosci pH.

Odpowiednimi rozpuszczalnikami sg estry, keto-
ny i chlorowcowane weglowodory. W produkcji na
skale przemyslowg najkorzystniejsze do ekstrakcji
cieczy pofermentacyjnej okazaly sie keton metylo-
woizobutylowy, octan amylu i octan butylu.

Z ekstraktu mozina wyodrebnié aktywng sub-
stancje przez odparowanie fazy organicznej od ma-
lej objetosci, z ktérej antybiotyk wytraca sie przez
ochlodzenie lub przez dodanie do koncentratu
skladnika, kt6éry zmniejsza jego rozpuszczalno$é,
jak réwniez przez odparowanie fazy organicznej
do sucho$ci i dodanie benzenu ‘w celu otrzymania
tatwo krystalizujgcego wyzej opisanego solwatu
benzenowego.

~ Wiasnosci kwasowe antybiotyku ZN-6 pozwala- -

ja wreszcie na pbéZniejszg ekstrakcje fazy organi-
cznej wodnym roztworem alkali6w lub wodng za-
wiesing substancji alkalicznych, ktérg to droga
otrzymaé mozna mniej lub wiecej stezone roztwo-
ry wodne soli antybiotyku ZN-6. Przez zakwasze-
nie tych roztworé6w mozna wytraci¢é antybiotyk
ZN-6 lub tez je§li jest to pozadane moina zawarta
w tych roztworach sél wydzieli¢ jako taks.
Korzystnie jest wytwarzaé wedlug wynalazku
tatwo krystalizujgcy solwat benzenowy bezposre-
dnio z wyzej opisanych wodnych roztworéw soli
antybiotyku ZN-6, ewentualnie po usunieciu czesci
wody przez edparowanie, zwlaszcza w prézniowym
aparacie destylacyjnym. Wykonuje sie to przez do-
danie do zageszczonego wodnego roztworu dosta-
tecznej iloSci benzenu, potrzebnej do tworzenia sol-
watu i zakwaszenie w celu wytracenia antybioty-
ku ZN-6 w postaci solwatu. Po oddzieleniu i osu-
szeniu stanowi on czysty solwat benzenowy lub
sam antybiotyk ZN-6 zaleznie od warunkéw su-
szenia. Benzen moze zostaé oddzielony od solwatu
przez suszenie w podwyzszonych temperaturach.

Dla oczyszczania antybiotyku ZN-6 duze znacze-
nie posiada jego zdolno$é tworzenia solwatu z nie-
ktérymi rozpuszczalnikami. Tak wiec wedlug dal-
szej korzystnej odmiany sposobu wedlug wynalaz-
ku surowy antybiotyk moze zostaé rozpuszczony
w matej objetoSci metanolu, z ktérej wytrgca sie
po ochlodzeniu krystaliczny solwat metanolowy
o mnadspodziewanie wysokiej czysto§ci. Z tego
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8
wzgledu metoda ta szczegblnie dobrze nadaje sie
do wytwarzania antybiotyku dla celéw farmaceu-
tycznych. Solwat metanolowy posiada temperatué
re¢ topnienia 179—179 59,

Sole antybiotyku ZN-6, -moga by¢ otrzymane
przez proste zobojetnienie antybiotyku ZN-6.1lub
jednego z jego solwatéw za pomocg odpowiedniej
zasady, w odpowiednim $§rodowisku, ulatwiajgcym
reakcje i z ktérego s61 wytraca sie, albo jeli to po-
trzebne, wytracana byé moze przez dodanie odpo-
wiedniego skladnika, zmniejszajgcego rozpuszczal-
noéé tej soli lub tez moze byé izolowana przez od-
parowanie §rodowiska reakcji.

Mozna réwniez uprzednio wytworzong sél anty-
biotyku ZN-6 poddaé reakcji z zgdang zasadag lub
tez zadana s6l antybiotyku ZN-6 moze byé wytwo-
rzona przez podwéjny rozkiad uprzednio wytwo-
rzonej soli antybiotyku ZN-6 i innej soli zawiera-
jacej pozadany jon metalu lub zasade.

W ten sposéb wytwarza sie sole rozpuszczalne
w wodzie, a mianowicie: s6l sodowg, potasows,
amonowa, tréjmetyloaminy, piperydyny, morfoli-
ny, cykloheksyloaminy i monoetanoloaminy, jak
réwniez malo rozpuszczalne w wodzie sole wapnia,
magnezu, dwubenzyloetylenodwuaminy, benzylo-
-B-fenyloetyloaminy i prokainy.

Odno$nie innych soli, ktére moga byé¢ wytwo-
rzone wedlug wynalazku, nalezy wymieni¢ sole za-
wierajgce jako skladnik zasadowy: pirolidyne, pi-
perazyne, guanidyne, metyloamine, etyloaming,
benzyloamine lub podobne niepodstawione lub
podstawione aminy, ponadto aminy czwartorzedo-
we jak choline i jej pochodne lub inne antybiotyki
wykazujgce wlasno$ci zasadowe, jak np. strepto-
mycyne. ,

Wynalazek objasniaja nizej podane przyklady.

Przyktad I. Solwat benzenowy antybiotyku
ZN-6. Do tanku fermentacyjnego o pojemnoS$ci
1,5 m3 wykonanego ze stali nierdzewnej i zaopa-
trzonego w mieszadlo wprowadzono 1.00 m3 pozyw-
ki o nastepujacym skitadzie:

glukoza 20.0 kg
maczka miesna i kostna 20.0 ,,
wycigg zbozowy (509, suchej masy) 2.5 ,,
gliceryna 75 ,,
.86l kuchenna 4.0 ,,
MgSO, 0.05,,
woda wodociggowa do 1000 1

Pozywka miata warto§¢ pH = 6.1, ktérg skory-
gowano do pH = 6.5 przez dodanie rozcienczonego
roztworu tugu sodowego, po czym pozywke stery-
lizowano przez ogrzanie. Po ochlodzeniu zaszcze-
piano ja trzema litrami kultury Fusidium cocci-
neum Fuck K. Tubaki, rozmnazanej przez 48 go-
dzin we wstrzgsanej przy temperaturze 28° kolbie.
Zawarto§¢ tanku mieszano i napowietrzano 0.6 m3
powietrza na godzine przy 28° podczas 56 godzin.
Wartos¢ pH w tym czasie wynosila 6.5. Po uptly-
wie tego okresu fermentacji okre§lano aktywno$é
antybiotyku w masie kultury za pomocg préby na
plytce z agarem przy uzyciu bakterii Staphylococ-
cus aureus. Aktywnosé ta odpowiadala 70 mg an-
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tybiotyku ZN-6 na litr w poréwnaniu z aktywno-
§cig antybiotyku, badanego tg samg metoda.

Nastepnie grzybnie oddzielano od $rodowiska
przez filtracje, przy czym ilo§é przesgczu wyno-
sita 700 litr6w. Warto§¢ pH Srodowiska nastawiano
na 3.3 przez dodanie 25%-owego roztworu kwasu
siarkowego, poczym przesacz ekstrahowano 230 li-
trami octanu butylu w przeciwpradzie w ekstrak-
torze Podbielniaka. Faze octanu butylu ekstraho-
wano nastepnie 77 litrami wody, do ktérej dodano
109-owy roztwér tugu sodowego az do uzyskania
warto§ci pH wynoszgcej 10, poczym wodng faze
oddzielano od fazy octanu butylu. Warto§¢ pH fa-
zy wodnej nastawiano na 3.2 przez dodanie 25%-0-
wego roztworu kwasu siarkowego, a tak otrzyma-
ny roztwér ekstrahowano 40 litrami ketonu mety-
lowoizobutylowego. Faze ketonu metylowoizobuty-
lowego oddzielano od fazy wodnej, traktowano 40 g
wegla aktywowanego a nastepnie odparowywano
do suchoéci pod préznig przy temperaturze wrze-
nia 25°. Pozostalo$é rozpuszczano w 500 ml benze-
nu, a roztwér ten pozostawiano przez noc w lo-
déwce. W tym czasie wykrystalizowywal solwat
benzenowy antybiotyku ZN-6. Solwat ten odsgcza-
no i rekrystalizowano z benzenu, otrzymujac 12.0 g
czystej substancji o temperaturze topnienia wyno-
szgcej 139—189.5°.

Przyklad II. S6l sodowa antybiotyku ZN-6.
500 mg solwatu benzenowego wytworzonego we-
dlug przykladu I zawieszano w 200 ml wody, a do
tej zawiesiny dodawano 1/2 N normalnego wodne-
go roztworu lugu sodowego az do osiggniecia war-
toSci pH = 9.0. Roztwoér przesgczono i do przesg-
czu dodano 50 ml n-buwtanolu, po czym z roztworu
usunieto wode przez destylacje azeotropowsg pod
proéznia. Z pozostaloSci wytracono zgdang sél so-
dowa przez dodanie eteru. Osad odsgczono, prze-
myto eterem i wysuszono. Przez rekrystalizacje
z mieszaniny etanolu i acetonu otrzymano 360 mg
czystej krystalicznej soli sodowej.

PrzyktadIIl. Wytwarzanie antybiotyku ZN-6.
Spory Fusidium coccineum Fuck K. Tubaki prze-
szczepiano z agaru sko$nego do trzech litréw ste-
rylnej pozywki o nastepujgcym skladzie:

gliceryna 7.5 g na litr
wyciag ze zboza 25 g,
glukoza 100 g, ,
KH,PO, 06 g, ,
maczka sojowa 30 g, .,
s6l kuchenna 40 g, ,
MgSOQ, - TH,0 05 g, .,
FeSO, - TH,0 0005 g ,
CuSO; - 5H,0 0004 g , ,

Kulture inkubowano w warunkach aerobowych
przy temperaturze 27° podczas 40—60 godzin we
wstrzgsarce. Tak wytworzona kulture zastosowano
bezpoérednio jako inokulum do fermentacji na
skale przemyslowa, w omawianym przypadku
wprowadzono jg do zbiornika o pojemno$ci 700 li-
tréw, zawierajacego pozywke taka samg jak po-
zywka stosowana przy fermentacji na skale prze-
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mystowg i inkubowano przy temperaturze 26°
przez 40—48 godzin w celu rozmnozenia grzyba
przed zaszczepieniem w gléwnym tanku fermen-
tacyjnym.
Nastepnie przygotowano 16.000 litré6w pozywki
o nastepujgcym sktadzie:

glukoza 30 g na litr
gliceryna 5 84 »
KH,PO, - 2H,0 5 B »
NaNOs 6 g » ”
Kcl 0'5 g »” ”
MgSO, - TH,O 058 »
ZnS0O, - 6H,0 lmg, .,
ekstrakt drozdzowy 012g, .,

Pozywke te przed sterylizacjg nastawiano na war-
tos¢ pH = 7.2 i sterylizowano w tanku fermenta-
cyjnym przy temperaturze 120° przez pét godziny,
a -po ochlodzeniu zaszczepiano jednym z dwéch
wyzej wymienionych rodzajéw inokulum. Fermen-
tacje prowadzono podczas mieszania i przepompo-
wywania przez ciecz powietrza przepuszczonego
przez iskrownik w ilosci 0.5 litra powietrza na litr
kultury na minute. Grzybnie wytwarzano w ten
spos6b przy temperaturze 26° przez 4 dni.

Aktywno$§é préb przesgczu z kultury okreSlano
przez pomiar strefy zahamowania na plytce aga-
rowej, w .ktoérej drobnoustrojem testowym byl
Staphylococcus aureus. Po zakonczeniu procesu
aktywno$é kultury odpowiadala stezeniu antybio-
tyku ZN-6 wynoszacym 150 ug na ml.

Przyktltad IV. Wytwarzanie antybiotyku ZN-6.
Sporzadzono 16.000 litréw pozywki o nastepujg-
cym sktadzie:

wyciag ze zboza, 509, 2.5 g na litr
maczka sojowa lub maczka miesna 100 g ,,

sacharoza 300g ,
gliceryna 758 » »
sé6l kuchenna 40g ,,
KH,PO, 058 ,
MgSO0O, - TH,O 05¢g ,,

Pozywke te przed sterylizacjg nastawiano na war-
tos¢ pH = 6.80, a nastepnie sterylizowano w tanku
fermentacyjnym przy temperaturze 120° przez pét
godziny. Po ochtodzeniu zaszczepiano ja za pomocg
inokulum opisanego w przykladzie III i fermento-
wano przez 100 godzin, po ktérym to czasie steze-
nie antybiotyku w kulturze wynosilo 260 ug, jak
to stwierdzono za pomocag proby na agarze.

Przyktad V. Wytwarzanie antybiotyku ZN-6
16.000 litréw pozywki o nastepujgcym skladzie:

sacharoza 60.0 g na litr
wyciag ze zboza 200¢g ,,
KH,PO, 100g ,
MgSO, - TH,O 058 ,

ktérg nastawiano na warto§¢ pH = 6.8 sterylizo-
wano w tanku fermentacyjnym przy temperaturze
120° przez p6l godziny, a po ochlodzeniu zaszcze-
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piano za pomoca inokulum opisanego w przykla-
dzie III. Po fermentacji przez okres 100 godzin, w
warunkach zblizonych do w_:irunkéw podanych w
przykladzie III uzyskiwano wydajno§é antybioty-
ku do 250 ug na litr kultury. Sklarowany plyn po
fermentacji (15.000 litréw, zawierajgcy 3.75 kg an-
tybiotyku ZN-6, jak to stwierdzono za pomocg me-
tody na piytce agarowej), doprowadzono do war-
toSci pH = 6 i ekstrahowano w ekstraktorze Pod-
bielniaka za pomocg 3.000 litréw ketonu metylowo-
izobutylowego. Wycigg zawierajacy 3.4 g antybio-
tyku ZN-6 ekstrahowano nastepnie 600 litrami wod-
nego roztworu lugu sodowego o wartosci pH =
= 11.5. Natychmiast po ekstrakcji faze wodng na-
stawiono na warto§¢ pH = 9.3 i odparowano pod
préznig do objetosci 150 litréw, zawierajacej 3,25 kg
antybiotyku ZN-6.

Do tego koncentratu dodano 40 litr6w benzenu
i nastawiono podczas mieszania warto§é pH fazy
wodnej na 5.0 przez dodanie kwasu solnego. Mie-
szanie kontynuowano przez 4 godziny, po ktérym
to czasie osad skladajgcy sie z solwatu benzeno-
wego antybiotyku ZN-6 odsgczono, przemyto wo-
dq i benzenem i wysuszono. Surowy produkt
(2.8 kg) rozpuszczono w 12 litrach chlorku mety-
lenu, przesgczono i odparowano do -sucho$ci pod
préznia. Pozostalo§é rozpuszczono w 3.2 litrach go-
rgcego metanolu, po czym po ochlodzeniu do 0°
wykrystalizowano solwat metanolowy, ktéry prze-
myto trzykrotnie 300 ml lodowatego metanolu i
wysuszono, uzyskujgc 2,48 kg bezbarwnego solwa-
tu metanolowego.

Produkt ten zawieszono w mieszaninie 750 ml
metanolu i 1750 ml acetonu, a po dodaniu kilku
kropli wskaZnika — fenolftaleiny dodana 33%-owy
wodny roztwér wodorotlenku sodowego i mieszano
az do osiggniecia delikatnie czerwonego zabarwie-
nia. Tak uzyskany roztwér przesgczono przez zie-
mie okrzemkows (dicalite) zmieszano z 5 litrami
ketonu metylowoizobutylowego i zageszczono pod
préznig do objetosci 3 litréw. Podczas zageszcze-
nia wykrystalizowywala s6l sodowa. S6l te odsa-
czono, przemyto acetonem a nastepnie eterem i
wysuszono, uzyskujac 2.35 g czystej soli sodowej.

Przyktad VI Sole antybiotyku ZN-6 z zasa-
dami organicznymi.

Do roztworu 517 m@ antybiotyku ZN-6 w 5 ml
acetonu dodano 1 milimel zasady organicznej
i 2.5 ml heksanu i przez pocieranie naczynia spo-
wodowano krystalizacje soli. S61 oczyszczono przez
rekrystalizacje z odpowiedniego rozpuszczalnika.

zasada rekrystalizowana temp.
z top.°C
tr6jetyloamina aceton 143—144
piperydyna » 155—156
morfolina » 112—114
cykloheksyloamina ” 180—182
dwubenzyloetylenodwuamina*
- octan etylu 112—113
benzylo-f-fenyloetyloamina*)
aceton-heksan 103—105
monoetanoloamina » » 130—132
" prokaina®*) » »  bezposta-
ciowa

*) malo ‘rozpuszczalne w 'wodzie
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Przyktad VII Oddzielanie antybiotyku od
cieczy fermentacyjnej.

200 ml zywicy jonowymiennej . Amberlit IRA
401 S (OH) mieszano przez dwie godziny z trzema
dwulitrowymi porcjami sklarowanej cieczy fer-
mentacyjnej, zawierajacej 110y antybiotyku ZN-6
na ml Podczas mieszania utrzymywano pH na po-
ziomie 9.5 przez dodawanie 2n wodnego roztworu
tugu sodowego.

Analiza przesaczu wykazala, ze 85%, antybiotyku
ZN-6 zostalo zaabsorbowane na zywicy. Po prze-
sgczeniu zywice przemyto trzema porcjami wody
po 1.5 litra kazda, a nastepnie zawieszono w 500 ml
acetonu. Obnizano pH do wartoSci 3.6 podczas
mieszania w ciggu trzech godzin przez dodawanie
6n kwasu solnego, po czym odsgczono zywice
i przemyto acetonem (2 X 100 ml). Potgczone wy-
ciagi i plyny po przemyciu zawieraly 375 ml anty-
biotyku ZN-6, co odpowiada 57%, iloSci zawartej
w cieczy pofermentacyjnej.

Przyktad VIIL Oddzielanie antybiotyku od
cieczy fermentacyjnej.

1 litr sklarowanej cieczy zawierajgcy 500 mg an-
tybiotyku ZN-6 mieszano przez jedna godzing
z 5 g wegla odbarwiajacego (S.E.C.A.III) i przesg-
czono. Przesgcz zawieral mniej niz 25 mg antybio-
tyku ZN-6. Osad przemyto woda a nastepnie ogrze-
wano pod chlodnicg zwrotng z 100 ml metanolu
przez dwie godziny, ochtadzano i przesgczano.
Przesacz zawieral okolo 150 mg antybiotyku ZN-6.

Zastrzezenia patentowe

1. Spos6b wytwarzania nowego antybiotyku lub
jego soli, znamienny tym, ze grzyb Fusidium
coccineum Fuck K. Tubaki hoduje sie w wa-
runkach aerobowych w §rodowisku zawierajg-
cym weglowodany, Zr6dlo azotu i odpowiednie
iloSci soli nieorganicznych i innych substancji
potrzebnych do jego rozwoju, przy czym pro-
ces ten prowadzi sie w temperaturze 20—30°C
przez 2—7 dni do momentu uzyskania wystar-
czajgco duzej aktywno$ci antybiotyku, po czym
tak wytworzony antybiotyk wyodrebnia sie, za-
geszcza, i odizolowuje w postaci czystej lub
przeprowadza w s6l za pomocqg znanych re-
akcji.

2. Spos6éb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, :ze
jako zrédlo azotu stosuje sie wycigg ze zboza,
maczke sojowa, maczke miesng i kostng.

3. Spos6b wedtug zastrz 1 i 2, znamienny tym, ze
antybiotyk wyodrebnia sie za pomocg adsorben-
ta, zwlaszcza wegla aktywowanego lub zywicy
jonowymiennej, oddziela adsorbent ze §rodowi-
ska oraz eluuje antybiotyk i wydziela produkt
z eluatu.

4. Spos6b wedlug zastrz. 1 i 2, znamienny tym, ze
antybiotyk wyodrebnia sie przez ekstrakcje za
pomocy nie mieszajqcego sie¢ z wodg rozpusz-
czalnika przy wartoSci pH ponizej 7, od ktére-
go nastepnie oddziela sie go. N
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. Spos6b wedlug zastrz. 4, znamienny tym, ze fa-
ze nie mieszajacg sie¢ z wodg i zawierajaca an-
tybiotyk ekstrahuje sie alkalicznym wodnym
os§rodkiem, uzyskujgc roztwér wodny soli an-
tybiotyku, z ktérego wydziela sie s61 lub wytra-
ca antybiotyk przez zakwaszenie roztworu.

. Sposéb wedlug zastrz. 5, znamienny tym, ze do
wodnego roztworu soli antybiotyku dodaje sie

14

benzenu w iloSci co najmniej wystarczajgcej
do utworzenia solwatu antybiotyku, po czym
mieszanine zakwasza si¢ w celu wytrgcenia sol-
watu antybiotyku, ktéry sie oddziela.

. Spos6b wedlug zastrz. 3, 4 i 5, znamienny tym,

ze surowy frakcje antybiotyku rekrystalizuje
sie z rozpuszczalnika, zdolnego do tworzenia
solwatéw z antybiotykiem.

CHy

CH,—CH,—cH=C
HO C—C0, H
¢ H |

NOOC.CH3
CH,
S

CH,

HO"
CH,
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