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Wynalazek dotyczy sposobu wytwatrzania an-
tybiotyku zawierajgcego 14-dwu(p-hydroksyfe-
nylo)-2,3-dwu-izenitrylo-butadien-(1,3). Antybio-
 tyk ten sktada sie ze skiadowych X, Y, Z, przy
czym X stanowi giéwng czg¢$é zawarta w mie-
szaninie w. ilosei £0—T70%, Ta gléwna cze§é X
pod wzgledemn chemicznym jest zdefiniowana
jako 14-dwu-(@p-hydroksyfenylo)-2,3-dwu-izoni-
trylo-butadien-(1,3). Wiadomo, 2ze antybiotyk
ten odznacza siq¢ termostabilno$cia i dziataniem

Do wytwarzania tego antybiotyku znany jest

spos6b, wedtug ktérego hoduje sie kultury ple-
nl sposobem powlerzchniowym na podozu Cza-

* Wiasciclel patentu oSwiadezyt, ze twérca
wynalazku jest Gerhand Birwald.

pek-Doxa z dodatkiem 05% autolizatu droz-

" dzowego, az do zestarzemia sig¢ micelli, po czym

roztwor hodowli odrzuca sig a-wysuszong ma-
s¢ micelll stosuje do otmzymania - antybiotyku.
Micelle te ckstrahuje sie organicznymi roz-
puszezalnileami, zwinszcza eterem, acetonem,
alkoholam, octanem etylu i innymi i przez od-
destylowanie ottzymuje sie zanieczyszozony
jeszcze antybiotyk, kitéry nastepnie przemywa
sie eterem naftowym lub lekkg benzyng i roz-
puszcza sie na gorgco w organicznych roz-
puszozalnikach jak alkohol, aceton, lub diok-
san a w kioncu wytirgca woda. Oczyszcezcny w
ten spos6b antybiotyk przeprowaidza sie nas-
tgpnie w znane postacie stosowandia lelkdtw jak
puder, masé, czopk! itd.

Ten znany sposéb posiada te wade, Ze kul-
ture powierzchniows trzeba przeprowadzié¢ przez



whele kalb szklanych, tak ze do $clagniecia po-
zywki, sterylizacji, zaszozepienia i oddzielenia

starej micelli na drodze filtracji itd. potrzeba-

duzego makladu pracy, wysokiiego nakladu ma-
terialowego i kosztéw, a przede wszystkiem
duzych powierachni produkcyjnych, w ktérych
panuja uregulowane warunki, ‘

Te wymienione czynniki, wizglednie zwigzane
z tym nakitady techniczne powoduja powstawa-
nie wysckich kosztéw. Do tego dochodzi to,
2e nie zawsze mozliwe jest $cisle kontrolowaé
i sterowaé procesem fermentacyjnym przez diu-
gi okres hodowli kultury trwiajgcej 28 dni,
poniewaz lkazdy zamknigly system biologiczny
posiaida swojewlasne cechy. Poza tym sposéb jest
szczegbinie niekorzystny, - poniewaz antybiotyk
trzeba ekstrahowaé dcpiero z micelli, przy
czym moga powstawaé straty na skutek nie-
calkowitej ekstrakcji. Poniewiaz micella zawie-
ra stosunkiowo mate iloéci antybiotyku, wobec
tego w tych warunkach ekstrakcja w stosunku
do osiggnietej wydajnoéci jest bandzo praco-
chionna, Réwniez znana jest wzmianka o spo-

. schiie podpowierachnsowej hodowli kultur. Dos-
wiadczenia w tym kierunku mnie doprowadzilty
jadnak do zadnego wymniku, tak ze trzeba
stwierdzié, ze dotychozas mie zostal opisany
sposéb wytwarzania tego antybiotyku metoda
podpowierzchniows, '

Zadanieen wynalazku jest usuniecie opisa-
nych wad wystepujgcych w znanych sposobach
wytwarzania tego antybiotykmi

Stwierdzono, ze przy zastosowaniu jako ma-
temialu do szczepienia specjalnego szczepu Pe-
nicillium wyhodowango w dowolny znany spo-
sob, ktéry dodaje sie w iloSci okoto 5% jako
inokulum do kultury gléwnej, osigga sie przy
dobrym napowietrzaniu i wielodniowym mie-
szaniu zaszczepionego roztworu kultury w tem-
peraturze okolo 24—30°C rozpad roztozyscie
rosngcej micelli, przy czym nastepuje on po
okiodo 8 dniach i prowadzi do uwolnienia i wy-
tragcenia antybiotyku do roztworu hodowli,

Stwierdzono poza tym, ze jjako inokulum .dla
nastrpnej hodowli gléwnej mozna z powodze-
niem stosowaé¢ cze$é odbudowanej hodowli
gtéwnej, ktéra sktada sie z reszt micelli 1 za-
rodnikoéw.

-Roztwér hodowli — po skdoriczonej hodowli
oddziela sie przez filtracje, . odwirowanie lub
odstanie od czedci statych i odrzuca. Te state
czesci skladajg sie zasadniczo z wytraconego
antybiotyku jak tez z resztek micellf, nieroz-
puszczalnyeh soli i produktéw odbudowy bial-

ka. W ten sposdb . otrzymuje sie znacznie ak-
tywniejszy produkt pofredni, anizeli przedsta-
wia go stara micella z produkcji powierzch-
nicwej, Przez rozkitad micelli pozostato§é jest
stosunkowio mata, przez co zostaje ulatwione
ohuymamﬁe stosunkow'o czystego produltu.

Stwierdzono wmesmle, ze mozna osiaggngé da-
leko wyzszg wydajno$é, jezeli roztwdér hodowli
po zaczyhajgcym sie mozkladzie micelli spusci
sie ze Zbiornika dla kultury do duzych naczynh
zapasowych i przeprowadzi autolizg w opty-
mialnych warunkach specyficznych fermentéw,
az «do catkcwitego rozkladu czesci micelii. Prze-
rébke oddzielonych substancji stalych, ktére
prakitycznie skladajg sie tylko jeszcze z anty-
biotyku, produktow odbudowy bialka, soli nie-
rozpuszczalnych 1i mnyclh priowaidzi sfle W opi-
sany sposob. :

Wedlhug wynalazku inna mozliwoéé przerdb-
ki polega na tym, ze oddzelony nieoczyszczo-
ny antybiotyk mompuszceza si¢ w roztworze al-
kalicznym, roztwér uwalnia zmanymi sposoba-
mi od stalych czeéci, a & wstepnie oczyszczo-
nego . rostworu wydziela sie antybiotyk przez
adsorbeje, zobojetnienie lub wytrzasanie z roz-
puszczalnikami. nierozpuszezalnymi w wodzie.

Przez poré6wnawcze badanie znanego anty-
biotyku zawierajacego 14 ~dwu-(@-hydroksyfe-
nylo) --23-dwu - izonitrylo - butadien - (,1,3) z
antybiotykiem wytworzonym sposobem wediug
wynalazku stwiendzono jednalkowsa iczynnos§é
biologiczng. Réwniez wiadciwoscl fizyczned che-
miczne s takie same. .

Powyisze preyklady objaniajq blizej sposéb
wedtug wynalazku.

Przyktad I. Material zarodnikowy spec-
jalnego szczepu Penicillium hoduje sie poprzej-
Sciu przez agar na prosie w temperaturze 27°C
i po 10-dniowej hodowli stosuje do szczepie-
nia po 10 ml roztworu pozywki, np. Czapek—
Doxa w hodowli wstrzgsanej. Tak otrzymang
silnie mozmnozong hodowle wstepng dodaje sie
w ilosci 5% jako inokulum do 10 1 hodowli
posredniej i z tego po dobrym rozwoju stosuje
5 1 do zaszczepienia 100 1 hodowli gléwnej.
Roztwér hodowli gléwnej jest taki sam jak
noztwér pozywki stosowany w sposobie Emer-
sa. W temperaturze 27°C przy energicznym
mieszaniu i napowietrzaniu w stosunku 1 : 1
osiaga sie¢ po okolo 8 dniach rozklad micelli,
po czym moina fermentacje przerwaé. Zanie-
czyszczony antybiotyk wytracony z roztworu
hodowl oddziela sie od cieklych skiadnikéw



roztworu pozywki na drodze saczenia, wirowa-
nia lub odstania i oczyszcza znanymi sposoba-
i, Wydajnos$é ozystego kompleksu antybioty-

tiu (X, Y, Z) wynosi 60 g na 100 litr6w roz--

iworu pozywkii.

Przyktad II. Przy wybwamzaniu materia-
tn do zaszczepiania 1 przy fermentacji poste-
ruje sie tak jak w przykladzie I, jednak po
rozpcazetym rozpadzie micelli, ktéry nastepuje
p> okolo 5 dniach odprowadza sie¢ hodowle
piydpowierzchniowg i poddaje dalszej autolizie
W naczyniu zapasowym, ktoéra prowadzi do
c ikkowitego rozpadu micelli. Oddzielenie i prze-
r.bka nastepuje jak w przykladzie I.

Przyktad III. W procesie fermentacji
i przerdbki postepuje sie jak w przykiadzie I
Iub II, z tg rbznicg, ze czeSci micalli czymnej
b dowli gléwnej stosuje si¢ jako inokulum
d * nastepnej hodowii,

Przykitad IV. W celu otrzymania anty-
biotyku zanieczyszczonego produktami odbu-
dowy micelli wizglednie biatka, nierozpuszczal-
nymi solami i innymi postepuje sie jak wprzy-
kladach I, II lub III. Ten zanieczyszczony an-
ty biotyk wrozpuszcza sie przez zalkalizowanie
p zostatodci, roztwér oddziela sie¢ od stalych
shladniké6w a produkt surowy wazbogaca przez
2.bojetnienie, adsorbcje lub wytrzgsanie z roz-
pusazczalnikiem nierozpuszczalnym w wiodzie.

Zastrzezenia patentowe

" 1. Sposéb wytwarzania antybiotyku zawiera-
jacego 1,4 -dwu-(p-hydroksyfenylo) - 23 -

dwu-izcnitrylo-butadien- (1,3), znamienny
tym, ze hoduje si¢ kulture specjalnego
szczepu Penicillium metodg podpowierach-
niowg az do rozpadu masy miceili, nastep-
nie antybiotyk uwalniajgcy sie w czasie roz-
padu micelli i wytwanzajacy sie w roztwo-
rze hodowli oddziela si¢ razem z reszty mi-
celli i innymi stalymi substancjami z roz-
tworu hodowli i poddaje chemicznej prze-
rébce lub hodowle odprowadza sig do zbior-
nika zapasowego 'od c¢hwili rozpadu micelli,
przechowuje azdo calkowitej autolizy, a na-
stgpnie po oddzieleniu roztworu hodowli
poddaje dalszej chemicznej obrdbcee.
Sposéb wediug zastrz. 1, znamienny tym, Ze
antybiotyk wytracony w roztworze hodowli
na skutek rozpadu micelli po odstaniu sie
w naczyniu .do hcdowli odpuszcza sie w po-
staci wzbogaconej lub oddziela od roztworu
hodowli ‘normalnymi sposobami rozdziela-
nia np. przez odwirowanie, rozpuszcza przez
zalkalizowanie, nastepnie uwalnia od sta-
lych pozostatodci i po przesgozeniu wstepnie
ciczyszczonej postaci poddaje dalszej che-
micznej obrébce.

. Spos6b wedlug zastrz. 1 i 2, znamienny {ym,

ze cze$¢ czynnej kultury gléwnej stosuje
si¢ jako inckulum dla roztworu pozywki
hodowli gléwmej mnastepnego wsadu tanku
fermentacyjnego.

VEB Arzneimittelwerk Dresden

Zastepca: mgr Jézef Kaminski
rzecznik patentowy
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