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Sposób wytwarzania tetracykliny

Przedmiotem wynalazku jest sposób wytwarza¬
nia tetracykliny na drodze biologicznej przy uży¬
ciu naturalnego szczepu z rodzaju Streptomyces i
jego odmian, zwłaszcza szczepu przydatnego do
celów przemysłowych.

Szczep ten posiada charakterystyczną właści¬
wość tworzenia tetracykliny w obecności jonów
chlorkowych nie wytwarzając jednocześnie chlo-
rotetracykliny. Ponieważ właściwości taksono¬
miczne tego gatunku Streptomyces są bardzo zbli¬
żone do cech taksonomicznych S. lusitanus opisa¬
nego w patencie NRF nr 1185 771, nazwano go
obecnie Streptomyces lusitanus var. tetracyclini
106-T. Ze szczepu macierzystego S. lusitanus var.
tetracyclini, przez staranną selekcję przy naświet¬
laniu światłem ultrafioletowym, otrzymano szczep
szczególnie przydatny dla celów przemysłowych,
który pod nazwą Streptomyces lusitanus var. te¬
tracyclini 106-T i pod numerem NCJB 9500 zde¬
ponowano w National Collection of Industrial
Bacteria, Aberdeen, Szkocja.

Znane są różne mikroorganizmy służące do wy¬
twarzania tetracykliny, jak S. Aureofaciens, S.
sayamaensis, S. viridifaciens, S. psammoticus, S.
persimilis itd. Jednak szczep nowy S. lusitanus
var. tetracyclini 106-T odróżnia się od wymienio¬
nych organizmów tym, że wytwarza tetracyklinę
z wyjątkowo wysoką wydajnością, przewyższają¬
cą znacznie wydajność produkcyjną każdego ze
znanych gatunków.

2

Fakt, że S. lusitanus var. tetracyclini 106-T
wytwarza tetracyklinę w obecności jonów chlor¬
kowych, ma duże znaczenie przemysłowe, ponie¬
waż tetracyklina pod względem produkcyjnym

5 i handlowym jest najważniejsza spośród wszyst¬
kich antybiotyków tetracyklinowych, a wytwa¬
rzanie podłoży hodowlanych zawierających jony
chlorkowe jest znacznie tańsze niż wytwarzanie
pożywek bezchlorkowych.

io S. lusitanus var. tetracyclini 106-T wyodrębnio¬
no w Brive-la-Gaillarde, we Francji, w miejsco¬
wości zwanej „Miguol". W oparciu o kryteria sys¬
temów klasyfikacyjnych Ettlingera i współpra¬
cowników oraz Pridhama i współpracowników,

15 stwierdzono, że gatunek ten jest odrębny od wy¬
żej wymienionych gatunków.

Zależnie od warunków fermentacji S. lusitanus
var. tetracyclini 106-T produkuje 9—12 g tetra¬
cykliny w litrze brzeczki fermentacyjnej. (Zgod-

20 nie z międzynarodowym zwyczajem określenie
„g/1" w niniejszym opisie odnosi się do chloro¬
wodorku tetracykliny).

S. lusitanus var. tetracyclini 106-T ma proste,
do falistych, sympodialnie rozgałęzione strzępki,

25 które nie tworzą spirali ani okółków, lecz tworzą
tylko otwarte haczyki. Pod mikroskopem elektro¬
nowym powierzchnia zarodników jest gładka.
Kształt zarodników jest jajowaty, a ich rozmiary
wynoszą 0,6—0,8m< na 1,3—1,7|lx. Barwa zarodników

30 w masie jest jasno-szara do oliwkowo-brązowej.
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Na określonych „bogatych" podłożach nowa od¬
miana Streptomyces wytwarza na ogół bardzo
dobrze zarodniki, podobnie jak S. lusitanus (CBS
101-A).

Według klasyfikacji Ettlingera S. lusitanus var.
tetracyclini 106-T należy do grupy: strzępki pros¬
te do falistych, sympodialnie rozgałęzione, „gri-
seus" do „cinnamoneus", zarodniki gładkie, z pig¬
mentem melaninowym.

Według systemu "klasyfikacyjnego Pridhama i
y iw^|półpr^t)wników S. lusitanus var. tetracyclini

łS%-iyf&&zy do grupy: „Retinaculum Apertum",
szereg'' ^Szartr* do ^oliwkowo-brązowe".
'■ 0. iCelu-pioró^n^nla i zróżnicowania S. lusitanus
yar. tetracyclini ^10B-T opisano poniżej charakte¬
rystykę hodowlaną |na 14 podłożach. Streptomyces
iusitanusn^CBS ldl-A); Streptomyces lusitanus
yar. tetrtwyelini, *ofr-Tt NCJB 9500; Streptomyces
aureofaciens, NRRL 2209 i Streptomyces viridifa-
ciehs, ATCC 11969, po 16-dniowej inkubacji w
temperaturze 26°C.

1) Podłoże 2. namoku z kukurydzy (0,6%) o skła¬
dzie:

agar-agar

wyciąg namokowy kukurydzy 50%
glikoza
(NH4)2HP04
K2H P04
MgS04-7H20
MnCl2
CuS04 • 5 H20
ZnS04*7H20
woda

pH=7 po wyjałowieniu.
Grzybnia powietrzna S. lusitanus

szara, S. lusitanus var. tetracyclini 106-T —
ciemno brązowa, S. aureofaciens — ciemno szara,
a S. wiridifaciens^ — szara do prawie czarnej.
S. lusitanus var.ł tetracyclini 106-T tworzy ciemno
brązowy pigment rozpuszczalny w podłożu, nar
tomiast pigment S. viridifaciens jest jaśniejszy.
Wszystkie gatunki wzrastają dobrze.

2) Podłoże z namoku z kukurydzy (0,4%) o takim
samym składzie jak podłoże 1) z tą jedynie róż¬
nicą, że zamiast 3 g użyto 2 g wyciągu namoko-
wego kukurydzy. Wzrost wszystkich czterech ga¬
tunków jest podobny jak na podłużu 1), chociaż
nieco powolniejszy.

3) Podłoże żelatynowe o składzie:
wyciąg z mięsa
pepton
żelatyna
woda destylowana
pH=6,2, przed wyjałowieniem.

Wszystkie cztery kultury wzrastają w podobny
sposób. Podłoże nie przechodzi w postać ciekłą.
S. aureofaciens i S. viridifaciens nie wytwarzają
pigmentu rozpuszczalnego, natomiast S. lusitanus
wytwarza pigment żółty, a S. lusitanus war. te¬
tracyclini 106-T — żółtawo-brązowy.

4) Podłoże dekstrynowe Czapek-Doxa o skła¬
dzie:

dekstryna ■ , . 5 g
NaN03 1 g
K2HP04 0,5 g

10

3

15

2,5
7,5
1

0,002 g
0,002 g
0,025 g

500 ml

jest lekko

1,5 g
2,5 g

80 g
500 ml

MgS04 • 7 H20
KC1

FeS04
agar-agar

wodą destylowana

0,25 g
0,25 g

jeden mały kryształ
7,5 g

500 ml

pH=6,8, po wyjałowieniu.
S. lusitanus i S. lusitanus var. tetracyclini

106-T nie rozwijają się na tym podłożu, nato¬
miast S. aoureofaciens i S. viridifaciens tworzą
grzybnię podstawową o żółtym zabarwieniu, ty-

10 pową dla tych gatunków wytwarzających tera-
cyklinę.

5) Stała pożywka ziemniaczana
Stałą pożywkę ziemniaczaną (średnica 1,5 cm,

wysokość 3—6 cm) przemyto 10%-owym roztwo-
15 rem węglanu sodowego i wyjałowiono w .pro¬

bówce z 1,5 ml wody destylowanej.
S. aureofaciens i S. viridifaciens wzrastają

dobrze z typowym złoto-żółtym zabarwieniem,
charakterystycznym dla tych gatunków, podczas

20 gdy barwa S. lusitanus jest brązowa, a S. lusita¬
nus var. tetracyclini 106-T — ciemno-brązowa.

6) Agar Benneta o składzie:

wyciąg; z drożdży 0,5 g
wyciąg z mięsa 0,5 g

25 zhydrolizowana kazeina 1 g
glikoza 5 g
agar-agar 10 g
woda destylowana 500 ml

30 wartość pH nastawiono na 7; po wyjałowie¬
niu pH wynosiło 6,2.

Wzrost czterech kultur jest podobny jak na
podłożach 1) i 2), lecz S. aureofaciens i S. viridi-
faciens nie tworzą grzybni powietrznej, a zarod-

35 niki S. lusitanus var. tetracyclini 106-T mają
„w masie" kolor brązowy, zaś w przypadku S.
lusitanus — słaby szaro-biały. S. aureofaciens
i S. viridifaciens nie tworzą pigmentu rozpusz¬
czalnego, natomiast S. lusitanus i S. lusitanus

40 var. tetracyclini 106-T tworzą pigment ciemno
brązowy.

7) Podłoże glicerynowo-asparaginowe o skła¬
dzie:

gliceryna 5 g*
45 asparagina 0,25 g

wyciąg z mięsa 1 g
K2HP04 0,25 g
agar-agar 7,5 g
woda destylowana 500 ml

go pH=6,9, po wyjałowieniu.
S. lusitanus i S. aureofaciens nie tworzą

grzybni powietrznej. S. lusitanus tworzy grzyb¬
nię j barwy brązowej i pigment, podczas gdy S.
aureofaciens nie tworzy pigmentu, a jego grzyb-

55 nia jest żółtawo-biała. S. lusitanus var. tetra¬
cyclini 106-T wzrasta dobrze tworząc skąpą jasno
brązową grzybnię powietrzną i pigment tej sa¬
mej barwy co pigment S. lusitanus. Natomiast
S. viridifaciens tworzy obfitą, jasno szarą grzyb-

60 nię powietrzną nie wytwarzając przy tym pig¬
mentu rozpuszczalnego.

8) Podłoże Czapek-Doxa o składzie:
NaNOs
K2HP04

65 MgS04-7H20

1 g
0,5 g
0,25 g



56157

KC1 0,25g
FeS04 jeden mały kryształek
agar-agar 7,5 g
woda destylowana 500 ml
pH=7,l, po wyjałowieniu.

S. lusitanus i S. lusitanus var. tetracyclini
106-T nie wzrastają na tym podłożu podobnie
jak i na wszystkich innych podłożach, które jako
jedyne źródło azotu zawierają tylko związki nie¬
organiczne. S. aureofaciens i S. viridifaciens
wzrastają dobrze, bez jakiejkolwiek grzybni po¬
wietrznej i wykazują typową, jasno żółtą barwę.

9) Agar Emersona o składzie:
wyciąg z drożdży 2 g
skrobia rozpuszczalna 7,5 g
K2HP04 0,5 g
MgSÓ4 • 7H2Q 0,25 g
agar-agar 10 g
woda destylowana 500 ml
pH=7, po wyjałowieniu.

Na podłożu tym S. lusitanus wzrasta dobrze,
ma barwę brązowo-liliową, wytwarza brązowy
pigment rozpuszczalny, lecz nie tworzy grzybni
powietrznej. S. lusitanus var. tetracyclini 106-T
wzrasta podobnie, lecz tworzy lekką grzybnię po¬
wietrzną barwy oliwkowo-brązowej. S. aureofa-
ciens charakteryzuje się słabym wzrostem bez
wytwarzania pigmentu, zaś S. viridifaciens
wzrasta lepiej i tworzy skąpą grzybnię powiet¬
rzną oraz jasno-żółty pigment rozpuszczalny.

10) Pożywka skrobiowa Czapek-Doxa o skła¬
dzie:

skrobia rozpuszczalna 5 g
NaN03 1 g
K2HP04 0,5 g
MgS04 • 7 H20 0,25 g
KC1 0,25g
FeS04 jeden mały kryształek
agar-agar 7,5 g
woda destylowana 50fr ml
pH=7, po wyjałowieniu.

Wyniki odpowiadają wynikom uzyskanym w
przypadku innych pożywek zawierających azotan.
S. lusitanus i S. lusitanus var. tetracyclini 106-T
nie wzrastają, natomiast S. aureofaciens i S. vi-
ridifaciens tworzą żółto-pomarańczową grzybnię
podstawową bez pigmentu i bez grzybni powiet¬
rznej.

11) Mleko lakmusowe
pH=6,45, po wyjałowieniu.

Wszystkie cztery kultury ^zrastają powoli w
postaci pierścienia wzdłuż probówki nie przyswa¬
jając mleka, ani go nie koagulując. Występuje
mała, ale wyraźna różnica wartości pH podłoża,
pomiędzy S. lusitanus oraz $. lusitanus var. te¬
tracyclini 106-T, a S. aureofaciens oraz S. viridi-
facienś.

12) Pożywka o składzie:
wyciąg z mięsa 1,5 g
pepton 2,5 g
agar-agar 7,5g
woda destylowana 500 ml
pH=6,8, po wyjałowieniu.

Wszystkie kultury są jednakowe, lecz S. lusi¬
tanus i S. lusitanus var. tetracyclini 106-T wy-

10

15

składzie:

dekstryna
NaNOa
MgS04-7H20
KC1

dekstroza

FeS04
woda destylowana

jeden

5 g
1 g
0,25 g
0,25 g

15 g
mały kryształek

500 ml

twarząją rozpuszczalny pigment ciemniejszy niż
w przypadku S. aurefaciens i S. viridifaciens.

13) Podłoże glikozowo-asparaginowe o skła¬
dzie:
glikoza Ig
asparagina 0,25 g
wyciąg z mięsa 1 g
K2HP04 0,25 g
agar-agar 7,5 g
woda destylowana 500 ml
pH=6,9, po wyjałowieniu.

S. lusitanus, S. aureofaciens i S. viridifaciens
wzrastają w^ podobny sposób, tworząc grzybnię
powietrzną, przy czym S. lusitanus i S. viridi-
faciens wytwarzają brudny, ciemno-żółty pigment
rozpuszczalny. S. lusitanus var. tetracyclini 106-T
nie tworzy grzybni powietrznej, zaś jego pigment
jest taki sam jak w przypadku S. lusitanus.

14) Podłoże cukrowo-dekstrynowo-azotanowe o

25

pH=7, po wyjałowieniu.

30 S. lusitanus i S. lusitanus var. ; tetracyclini
106-T nie wzrastają na tym podłożu, podczas gdy
S. aureofaciens tworzy jasno żółtą grzybnię pod¬
stawową, zaś grzybnia podstawowa S. viridi-
faciens ma barwę ciemno pomarańczową. Wyko-

35 rzystanie źródeł węgla przez ten szczep w stadium
początkowym nie można było określić przy zasto¬
sowaniu metody Okhi (Okhi N, Kitasoto Aten.
Erop. Med. 25, 209, 1953), ponieważ w obecności
wyłącznie nieorganicznego źródła azotu, S. lusi-

40 tanus nie wzrasta. W tym celu zastosowano me¬
todę Pridhama i Gottlieba, opisaną przez ZSich-
nera i Ettlingera w Aren. f. Mikrobiol. 26, 307,
1957. Obserwacji dokonywano w 10 dniu.'W po¬
niższej tablicy zestawiono w celu porównania je-

45 dynie sześć źródeł węgla, uznanych przez Zahne-
ra i Ettlingera jako charakterystyczne i mające
znaczenie dla oznaczania gatunków.

Pod względem wykorzystania źródła węgla
oraz zgodnie z systemem klasyfikacyjnym Zah-

50 nera i Ettlingera, S. lusitanus var. tetracyclini
106-T i S. lusitanus 101-A należą do grupy Ule,
zaś S. aureofaciens należą do grupy Ilia.

Wszystkie szczepy dodatnio wykazują zużycie
glikozy i dekstrozy ze źródeł węgla nietypowych

58 dla klasyfikacji. S. lusitanus var. tetracyclini
106-T i S. lusitanus 101-A, w przeciwieństwie do
S. aureofaciens i S. viridifaciens, nie wzrastają w
obecności laktozy. Jedyną różnicą pomiędzy S.
lusitanus var. tetracyclini 106-T i S. lusitanus

60 ldl-A jest to, że w obecności trehalozy pierwszy
szczep Tyzrasta silnie podczas gdy szczep drugi —
nie wzrasta. S. lusitanus i S. lusitanus var. te¬
tracyclini wzrastają na celulozie, natomiast S.
aureofaciens i S. viridifaciens nie mogą wykorzys*

65 tywać* tego źródła węgla.

V.
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Przyswajanie węgla

Źródło
węgla

ramnoza

rafinoza

d-ksyloza
d-fruktoza
1-arabinoza
d-mannitol

S. lusita¬

nus

cyclini
cd

var.te 106-T
•

—

(-)
(-)
—

101-A

—

—

(-)
—

a>
o
cm t>

RRL2 własne
2 Q)

szczep (badan
+
+
+
—

S. aureofaci-
ens badanie

według

cd

<L>

Ci

iEttli
.cd

Zahnei
+
+
+

+/-

>>
a ~
0) C-
N 00
O CM
N i-l

a(2)S 1286,
9

*j DQ OO W CM

Benedi NRRL 1288,2
- do (-)

(-)
(+) do +

+
+
(-)

«-s.

co

aciens
dif

*••S.vin
+
• ■

+
+
+
+

— brak przyswajania
+ przyswajanie dodatnie

brak danych
(—) przyswajanie nieprąwodopodobne
(+) przyswajanie prawdopodobne
+/— przyswajanie dodatnie lub ujemne zależne

od szczepu
(1) Zahner u. Ettlinger, Aren. f. Mikrobiol.,

26, 307, 1957
(2) Benedict et al., Appl. Microbiol., 3, 1, 1955
(3) Opis patentowy St. Zjedn. Am. nr 2 886 595.

Sposób według wynalazku jest sposobem odpo¬
wiednim do stosowania przemysłowego, w związ¬
ku z czym S. lusitanus var. tetracyclini 106-T
jest szczepem wyselekcjonowanym dla celów
przemysłowych, a jego badanie taksonomiczne
jedynie w zakresie zgodnym z obowiązującymi
obecnie wymaganiami klasyfikacyjnymi jest nie¬
wystarczające. Z tych powodów zdeponowano w
różnych zbiorach hodowli drobnoustrojów S. lu¬
sitanus i S. lusitanus var. tetracyclini w postaci
szczepów macierzystych początkowo wyodrębnio¬
nych z gleby.

W związku z tym podjęto taksonomiczne zróż¬
nicowanie innych znanych gatunków wytwarza¬
jących tetracyklinę, w ten sposób, że porównano
ze sobą zarówno szczepy pierwotne jak szczepy
przemysłowe będące przedmiotem sposobu wed¬
ług wynalazku.

U S. lusitanus var. tetracyclini 106-T nie moż¬
na dokonać oceny wytwarzania pigmentu mela-
ninopodobnego, ponieważ wyselekcjonowane róż¬
ne typy szczepów przemysłowych nie wzrastają
wcale, albo też wzrastają w stopniu bardzo nie¬
dostatecznym, na pożywce Ettlingera, wytwarza¬
jącej pigment melaninopodobny (wyciąg z droż¬
dży 0,5 g, L-tyrozyna 0,5 g, NaCl 4,25 g, agar
8 g, woda wodociągowa 500 ml).

Początkowo wyodrębnione szczepy S. lusitanus
i S. lusitanus var. tetracyclini (szczepy macie¬
rzyste szczepów używanych w celach przemysło¬
wych) sprawdzano zwłaszcza na tym podłożu.

S. lusitanus na podłożu tyrozynowym wytwarzał
w ciągu 2 dni czerwonawy pigment (najprawdo¬
podobniej składający się z hallochromu albo
5,6-dwuhydroksyindolu), który powoli utleniał się

5 na pigment ciemny, nie zmieniający swojej bar¬
wy przy zmianach wartości pH.

Krzywa absorpcji w ultrafiolecie wyekstraho¬
wanego pigmentu jest identyczna z opisaną przez
Schmidliego (Helv. Chim. Acta, 38, 1078, 1955)

io krzywą dla pigmentu melaninowego. S. lusitanus
var. tetracyclini wytwarza po 3—4 dniach bez¬
pośrednio czarny pigment (bez pośredniego pig¬
mentu czerwonego), który pod każdym względem
odpowiada „syntetycznej" melaninie, otrzymanej

15 przez utlenianie DOPA[p-3,4-dwuhydroksy-feny-
lo)-a-alaniny].

Zarówno S. lusitanus jak i S. lusitanus var.
tetracyclini 106-T wytwarzają na podłożu tyra-
zynowym pigment melaninopodobny, chociaż od-

20 bywa się to dwiema różnymi drogami, podczas
gdy ani S. aureofaciens ani S. viridifaciens nie
wytwarzają pigmentu melaninopodobnego na żad¬
nej z tych dróg.

Szczep macierzysty szczepu S. lusitanus var.
25 tetracyclini na określonych podłożach, jak na

przykład na agarze tyrozynowym Ettlingera, ma
zdolność wytwarzania przetrwalników.

S. lusitanus 101-A i S. lusitanus var. tetracyc-
- lini 106-T, jak również ich szczepy macierzyste

30 wzrastają w temperaturze 50°C. Ani w przypad¬
ku S. lusitanus, ani w przypadku S. lusitanus
var. tetracyclini nie obserwowano okółek, pod¬
czas gdy u dojrzałych kultur zarówno S. aureo¬
faciens jak i S. viridifaciens okółki znajdowano

35 często.
W poniższej tablicy zestawiono najważniejsze

różnice taksonomiczne pomiędzy S. lusitanus i S.
aureofaciens.

45

50

55

60

65

Cecha
rozróżnia¬

jąca

Morfologia
strzęp¬
ków

Barwa

zarodni¬
ków

„w ma¬

sie"

Wytwarza¬
nie pig¬
mentu

melani¬

nowego

na pod¬
łożu

tyrozy¬
nowym

S. lusitanus
var. tetra¬

cyclini
106-T

rozgałęzie¬
nie sympo-

dialne;
brak
okółek

cinnamo-

neus do

griseus

ujemne
(szczep ma¬
cierzysty:
dodatnie)

S. lusitanus
CBS 101-A

rozgałęzie¬
nie sympo-
dialne;
brak

okółek

cinnamo-
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dodatnie)
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źródeł

azotu
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stanie

źródeł
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Zahnera

I i Ettlin-
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S. lusitanus
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cyclini
106-T

ujemne
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grupy Ule

-

S lusitanus

CBS 101-A

ujemne

należy do
grupy nie

S. aureofa-

ciens

dodatnie

należy do
grupy Ilia

Porównanie to wykazuje, że (w dopuszczalnym
zakresie wariacji gatunku) S. lusitanus var. te-
tracyclini 106-T różni się niewiele od wytwarza¬
jącego chlorotetracyklinę S. lusitanus (CBS 101-A),
natomiast różnice występują wyraźnie i są znacz¬
ne między S. lusitanus var. tetracyclini i S.
aureofaciens lub S. viridifaciens.

Jedyną różnicę między szczepami macierzysty¬
mi i S. lusitanus 101-A albo S. lusitanus var. te¬
tracyclini 106-T stanowi to, że strzępki obu szcze¬
pów macierzystych należą do grupy „Spira", pod¬
czas gdy w przypadku S. lusitanus 101-A — na¬
leżą do grupy „Rectus flexibilis", a w przypadku
S. lusitanus var. tetracyclini 106-T — do grupy
„Rectinaculum apertutm". Jednak u wszystkich
czterech szczepów strzępki są rozgałęzione sympo-
dialnie.

Pośrednim dowodem odrębności gatunkowej S.
lusitanus var. tetracyclini 106-T od S. aureo¬
faciens jest fakt, że powstała w trakcie fermen¬
tacji barwa całej brzeczki pofermentacyjnej nie
zawierającej chlorotetracykliny, znacznie różni
się od barwy opisanej w opisie patentowym St.
Zjedn. Am. nr 3092 556 dla S. aureofaciens.
Spektrofotometryczny współczynnik odbicia po¬
fermentacyjnej brzeczki z hodowli S. lusitanus
var. tetracyclini 106-T oznaczono przy długoś¬
ciach fali od 400—700m//, w kuwetkach szklanych
1 cm, przy użyciu węglanu magnezowego jako
wzorca. Współczynniki odbicia (R) oraz odpowia¬
dające im długości fal nanoszono liniowo na wy¬
kres, otrzymując w wyniku charakterystyczną
krzywą refleksji. Następnie przez punkty na
na krzywej, odpowiadające 400 m^ i 5501*1^,
przeprowadzono linię prostą i zmierzono pionową
odległość między tą prostą i krzywą refleksji dla
420 mp i 430 m^u. Wartości te oznaczono isymbo-
lami AR420 lub AR430. W przypadku S. aureo¬
faciens zgodnie z opisem patentowym St. Zjedn.
Am. nr 3092 556. A R420 jest zawsze większa od
A R430, natomiast w przypadku S. lusitanus var.
tetracyclini 106-T A R420 jest zawsze mniejsza
mimo, iż brzeczka z hodowli S. lusitanus var.
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tetracyclini 106-T nie zawiera wykrywalnych
ilości chlorotetracykliny (poniżej 50 mcg/1).

Istotny fakt, że S. lusitanus var. tetracyclini
106-T wytwarza o 2—5 g tetracykliny w litrze
więcej niż wynosi — znaleziona w literaturze -r-'
najwyższa produkcyjność mikroorganizmów wy¬
twarzających tetracyklinę, wskazuje pośrednio na
odrębność tego gatunku. To zwiększenie produk¬
cyjności stanowi istotny techniczny postęp w wy-
twarzanu tetracykliny.

Stwierdzono, że aczkolwiek zarówno S. lusita¬
nus jak i S. lusitanus var. tetracyclini hydroli-
zują skrobię — to użycie gotowego produktu hy¬
drolizy skrobi umożliwia zwiększenie ilości źród¬
ła węgla na litr brzeczki, znajdującego się do
dyspozycji, przy czym jednocześnie ma miejsce
znaczny wzrost wydajności produkcyjnej (aktyw¬
ności antybiotycznej) na litr sfermentowanej
brzeczki.

Najkorzystniejsze wyniki uzyskuje się z pro¬
duktem hydrolizy, który zawiera nie więcej niż
20% niezhydrolizowanej skrobi kukurydzianej i
nie więcej niż 20% dwu-i monosacharydu, przy
czym resztę to jest 60% stanowią oligosacharydy.
Taki półhydrolizat skrobi można dodawać w iloś¬
ci do 65 g/l nie powodując nadmiernego wzrostu
lepkości podłoża. Jeżeli zaś — dla porównania —
dodaje się 65 g/l, albo nawet znacznie mniejszą
ilość skrobi żytniej, powoduje to niemal zesta¬
lenie się podłoża, co z kolei uniemożliwia pro¬
wadzenie fermentacji głębinowej.

Wydajności tetracykliny w takich warunkach
wynoszą na ogół powyżej 12 g/l. Zwiększenie
ilości źródeł węgla umożliwia z drugiej strony
niknięcie stosowania oleju smakowego jako źród¬
ła węgla, bez zauważalnego obniżenia wydajności.
Pienienie się brzeczki można wówczas regulować
przy użyciu małej ilości slikonu jako środka
przeciwpiennego.

Pożywka wodna służąca do> przemysłowej fer¬
mentacji z hodowli S. lusitanus var. tetracyclini
106-T zawiera przyswajalne źródła organicznego
azotu, węgla oraz sole mineralne, łącznie z chlor¬
kami, które przyspieszają wzrost mikroorga¬
nizmu.

Jako źródło azotu można stosować hydrolizat
kazeiny, wyciąg ze słodu jęczmienia lub kuku¬
rydzy, wyciąg namokowy kukurydzy, mączkę
arachidową, sojową itp. Nieorganiczne azotany są
nieprzydatne.

Jako źródło węgla można stosować różne wę-
glodowany jak glikoza, dekstoza, maltoza, treha-
loza, skrobia, hydrolizat skrobiowy, dekstryna,
tłuszcze zwierzęce lub roślinne albo kwasy tłusz¬
czowe.

Ilości poszczególnych składników w pożywkach
podają przykłady.

Dodatek N,N' - dwubenzyloetylenodwuaminy
(DBĘD) w postaci octanu lub mleczanu w ilości
0,01—1,5 g/l powoduje wzrost wydajności w po¬
równaniu z jednocześnie prowadzonymi próbami
porównawczymi bez dodatku DBED, Związek ten
dodaje się do brzeczki w różnych porcjach pod¬
czas procesu fermentacji. Fermentację prowadzi
się w temperaturze 24^30°C, przy jednoczesnym
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mieszaniu i silnym napjowietrzaniu (0,1—40 obję¬
tości powietrza na 1 objętość brzeczki na mi¬
nutę, zależnie od fazy procesu).

Konieczny dla uzyskania najwyższej wydaj¬
ności C7«\s fermentacji, wynosi od 96—150 godzin,
zależnie od warunków prowadzonego procesu.

Sposób wytwarzania tetracykliny według wy¬
nalazku jest selektywny, to jest po zakończeniu
fermentacji brzeczka nie zawiera uchwytnych
ilości chlorotetracykliny. /

Po zakończeniu procesu fermentacji, czynny
składnik podstawowy ekstrahuje się i oczyszcza
w sposób opisany w opisie patentowym NRF nr
1185 771. Dokładny opis postępowania przy oczy¬
szczaniu zawierają przytoczone przykłady.

Produkt końcowy, który otrzymuje się w pos¬
taci chlorowodorku tetracykliny, posiada nastę¬
pujące właściwości fizyczne i chemiczne: rozkład
przy około 240°C; skręcalność właściwa (a) JJ -
258 (C=0,5 w 0,1 n HC1; bardzo dobra rozpusz¬
czalność w wodzie, metanolu i etanolu. Skład
elementarny trójwodzianu zasady odpowiada
wzorowi C2*H24N208 • 3 HjO; temperatura topnie¬
nia 170—175°C z rozkładem.

Wszystkie właściwości fizyczne, chemiczne i
biologiczne otrzymanego produktu, zarówno w
postaci zasady jak iw postaci chlorowodorku,
odpowiadają opisanym w literaturze cechom te¬
tracykliny.

Szczególnie cenną zaletą sposobu według wy¬
nalazku w przemysłowym zastosowaniu S. lusi-
tanus var. tetracyclini 106-T jest to, że uzyskuje
się bardzo wysokie wydajności przy bardzo nis¬
kich kosztach podłoża hodowlanego.

Poniższe przykłady służą do objaśnienia spo¬
sobu według wynalazku, lecz nie stanowią jego
ograniczenia.

Przykład I. Wszystkie podłoża hodowlane
sporządza się na wodzie wodociągowej. 1 1 wy¬
jałowionego podłoża ma następujący skład:
wyciąg namokowy kukurydzy 50%-owy 10
cukier 10
CaCOs 1
(NH4)2HP04 2

2
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przy mieszaniu i napowiet-

g

g
g

g
g

0,25 g
KH2P04 ,
MgS04-7H20
woda dopełniona do
(pH=6,4, po wyjałowieniu) 1000 ml

Jeden litr podłoża hodowlanego szczepiono w
kolbie 1 ml zawiesiny dojrzałych zarodników S.
lusitanus var. tetracyclini 106-T w roztworze
fizjologicznym chlorku sodowego i trzymano
przez 36 godzin w temperaturze 26°C w trzęsaw-
ce obrotowej.

Następnie, otrzymaną 36-godzinnę hodowlę
zaszczepiono podłoże o składzie:
wyciąg namokowy kukurydzy 50%-owy 35 g
CaCOs 13 g
cukier 5g
woda dopełniona do
(pH—6*,7, po wyjałowieniu) 1000 ml

znajdujące się w fermentatorze wstępnym o
pojemności 150 1.

Fermentację prowadzono przez 24 godziny w
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temperaturze 26°C
rzaniu. ś

W końcu powyższą 24 godzinną szczepionką
wegetatywną zaszczepiono podłoże o składzie:
wyciąg namokowy kukurydzy 50%-owy 28 g
CaC03 14 g
skrobia 38 g
(NH4)2S04 5,7 g
NH4C1 1,5 g
MnS04-4H20 0,05 g
CoCl2 • 6 H20 0,0002 g
ZnS04 0,05 g
mączka arachidowa 25 g
olej smakowy 35 g
woda wodociągowa do
(pH=6,7—6,8, po wyjałowieniu) 1000 ml
i w fermentatorze o pojemności 6000 1 prowa¬
dzono fermentację przez 24 godziny w tempera¬
turze 30°C doprowadzając powietrze z szybkoś¬
cią 1,5 1/1 na minutę. Z kolei temperaturę obni¬
żono do 26°C, a napowietrzanie zwiększono po¬
woli w ten sposób, że pod koniec 140-ej godziny
fermentacji szybkość jego wynosiła 4 1/1 na mi¬
nutę.

Po 140 godzinach fermentacji otrzymano 11,1 g
tetracykliny w litrze brzeczki; chlorotetracykliny
nie można było wykryć (poniżej 50 mcg/1).

Przykład II. Postępuje się podobnie jak w
przykładzie I, lecz do produkcyjnego podłoża ho¬
dowlanego dodaje się dwuoctanu N,N'-dwubenzy-
loetylenodwuaminy w ilości 0,5 g/l, w czterech
równych porcjach na początku fermentacji, po
36, 72, i 98 godzinach fermentacji. Po 140 go¬
dzinach otrzymuje się tetracyklinę w ilości
12,3 g/l.

Przykład III. Brzeczkę pofermentacyjną
otrzymaną w przykładzie I zakwasza się 25%-
-owym kwasem siarkowym do wartości pH=l,5,
sączy się przez filtr obrotowy, po czym grzybnię
ekstrahuje się dwukrotnie wodą o pH do 1,5. Do
połączonych przesączy dodaje się 18 kg „Verse-
ne" (wersenian, środek tworzący rozpuszczalny
kompleks) i 16,5 kg dwuootanu DBED a następ¬
nie 12%-owym amoniakiem powoli nastawia war¬
tość pH na 9,7. Po 3 godzinnym mieszaniu od¬
sącza się osad składający się zasadniczo z za¬
nieczyszczonego kompleksu DBED — tetracykli-
na, który ma wzór DBED-Ca (tetracyklina)2.
Następnie wilgotny osad przeprowadza się mie¬
szając, w postać zawiesiny w wodzie,' którą za¬
kwasza się 10%-owym wodnym roztworem kwasu
szczawiowego do wartości pH 1,5. Roztwór prze¬
sącza się i 10%-owym wodnym roztworem wo¬
dorotlenku sodowego doprowadza do wartości
pH=5,8. Wytrąca się tetracyklina w postaci za¬
sady. Osad odsącza się, przemywa i suszy pod
próżnią w temperaturze 65°C. Rzeczywista wy¬
dajność, odniesiona do aktywności, wynosi 83,5%.

Przykład IV. Postępuje się w sposób opi¬
sany w przykładzie III, lecz zamiast DBED do¬
daje się 16 kg N,N'-dwubenzyloetylenodwuaminy
(C6H5-CH = N-CH2-CH2-N = CH*C6H5) przy
wartości pH=6. Wydajność użyteczna odniesiona
do aktywności, wynosi 86% (produkt w postaci za¬
sady).
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Przykład V. Postępuje się podobnie jak w
przykładzie I, lecz podłoże hodowlane w fermen-
tatorze produkcyjnym zastępuje się podłożem o
składzie:
wyciąg namokowy kukurydzy 50%-owy
CaCOs
półhydrolizat skrobi, który zawiera
nie więcej niż 20% niezhydrolizowanej
skrobi kukurydzianej i nie więcej niż
20% mono-i dimerów; jako resztę —

oligomery /
(NH4)2S04
NH4C1
MnS04-4H20
CoCl2 • 6 H20
ZnS04
FeS04
mączka arachidowa
olej smakowy
olej arachidowy
(pH 6,7—6,8)

Wydajność końcowa wynosi 12,2 g/l. Chloro-
tetracykliny nie można wykryć (poniżej 50 mcg/1).
Z krzywej refleksyjności dla brzeczki pofermen¬
tacyjnej otrzymano AR42o = 18 i AR430=92,4.
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Przykład VI. Postępuje się jak w przykła¬
dzie V, lecz stosuje się podłoże nie zawierające
ani oleju smalcowego, ani oleju arachidowego.
Tworzenie się piany reguluje się za pomocą sili¬
konowego środka przeciwpiennego. Po 136 godzi¬
nach fermentacji wydajność wynosi 10,1 g/l. W
brzeczce nie wykryto chlorotetracykliny.

Przykład VII. 40 ml wyjałowionego podłoża
hodowlanego, o składzie podanym w przykła¬
dzie I dla fermentacji produkcyjnej, w 300 ml kol¬
bie Erlenmayera zaszczepia się rozwijającymi się
zarodnikami S. lusitanus var. tetracyclini 106-T
i umieszcza na trzęsawce obrotowej, w tempera¬
turze 28°C, na okres 7 dni. Wykreśla się krzywą
refleksyjności dla brzeczki pofermentacyjnej i wy¬
licza wartości A R. Znaleziono: A R^ = 3,8
i A R430 = 34,2.

Zastrzeżenie patentowe

Sposób wytwarzania teracykliny na cfrodze
biosyntezy, znamienny tym, że do biosyntezy sto¬
suje się szczep Streptomyces lusitanus var. tetra¬
cyclini 106-T,
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