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Sposéb otrzymywania nizyny w postaci czystej

Dziedzina techniki Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania z prdduktéw, uzyskiwanych przez
fermentacj¢ znanych pozywek za pomoca drobnoustrojéw ze szczepu nizynowotwdrczego Streptococcus lactis,

czystych preparatow nizyny o mocy 40 X 10° jedn./g, z przeznaczeniem dla przemystu farmaceutycznego jako

standard do oznaczania handlowej nizyny oraz do badan nad struktura i funkcja polipeptydéw.

Pod sformutowaniem jednostek w calym opisie wynalazku rozumie si¢ jednostki Readinga.

Stan techniki. Nizyna jest antybiotykiem, wytwarzanym przez szczep Streptococcus lactis w logarytmicznej
fazie wzrostu i stanowi mieszanke polipeptydow, ktére hamuja wzrost réznych mikroorganizméw migdzy innymi
szczep6w Clostridien. Dzigki temu nizyna znalazta zastosowanie w przemysle spozywczym.

Znane dotychczas sposoby wyodrgbniania czystej nizyny (Berridge NJ. Biochem. J.1949, 45, 486,

Bérridge N.J., Newton G.F., Abraham E.P. BiochemJ. 1952,52,529) polegaja na frakcjonowanit. ptynnej -

hodowli Streptococcus lactis rozpuszczalnikami organicznymi w srodowisku kwasnym, w wyniku czego uzyskuje
si¢ surowy preparat nizyny, ktory nastepnie oczyszcza si¢ poprzez frakcjonowanie réznymi stgzeniami chlorku
sodu w srodowisku kwasnym, a nastepnie krystalizuje zalkoholu lub tez wydziela si¢ metoda rozdziatu
przeciwpragdowego.

Metoda opisana przez Berridge’a jest pracochltonna, kosztowna i mato wydajna.

Handlowe koncentraty nizyny otrzymuje si¢ wedlug postgpowania, przedstawionego w opisach patento-
wych Wielkiej Brytanii nr 844782 Stanéw Zjednoczonych Ameryki nr 2939503 i Polski nr 68835. Poste powanie
- to polega na wyodr¢bnieniu nizyny przez wytracanie biatka ze §rodowiska fermentacyjnego, wyptukaniu nizyny
z wytraconego osadu oraz wypienieniu uzyskanych cieczy zawierajacych nizyne, a nast¢pnie wytraceniu nizyny
z tych cieczy, odwirowaniu osadu i jego suszeniu Handlowe koncentraty nizyny sg sprowadzane do mocy okoto
1.X 108 jedn./g i zawieraja oprécz nizyny chlorek sodu i inne biatka, pozbawione aktywnosci nizynowei.

Istota wynalazku. Celem wynalazku jest uzyskiwanie czystej nizyny z handlowych koncentratéw ,a zadanie

to zrealizowano poprzez opracowanie prostego i szybkiego sposobu, przedstawionego w niniejszym opisie.
Sposobem wediig wynalazku, otrzymuje si¢ czysty preparat nizyny o mocy 40 X 108 jedn./g z produktu
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handlowego, otrzymanego w wyniku 9lomw nia procesu e ‘hoologicznego ., apisanczo na przyklad w opisic
- patentowym nr 68835.
Zgodnic 7 wynalazkiem handlowy koncentrat nizyny, zawierajucy jako giowny skladnik chlorek sodu

i zanieczyszezenia  biatkowe oraz nizyne w stanic stalym, zawiesza si¢ wsrodowisku  silnic kwasnyi
o pH=1,5-2,5, przez rozmieszanie w takiej ilosci 0,02 N kwasu solnego, aby otrzymad gesta zawiesing , ktorg
wprowadza sig do worka dializacyjnego i poddaje kilkunasiogodzinnej dializie do 902N kwasu solnego
w temperaturze pokojowej celem obnizenia stgzenia_ soli irozpuszczenia nizyny po czym zawarto$é woirka
poddaje si¢ sqczeniu na sicie moleKularnym o zakresie frakcjonowania 1000 do 10000, w wyniku czego
otrzymuje si¢ czysty roztwor nizyny wolny od soli i zwigzkow niskoczgsteczkowych orax zanieczyszcezen
biatkowych. Frakcje, zawierajace nizyng po krétkiej dializie do wody destylowanej poddaje sig liofilizacji

Zasadnicza zalets, wynikajaca ze stosowania sposobu otrzymywania nizyny wedtug wynalazku, jest proste
i krétkie postepowanie prowadzgce do uzyskania preparatu nizyny, wolnego od soli, zwigzkéw drobnoczastecz-
kowych i zanieczyszczeri biatkowych oraz o aktywnosci czterdziestokrotnie wyzszej od preparatéw wyjsciowych,
a zblizonej do aktywnosci nizyny, otrzymanej metoda Beridge’ai wsp. (Berridge NJ., Newton G F., Abraham
E.P., Biochem. J., 1952,52 529). .

Podany nizej przyktad wyjasnia blizej istote sposobu wedtug wynalazku

Przyktad. 3g handlowego koncentratu nizyny ' z przeznaczeniem do pr7emysh| snozywczego 0 mocy
okoto 1 X 10° jedn./g zadaje si¢ 6 ml 0,02 N kwasu solnego, zawiesza przez rozmieszanie i przenosi si¢ do
worka dializacyjnego, po czym dializuje 12 godzin do 41 0,02 N kwasu solnego w temperaturze pokojowe;j.
Zawartos¢ woreczka dializacyjnego przenosi si¢ do probéwki wiréwkowej i poddaje wirowaniu przy 10000 g
przez 10 minut. Ptyn znad osadu poddaje si¢ saczeniu molekularnemu na Bio-Gelu P—10 o stopniu granulacji
200 + 400 mesh firmy Calbiochem. W tym celu na kolumne szklana o wymiarach 150 X 1,5 cm; wypetniong
uprzednio napgczniatym w wodzie destylowanej bio-Gelem P—10 izréwnowazong 0,02 N kwasem soliym,
wlewa sie cata objetosé ptynu znad osadu. Do elucji stosuje si¢ 0,02 N kwas solny i zbiera si¢ ckoto 60 frakcji
o objetosci 6 ml przy szybkosci wyptywu 12 ml/godzing. We wszystkich frakcjach oznacza sig ilos¢ bitaka przez
pomiar ekstynkcji w spektrofotometrze przy dtugosci fali 235 i 280 nm. We frakcjach, zawierajacych nizyng,
stosunek ekstynkcji przy 235 nm do ekstynkcji przy 280 nm przekracza wartosé 10, we frakcjach, zawnerajqcych
zanieczyszczenia biatkowe, stosunek ten przekracza wartosé 3.

Na zalaczonym rysunku zilustrowano opisany przykiad i w uktadz'e wspétrzgdnych naniesiono profil
elucyjny, uzyskany w wyniku saczenia molekularnego na Bio-Gelu P—10 handlowego preparatu nizyny produkcji
polskiej. Na lewej osi rzednych naniesiono wartos¢ ekstynkcji E, na prawej osi aktywnos¢ nizynowa, zas na osi
odcigtych kolejne frakcje, wyptywajace z kolumny.

Frakcje o najwy2szej aktywnosci nizynowej to jest frakcje od 48 do 51 witacznie, zlewano i poddawano 3
godzinnej dializie do 21 wody destylowanej dwukrotnie zmienianej, po czym je liofilizowano. Uzyskano z3 g
handlowego preparatu nizyny 42 mg preparatu nizyny o mocy 40 X 10° jedn./g z wydajnoscia 56% -

W czasie licznych préb doswiadczalnych w sposéb, nie budzacy watpliwosci, stwierdzono, Ze zachowujac te
same warunki polegajace na stosowaniu kolumny o okreslonej wielkosci, okreslonego sita molekularnego
i okreslonego rozpuszczalnika frakcje o najwyzszej aktywnosci nizynowej wyptywaja w scisle okreslonym czasie.

Zastrzezenie patentowe

Sposéb otrzymywania nizyny w postaci czystej znamienny tym, Ze koncentrat handlowy nizyny
zawierajacy jako giéwny skladnik chlorek sodu i zanieczyszczenia biatkowe, pochodzyce z brzeczki pofermenta-
cyjnej, a nizyng w stanie stalym zawiesza si¢ w srodowisku silnie kwasnym o pH = 1,5 + 2.5, najkorzystniej
w 0,02 N kwasie solnym; dializuje si¢ do $rodowiska kwasnego o tej samej kwasowosci i oddziela si¢ ptyn od
osadu, po czym na kolumne, ktéra uprzednio wypetnia si¢ sitem molekularnym, najkorzystniej zelem
poliakryloamidowym o stopniu granulacji 200 + 400 mesh i zakresie frakcjonowania od 1000 do 10000
iréwnowazy si¢ roztworem o tej samej wartosci pH, nanosi si¢ otrzymany plyn oraz roztworem o tej samej
wartosci pH wymywa si¢ naniesiony na sita material, z kiérego sposréd kolejnych frakeji pobiera si¢ tylko
frakcje o najwyzszej aktywnosci nizynowe;j a nastgpnie po okolo trzygodzinnej dializie do wody poddaje sig te
frakcje liofilizacji.
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