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Wynalazek dntyczy sposobu otrzymywania
cksytetracykliny, antybiotyku o szerokim zakre-
sie dzialania przeciwbakteryjnego, droga pod-
powierzchniowej, tlenowej hodowli nieopisanego
dotychczas szczepu promienioweca Actinomyces
varsoviensis sp. nov. oraz wydzielania oksvte-
tracykliny z cieczy fermentacyjnej.

Stwierdzono, ze ten nowy gatunek promieniow-
ca wytwarza w cieklym podiozu o odpowiednim
skladzie wyzej wspomniany antybiotyk — oksy-
tetracykling., Actinomyces varsoviensis sp. nov.
zostal sklasyfikowany wedlug metod podanych
" w odpowiednich kluczach (N. A. Krasilnikow:
Opredielitiel bakterii i aktinomycetow, Izd. Ak.

Nauk SSSR, Moskwa, 1949 oraz Bergey’s Manual’

of Determinative Bacteriology, Williams, Wilkins,
Baltimore, 1948), jako drobnoustréj nalezacy do
rodzaju Actinomyces (Krasilnikow) wzglednie
Streptomyces (Henrici, Waksman w Bergey’s Ma-
nual of Determinative Bacterioiogy).

* .Antybiotyk — oksytetracykling wytwarzaja licz-

oy

i,

ne gatunki promieniowcéw. Sposob otrzymy-
wania oksytetracykliny zostal wielckrotnie opi-
sany zaréwno w pismiennictw:e naukowym, jak

i patentowym. Np. w opisie patentowym Stanéw

Zjednoczonych Ameryki (nr 2.516.080), w nie-
mieckim opisie patentowym (iir 862.647), w bry-
tyjskim opisie patentowym (nr 648.417) podany
jest spos6b otrzymywania oksytetracykliny na

-drodze biosyntezy przy uzyciu szczepu promie-

niowca Streptomyces rimosus, zblizonego swymi
cechami hodowlanymi i morfologicznymi do zna-
nego, opisanego w r. 1894 gatunku Streptomyces
albus (Rossi-Doria T.: Ann. Ist. Ig. Sper. Roma
N. S, 1894, 1, 399) Waksman, Henrici. W brytyj-
skim opisie patentowym (nr 713.795) oraz w ka-
nadyjskim opisie patentowym (nr 520.836) poda-
no spospb otrzymywania oksytetracykliny z cie-
czy fermentacyjnej promieniowca nazwanego
Streptomyces platensis. W szwajcarskim opisie
patentowym (nr 331.988) opisano sposéb wytwa-
rzania oksytetraeykliny przez nowy gatunek pro-
mieniowca, Streptomyces vendargensis sp. nov.



Réwniez i w francuskich publikacjach nauko-
wych, opisano nowy gatunek promieniowca, wy-
twarzajgcego oksytetracykling. Gatunkowi temu
nadano nazwe Streptomyces armillatus (Mancy-
-Courtillet, Pinert-Sindico: Ann., Inst. Pasteur,
1954,87,580). W pracy S. A. Waksmana i H. A.
Lechevaliera: ,,Actinomycetes and their antibio-
ties*, Williams, Wilkins, Baltimore 1953, przy
opisie gatunku Streptomyces griseoflavus (Krain-

sky) Waksman, Henrici (Krainsky A.: Zbl. f.

Bakt. II, 1914, 41, 639) autorzy wymieniaja jego -

silnie antagonistyczne wlasSciwosci i stwierdzaja,
ze szczep ten jest producentem oksyietracykliny
i rimocydyny. O izolowaniu szczepow licznych
promieniowcéw wytwarzajgcych oksytetracykline
donosi réwniez praca wloska (Silvestri: R. C. Ist.
Sup Sanita, Roma, 1955, 18, 1227). Obie przyto-
czone prace, zwlaszcza praca wloska, zwracajg
uwage na pewne podobienistwo, jakie zachodzi
miedzy szczepem Streptomyces rimosus i zna-
nym gatunkiem promieniowca Streptomyces
griseoflavus.

W trakcie poszukiwan antagonistycznych pro-
mieniowcow w Polsce izolowano szczep promie-
niowca, ktéry swymi cechami morfologicznymi,
hodowlanymi i fizjologicznymi wyraZnie sie r6zni
od szczep6w dotychczas opisanych w pisSmiennic-
twie patentowym i naukowym. Szczep ten pod-
dano bardzo dokladnym badaniom taksonomicz-

nym, stosujac wszystkie wspélczesne testy uzywa-
re do identyfikacji gatunkéw (species), rodzaju
(genus) promieniowcéw (Actinomyces, tSrepto-
myces). Przekonano sie, ze badany szczep nalezy
do nowego, nie opisanego dotychczas gatunku, dla
ktérego zaproponowano nazwe Actinomyces var-
soviensis sp. nov. Zréznicowanie przeprowadzcno
z nastgpujacymi gatunkami promieniowcéw, wy-
lwarzajacymi oksytetracykline: Streptomyces gri-
seoflavus, Streptomyces rimosus, Streptomyces
armillatus, Streptomyces platensis i Streptomy-
ces vendargensis. :

Ponizsza tablica 1 podaje cechy hodowlane
i niektdére cechy fizjologiczne szczepu Actinomy-
ces vansoviensis sp. nov. oraz szczepu Strepto-
myces rimosus 2234. Zaznacza sie, ze w celu prze-
prowadzenia badarn taksonomicznych Actinomy-
ces varsoviensis sp. nov., w stosowanych testach
poslugiwano sie¢ nie tylko podlozami ,natural-
nymi“, takimi jak ziemniak, agar ziemniaczany
etc., lecz uzyto réwnez podlozy dobrze zdefinio-
wanych czyli tzw. ,syntetycznych*. Actinomyces
varsoviensis sp. nov. rézni sie wybitnie od ga-
tunku Streptomyces rimosus. ktérego szczen
wzorcowy uzyskano z kilku kolekcji zagranicz-
nych, a mianowicie: American Type Culture
Collection i National Collection of Industrial
Bacteria, Teddington, Anglia oraz Nothern Re-
gional Research Laboratory, Peoria, 111.

Tablica 1 .
Actinomyces varsoviensis sp. nov,
Podloze Stopien Grzybnia Grzybnia. Pigment
wzrostu powietrzna podstawowa: rozpuszczalny
Agar asparaginowy z glukozg +++ biala bezbarwna brak
(plytki) 120
Agar Sabouraud z maltoza +++ biala bezbarwna koloru siarki
120 - (12 L4)
Agar Czapek-Doxa +++ biata bezbarwna brak
z sacharozg 120
Agar z dekstryng ++/4+++ biala bezbarwna brak
48—172 .
. Ziemniak +++ biala Iniana brak
72 (12 B-2)
Agar ziemniaczany +4++ biata bezbarwna brak
z glukozg 72 ’
Agar z platkami owsianymi +++ .biala bezbarwna brak
72
Podloze tryploncwe stale +++ biala bezbarwna brak
48 - d
Podloze cytrynianowe +++ biala bezbarwna brak
72
Podloze Lindenbeina l +++ biala bezbarwna ‘brak -
72
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Podlos Stopieri | Grzgbnid | Grzybiia Pigment
odloze wzrostu powietrzna podstawowa tozpaszczalny
Podloze tryptonowe plynne +++ biala beézbarwna brak
48 wydziela siarkowodor
Podlcze Emersona plynne +j|-/+_;lg+ . biata bezbarwna brak
Rigar syitétyczny z peptonem +;|2-+ biala bezbarwna ciemnoz6lty
' . (12 I-5)
Buléfi ﬁhéé*ny 2448 ‘ biala kremowa brak
Agar ze Skrobig -Ii-zl-o+ biata bezbarwna brak
Mleko z laxmusem 72 a.‘lkal'izuje,- $cina
Zelatyna 72 ni¢éuplynnia (po dluzszym czasie
uplyninis ezesciowo)
Agar z krwig 72 nfe Wywoluje hemolizy krwinek
Agar z azotanami ./ bials tezbarwna koloru pirytu (Y)
z B rédukuje agotnow az 13
sfreptomyces rihodus NEKL. 2234 ’
Agar asparaginowy z glukozd ++ brak bezowa cytrynowy (Y)
48—172 (10 J-2)
Agar Sabouraud z maltoza ++4 brak bazantowa siena
120 (13 L-12) 13 L-10)
Agar Czapeh-Doxa +++ brak bezbarwna brak
z sacharozg 120 .
Agar z dekstryng ++ brak jasnobrgzowa |braz peruwiafiski
72—96 ' (13 D-4) (13 L~10)
Ziemniak ¥+ bials | orze¢h Taskowy bazantowy
72 (13 J-9) ‘ (13 L-12)
Agar ziemniacziny +++ brak bezb2FWha orzech laskowy
z glukoza 72 . (13 J-9)
Agar z platkami owsiahymi 4+ brak zielonosdlta Isabella
120 (12 D-2) (13 K-7)
Podloze tryptonéwe stale +++ brak z6ltozielona oliwkow
, 120 (12 F-2) (12 L-2)
1 Podlbze cytryniatiowe £+ brak iasno¥dita brak
o 120 (12 E-5)
Podloze Lindenbeina brak orzech lgsgowy | antyczne zloto
it a3 5 1z L-2)
! Podloze tryptonowe plynne 4+ nie wydzidta siarkowodoru
; , 48 .
: Podloze Emersona ++HH++ biala bezbarwna brak
L , 48—72. _ .
. Agar syntetyczny z peptonem / brak bezbarwna Isabella
o s +’£’4_4'+:'§+ (13 R-7)
Bulon miesty 2443 brak ~ bezbarwna brak !
Agar ze skrobiy ++ brak wierzbowa tenis
% . 1216 a2 L-8)
] Mileko z lakmusem 24 79 2atvials, pEpHONt-aje o
Zelutyra : 48 cmm Bty Hhih
C Rgar 7 Krwig 48 - W honE REMWSMIE rcrwineit
o, Ko L T ARl ++ ﬁ'ﬂm‘ [: ﬁ ; ‘“a | tenis .
 Abar 2 aidldnami 48 ; 3y (12 L-6)
redukuje azotany do azotynéw o
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W . tablicy 1: 4+ oznacza Sredni stopiefi wzrostu.

+-++ oznacza obfity. stopienn wzrostu.

Liczby oznaczaja godziny hcdowli,

w ktérych stwierdzono oznaczony sto-

Ponizej podana jest tablica poré6wmawcza mie-
di¥ actinomyces varsoviensis, streptomyces ri-’

pien wzrostu, Barwy oznaczono we-
diug ,dictionary of cclor“ Maerza
i Paula, Mc Graw-Hill, New York,
1950. :

mosus i- streptomyces albus
Tablica 2

Aclinomyces
varsoviensis

Streptomyces
rimosus

Streptomyces albus
(Rossi Doria amend.
Krainsky)
Waksman, Henrici

Grzybnia powietrzna
skapa

Grzybnia powietrzna
skapa

Grzybnia powietrzna
bogata

Grzybnia powietrzna

Grzybnia powietrzna nie

Grzybnia powietrzna

biala catkiem biala biata
Wyglad kolonii Charakterystyczny Wyglad kolonii nie
i hodowli gladki wyglad kolonii charakterystyczny
i hodowli

I Ziemniak: grzybnia
podstawowa koloru
lnianego

Ziemniax: grzybnia
podstawowa, z6ita

Ziemniak: kolonie biale

St

- Mleko: oagulacja,
peptonizacja

Mleko: hydroliza,
peptonizacja

Mileko: koagulacja,
peptbonizacja

Zelatyna: nie uplynnia
lub po diuzszym czasie
czgsciowe uplynnienie

Zelatyna: nie catkowite
uplynnienie

Zelatyna: intensywne
uplynnienie

Azotany: nie redukuje
. do azotynéw

Azctany: redukcja
do azotynéw

Azctany: bredukcja do
azotynow

Skrobia: brak hydrolizy

Skrobia: iekka hydroliza

Skrobia: hydroliza lub
brak hydrolizy

H,S w podiozu tryptono-
wym: nie wydziela

H)S w podlozu trypto-
nowym: nie wydzielat)

Kl'Wﬂ‘Ilkl czerwone:
nie hemolizuje

Krwinki czerwome:
hemolizuje 2)

Wytwarza oksytetra-
cykline

Wytwarza oksytetracy-
kline

Wytwarza aktynamycyne,
endomycyne, tiolutyne

Objasnienie: Kreska —— oznacza brak danych;
cyframi 1) i 2) oznaczono dane dla

szczepu  Streptomyces

rimosus

NR.R.L. 2234. Inne dane dotyqza-
ce S. albus i S. rimosus pochodzg

e

z niemieckiego opisu patentowego
nr 862.647 oraz z publikacji Ber-
gey’s Manual of Determinative
Bacteriology, Williams, Wilkins,

Baltimore, 1948.




W tablicy -3 zestawiono dane cdnoszace sie¢ do  ~Courtillet D. i Pinmert-Sindico S.: ,,Une nouvelle
szczepu Streptomyces armillatus, a uzyskane na  espece de Streptomyces: Streptomyces armilla-
podstawie opisu zawartego w ' pracy Mancy- tus“, Ann. Inst. Pasteur, 1954, 87, 580.

Tablica 3
Actinomyces va}rsoviensx's Sp. nov.
Podtos Stopien Griybnia Grzybnia Pigment
oze, wzrostx_x powietrzna pcdstawowa rozpuszezalny
'Agar ésparégi.nowy z glukoza +++ biala bezbarwna brak
Agar Czapek-Doxa z sacharoza +++ biata bezbarwna brak
Podloze z glukozg i peptonem +++ biala kezbarwna ciemnozétty
. (Pl 12, I-5)
Podloze Emerscna ++/+++ biala tezbarwna brak
Ziemniak F++ biala Iniana brak
' (P1 12, B-2)
Podloze ze skrobig +4++ biata ~ bezbarwna brak
Podloze z azotanami ++4/4++ |nie redukuje azotanéw do azotynéw
Zelatyna +4+4+ nie uplynnia zelatyny, po dluzszym czasie
czesciowo uplynnia
Mileko w temperaturze 26°C +++ koaguluje, peptonizuje. zakwasza

Streptomyces armillatus

Agar asparaginowy z glukozg +++ slabo rozw. czarozéttawa, brak
o biala bezowa
" Agar Czapex-Doxa z sacharoza + brak bezbarwna brak
Pcdloze z glukozg i peptonem +++ slabo rozw.| szarozéltawa, brak
biala gladka
. Podloze Emersona ++4++ | stabo rozw s6ltoszara, bladorézowy
v o , gladka prgle:;wgzacy
Ziemniak ++ stabo rozw.| szarozéltawa, W obra
gladka brak
Podloze ze skrobig + nie hydrolizuje skrobii
Podloze z azolanami + nie redukuje azotanéw do azolynéw
Zelatyna +4 czeSciowe upltynnienie po 40 dniach
Mleko w temp. 26°C -++4 |koaguluje, peptonizuje, zakwasza

Objasnienie: stopieri wzrostu = bardzo staby, --
(obtity).

- Actinomyces varsoviensis sp. nov. wykorzystuje
nastgpujace- zrédla wegla: fruktoze, glukoze, ga-
laktoze, mannoze, trehaloze, glicerol, mannitcl,
pursztynian sodu. Slabo wykorzystywane sg: ra-
tinoza, sacharoza, laktoza, inozytol oraz octan
sodowy. Actinomyces varsqviensis nie wykorzy-
stuje: rammozy, maltozy, duleytolu i skrobii.

slaby, 4 $redni, 44+ dobry do b. dobry

Z podloza ,syntetycznego® Streptomyces a=-
millatus wykorzystuje nastepujgce zZrédla wegla:
giukoze, galaktoze, mannoze, glicerol, erytryt.
Slabiej wykorzystywane sg: arabinoza, rafinoza,
mannitol, octan. sodowy, cytrynian sodowy i
skrobia. Streptomyces armillatus nie wykorzy-
stuje nastepujacych zrédel wegla: ksylozy, ram-
nozy, lewulozy, sacharozy, maltozy, laktozy, so:-
bitolu, dulcytolu, inozytolu i winianu sodowego.
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Cechy fizjologiczne szczepu Actinomyces var-
soviensis, odnoszace si¢ do jezo zdolnosci przy-

swajania zréodel wegla z podlozy ,syntetycznych*
(met. Pridhama-Gotllieba) przedsiawia tablica 4.

Tablica 4

Wykorzystanie zrédet wegla z agaru ,syntetycznego” przez A. varsoviensis, S. armillatus

i S. rimosus:

2rscto st Vemomas | Smemces | S
Glukeza 4+ - —
Galaktoza +++ 4+ -+
Mannoza ot 4+ ++
Fruktoza +++ : +++
Laktoza ++ - ++
Maltoza C — - +
Sacharoza T — 5
Rafinoza | + ++ ++
Rammoza : — S _

 Trehaloza +++ - ++.
Skrobia | - ++ ++
Glicerol o+ - o+
Mannitol +++ ++ ++
Dulcytol — — _
Inozytol . — .
Bursztynian sodu +++ ++
Qctan_sodu it 4+ ++
Objagnienie: znaki ¥, 4, ++ --++ oznaczaja  ten jest zblizony niektérymi swymi cechami do

stopien. wykorzystania zrédla we-
gla, okreslony stopien wzrostu ba-
' danege szczepu.
— oznacza brak wzrostu
. oznaczenia nic wykonano

Dane dotyczace S. armillatus, S. rimosus
.lS griseoflavus pochodzg z pracy Mancy-Cour-
tillet D. i Pinnert-Sindico S. (Ann. Inst. Pasteur,

"1954, 87, 580). Dane dotyczace Actinomyces var-

soviensis sp. mov. wskazujag na to, Za szczep

szczepu Streptomyces armillatus (brak redukcji
azotanéw do azotynéw, brak hydrolitycznych
wlasciwoséci dla skrobii). Od szczepu tego rézni
sie¢ zachowaniem na zelatyni¢ i charakterem
wzrostu na niektérych podlozach, jak to wynika
z danych zawartych w "tablicy’ 5. : N

" 'Na podstawie przytaczonych danych szczep
Actinomyces varsoviensis sp. nov. rézni sie wy-
bitnie od szczepéw Streptomyces rimosus i Strep-
tomyces griseoflavus. '
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‘Tablica 5

Podloze Actinomyces Streptomyces Streptomyces Streptomyces
varsoviensis armillatus rimosus .griseoflavus

Podloze staby wzrost, brak slaby wzrost,,'brak brak wzrostu |grzybmia podsta-
synte~ pigmentu pigmentu WOWza, pomaran-
tyczne czowa lub bra~

ZOWO-T0ZOWa,
pigment blado-
261ty

Ziemniak grzybnia podsta- |grzybnia podsta- |grzybnia podsta- [gczybnia podsta-

. wowa, barwy wowa, szarozol-| wowa, brunat- wowa, typu po-
Inianej, lekko ta, gladka, brak| na, pomarszczo-| rostu, kremowa|.
pomarszczona, pigmentu na, pigment bla-] lub brazowo-
brak pigmentu dozoélty -rézowa, brak

_ pigmentu
) uplynnienie cze- ‘|uplynnienie po- |uplynnienie cze- |uplynnienie sla-

* Zelatyna sciowe po diui-| wolne, pigment Sciowe, brak be, pigment

' szym czasie ’braz. rézowy pigmentu bladozb6ttawy

Mleko w alkalizuje, $cina, |sciecie, peptoniza- nie zmienia szybka peptoniza-
temp. peptonizuje, za- cja, zakwaszenie cja bez koagu-
26°C - kwasza lacji.

Podloze grzybnia podsta- |grzybnia podsta- !grzybnia podsta- |grzybnia mpodsta-
Emer- wowa, bezbarw-| wowa, szarozél- wowa, pomaran-| wowa, typu po-
sona na, gladka, pig-| tlawa, gladka, czowa, popeka-|] rostu, kremowa

\ mentu brak iub| pigment blado- na, pigment lub brumnatna,

bladoz6lty rézowy ' z61to-braz. pigment z6lta-
. wy. o

Azotany brak redukcji dobrak redukcji do |redukcja do azo- |recukcja do azo-

azotynéw azotynéw tynow tynéw

kSknobia brak hydrolizy |brak hydrolizy lekka hydroliza |ograniczona hy=-

drojiza

Dane dotyczace Streptomyces vendargensis
i Streptomyces rimosus pochodzg z szwajcarskie-
g0 opisu patentowego nr 331.998. Opisy szczepow
tam podanych nie s wystarczajgce, gdyz nie
wlaczono do nich cha-rakterystyki' podstawowych
“'cech fizjologicznych. Zréznicowanie miedzy

S. vendargensis i S. rimosus oparto w przytoczo-

nym opisie patentowym gléwnie na tym, ze

S. vendargensis wytwarza obok cksytetracykliny
~jeszcze inny antybiotyk ,vengicid“, pedczas gdy
'S. rimosus obok oksytetracykliny wytwarza
~ ‘drugi amntybiotyk ,rimocidin“. Obydwa anty-

" biotyki ,vengicid“ i ,rimocidin“ réznig sie od
-siebie cechami fizyko-chemicznymi i biclogicz-
nymi.

Na podstawie przytoczonych danych dotycza-
cyeh charakterystyki hodowli trzech poréwny-
wanych szczepéw promieniowcdéw, mozna stwier-
dzi¢ zasadnicze réznice miedzy Actinornyces var-
soviensis i dwoma pozostalymi szczepami (patrz
tablica 6 i 7). W przytoczonym poréwnaniu szczep
Actinomyces varsoviensis sp. nov. latwiej wy-
iwarza grzybnie powietrzng, niz dwa poréwry-
wane . szczepy, cechuje sie raczej bezbarwng lub
lekko z6ltg grzybnig podstawowsg oraz wytwa-
rza skape iloci zéltego pigmentu dyfundujgcego
do podioza. W rzeczywistodci réznice miedzy po-
réwnywanymi szezepami, zwlaszcza miedzy Ac-
tinomyces varsoviensis i Streéplomyces rimosus

"sg bardziej wyrazne i dotycza cech fizjologlcz-

nych. Réznice te wskazuje tablica 7.
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Actinomyces varsoviensis sp. mov.

Tablica 6

Podloze Grzybnia Grzybnia Pigment \
powietrzna podstawowa 10zpuszczalny
Agar z mgkg owsiang biala bezbarwna brak
Agar Emersona biala hezbarwna brak
Agar Sapouraud’” biala bezbarwna koloru siarki
(12 1L4)
Agar ziemniaczany biata hezbarwna brak
Agar z cytrynianem sodu biala bezbarwna brak
Agar z glukcza i azotanami biala bezbarwna koloru piryta
- (12 L-3)
Ziemniak biata Iniana brak
(12 B-2)
Agar ze skrobig biala bezbarwna brak
Streptomyces vendargensis
{ Podloze Grzybnia Grzybnia Pigment
powietrzna podstawowa rozpuszczalny
Agar z maka owsiang brak jasnozoétta brak
(11 F-4)
Agar Emersona biala jasnobrazowa brak
(13 D-5)
Agar Sabouraud biala z6ltawa brak
(12 E-3)
Agar ziemniaczany brak brazowa brak
Agar z cytrynia'nerh sodu brak . biala brak
(2 A-1)
Agar z glukozg i azotanami brak iasnozdlta brak
(10 B-1) ,
Ziemniak biala zéta lub brazcwa brak
(12 D-5), (13 L-7)
Agar ze skrobiy. biata jasna, bezbarwna brak

-



Tablica 7

Podloze Actinomyces Streptomyces Streptomyces
varsoviensis vendargensis rimosus
Agar z maks biala A |vrak A |biala
owsiang
bezbarwna B iasnozidéita (11 F-4). B [ciemnobrgzowa
: (8 C-12)
prak P brak P |ciemny
. -~
Agar Emersona biala A [biala A |biata
jasnobrazowa B |iasnobrazowa B |ciemnobrazowa
(13 D-5) (13 D-5) (15 A-12)
brak P |brak P (ciemny
Agar Sabouraud biala A [hisla A | zotto-biata
bezbarwna zéitawa (12 E-3) czarno-brazowa
- | koloru siarki
{(i2 L~4) P brak P ciemny
Agar ziemniaczany biala brak biala
bezbarwna B |[brazowa ' B - | brazowa |
do fioletowej
brak P hbrak P brak
) I
Agar z cytrynia- biala A |brak A |brak
nem sodu
] bezbarwna biala (2 A-1) B  |szarozielona
(3 A-1; 13 J-H)
L E brak P |brak P |brak
. Agar z glukozg biala A |biala A brak
i azotanami
bezbarwna jasnozoélta (10 B-1) brazowa (13 K-9)
‘ koloru pirytu P (brak P |z6ity
. . (12 LA3)
| ziemmiax biata biata A |biala
. iniana B |%6Ma lub brazowa| B zolta (12 E-5)
(12 B-2) (12 D-5, 13 L-7) |
Agar ze skrobig biata A |biala biala
] bezbarwna B |jasna, bezbarwna | B |brazowa
I brak | brak z6lto-brazowy

Objasnienie:

A — grzybnia powietrzna

B — grzybnia podstawowa

P -— pigment rozpuszczalny w pod-

lozu



~ Do nowo opisanego sposobu wytwarzania oksy-

tetracykliny nadaja si¢ obok Aclinomyces varso-
viensis sp. nov. réwniez miektére jego ,natural-
ne*“ mutanty oraz mutanty ,sztuczme* induko-
wane za pomocg znanych, silnie dzialajgcych

- mutagenéw, jak promienie nadfioletowe, pro-

mienie Roentgena, iperyt azotowy i inne. Mu-
tanty te roznig si¢ niekiedy znacznie od uprzed-
nio opisanego szczepu macierzystego Actinomy-
ces varsoviensis sp. nov. Najistotniejsze réznice
odnosza sie do zabarwienia grzybni podstawo-
wej, pigmentu rozpuszczalnego w podiozu, spo-
sob6w wykorzystania zrédetl wegla i azotu z pod-
Yozy ,.syntetycznych®, a przede wszystkim rézni-
ce te odnoszg sie do aktywnosci antybiotycznej.
. Do selekcji ,naturalnych* i ,sztucznych“ mu-
tantéw zastosowano po raz pierwszy wsréd pro-
mieniowc6w sposéb charakterystyki szczepu, kté-
Ty mnazwano ,wzorem populacyjnym‘“. Pozwala
on nie tylko ma dokladny opis populacji danego
‘-mutanta, lecz réwniez ma préby odnalezienia
zwigzku migdzy cechami morfologicznymi popu-
lacn i jej aktywmosma antybiotyczng. Sposéb ten
w znacznym stopniu ulatwia selekcje wyscko
]wydajnych pod wzgledem antybiotycznym szcze-
péw w przypadku Actinomyces varsoviensis sp.
nov.

Zastosowano tez nowg i dotychczas mieopisang
metode szybkiej selekeji wysoko wydajnych pod
wzgledem antybiotycznym kolonii za pomocg me-
tody ,,dwu blokéw agarowych ¢ réznej Sredni-
cy“ (o stosunku 1:2 lub 1:4), pozwalajacg na po-
réwnawcze, ilo§ciowe okreslenie antybiotyku —-
oksytetracykliny, wytwarzanej przez badany mu-
tant. Jest to prosta, tania i szybka metoda po-
réwnawcza, pozwalajgca w ciggu 18 godzin na
wyselekcjonowanie z populacji mutantéw o wy-
dajnosci wyzszej od tej, jaka wykazuje macie-
rzysty szczep Actinomyces varsoviensis sp. nov.
Szczegotowy opis obydwu metod selekcji podanc
ma jednym z przykladéw, dotyczacych badan mad
zmiennoécig szczepu Streptomyces rimosus 8229,
w Biuletynie Informacyjnym Instytutu Antybio-
tykéw Warszawa, 1959, 2, zesz. 6.

Na podstawie przytoczonych danych poréw-
nawczych ze szczepami promieniowcéw: Strepto-
myoces albus, S. griseoflavus, S. rimosus, S. ar-
millatus, S. platensis i S. vendaigensis, stwier-
~dzono, ze A. varsoviensis sp. nov. nie jest iden-
tyemy z zadnym z wymienionych gatunkéw.

Actinomyces varsoviensis sp. nov. jest nowym,
dotychczas nieopisanym gatunkiem promieniow-
ca, wytwarzajacym oksytetracvkiine.

Dla otrzymania oksytetracykliny szczep Ac-
tinomyces varsoviensis sp. nov. hoduje sie pod-

powierzchniowo w cieklych podlozach na trze-
sawce, w zamknmietych naczyniach zabezpiecza-
jacych hodowle od z.angeczyszczenia innymi drob-
noustrojami, a réwnoczesnie zapewniajgcych
odpowiedni dostep jalowego povietrza lub tlenu.

Nizej podano warunki, w jakich odbywa sie
hodowla szczepu Actinomyces varsoviensis sp.
nov. korzystna dla biosyntezy oksytetracykliny
i dotyczace cyklu biosyntezy, podlozy, tempera-
tury hodowli, wlasciwej fermentacji i czasu jej

. trwania, warunkéw mnapowietrzania i innych.

Szczep Actinomyces varsoviensis sp. nov. prze-
chowuje sie- na odpowiednim podlozu sporula-
cyjnym, albo w postaci zliofilizowanej.

Szczepy Actinomcyes varsoviensis sp nov. ha
agarach z podlozem sporulacyjnym mozna prze-
chowywa¢é¢ bez zmian okolo 6 tygodni w zamra-
zarce (—20°C) i chiodni (44°C) oraz ckold 3—6
miesiecy w temperaturze pokojowej (okolo
--18°C). Przy przechowywaniu w temperaturze
pokojowej, w celu unikniecia ewentualnych nie-
korzystnych zmian, jakie mogy zachodzié w ho-
dowli, wlewa si¢ do probéwek z agarem skos-
nym kilka ml cieklej, wyjalowionej parafiny,
ktéra powinna pokryé calg powierzchnie hodowli.

Actinomyces varsoviensis sp. nov. mozna lio-
filizowaé w odpowiednim noéniku biatkowym,
weglowodanowym, w roztworach aminokwasow
luh niektéryich kwaséw ocganicznych, czesto
z dodatkiem substancji ,jochronnej“ dla unik-
niecia strat zywotno$ci przy przywracaniu zlio-
filizowanego materiatu do stanu cieklego. Stwier-
dzono, ze najlepszym nos$nikiem dla zarodni-
kéw Actinomyces  varsoviensis jest mieszanina
109, roztworu sacharozy i 1%, roztworu zelatyny,
Wilgotno§é konicowa zliofilizowanego materialu
powinna sie wahaé w granicach od 0,2 —1%,.
Ampulki lub flaszki, w ktoérych przechowuje sie
liofilizowane zarodniki Actinomyces varsovien-
sis sp. nov. powinny by¢ szczelnie zamkniete (za-
topione) pod zmniejszonym cisnieniem, wyno-
szacym od 30 do 100y Hg lub powinny zostaé na-
pelnione azotem.

Zarodniki szczepu Actinomyces varsoviensis
Sp. nov. mozna tez przechowywa¢ w mieszaninie
ziemi z piaskiem w temperaturze pokojowej
(ckolo 418°C) lub w temperaturze chlodni (okc-
o 44°C). Ziemia z piaskiem, do ktérej wprowa-
dzono zawiesine zarodnik6w moze zostaé powoli
wysuszona w temperaturze pokqjowej; blub‘ wy-
suszona Ze stanu zamrozenia W wysokiej préini.

Innym wreszcie sposobem' przechowywania
zarodnik6w szczepéw Actinomiyces varsoviensis
sp. nov. jest przechowywanie ich na uprzednio
wyjalowionych i wysuszonych produktach ro$-



-linnych, np. na réznego rcdzaju kaszach (jagly).

Zarodniki po uprzedniej kilkudniowej inkubacji
w odpowiedniej temperaturze (24—26°C) roz-
mieszczajg sie na calej kulistej pewierzchni zia-
ren roslinnych i moga byé nastepnie zawieszone
w wodzie i sluzyé do zaszczeplema piynnego
‘podloza posiewowego

Wymienione sposoby przechowywania szczepu
Actinomyces varsoviensis sp. ncv. zabezpieczaja
ten Szczep przed zmiennoscig jege cech fizjolo-
gicznych i wlasciwosci antybiolycznych. |

Podloze sporulacyjne dla szczepu Actinomyces
varsoviensis sp. mov. moze zawiera¢ obok natu-
ralnych zrédet azotu np. wyciggu ziemniaczane-
£0, wyciggu z otrebéw pszenicznych oraz innych
wyciggéw roélinnych lub zwierzecych, réwniez
aminokwasy, siarczan amonowy lub azotan so-
dowy. Zrédlem wegla mogg byé cukry proste lub
wielocukry, alkohole wyzsze, meiasa, wyciag slo-
dowy i inne. Ponad to podloze sporulacyjne mc-
ze zawieraé dodatek soli -mineralnych oraz do-
datek mikroelementéw, np. soli kobaltu w ilosci
od 0,1 do 1 mg Y%, Wreszcie pcdloze zawiera od
1,5 —3% agaru.

Jako inoculum sluzace do szczepienia podloza
posiewowego, sluzyé moze 6—Il4-dniowa hodo-
wila Actinomyces varsoviensis sp. nov. w. tempe-
raturze cptymalnej 26°C, z kiérej sporzadza sig
zawiesine zarodnikéw.

Sklad podlozy sporulacy;nych dla Actinomyces
-varsoviensis sp. nov.:

Podloze 1
" Glukoza 10 g
CoCl, 0,0005 g
Agar 25 g
Wyciag ziemmniaczany 1000 ml

Wyciag z ziemniakéw (otrzymuje sie przez
2—3-godzinng ekstrakcje w parze bie-

z3cej, 1 czedci wagowej ziemniakéw
z 1 czeéciag wagows wody pH naturalne)
Podloze 2 C .

Wyciagg namokowy

kukurydzy (50%) 48
Skrobia ziemniaczana 15 g
(NH,):SO4 4 g
KH,PO, 2 g
CaCO3 3 g
Agar 15 g
Woda destylowana 1000 ml
pH 6,6—6,8

W biosyntezie oksytetracykliny przez szczep

- Actinomyces varscviensis sp. nov. na skale prze-

myslowg stosuje sie tréjetapowy cykl hodowla-

‘ny zlozony z przygotowania -wegetatywnego ma-

teriatu - posiewowego na trzesawce, przygotowad-
nia wigkszej objetoSci inoculum posiewowego,
wegetatywnego w tanku fermentacyjnym i z wta-
sciwej fermentacji, podczas ktérej Actinomyces

varsoviensis sp. nov. wytwarza artybictyk — ok-
sytetracykline.- !

We wszystkich trzech etapach blosyntezy na
skale przemyslows stosuje sie podpowierzchnio-~
w3 hodowle zaréwno na trzgsawce, jak i w tan-
kach fermentacyjnych réznej objetoéci. Tanki te
powinny byé odpowiedniej budowy, zaopatrzone
w urzadzenia pozwalajgce na ciggle napowietrza-
rie hodowli za pomoca jalowego powietrza, mie-
sczanie podloza, utrzymywanie stalej, zgdanej
temperatury oraz w urzgdzenia pozwalajgce ra
kentrole” i rejestracje przebiegw fermentacii.
Urzgdzenia te umocliwiajg oznaczanie i utrzy-
mywanie optymalnego pH podloza, uzupelnienie
skladnikéw podloza wyczerpanveh w czasie fer-
mentacji, np. Zzrédel wegla, wprowadzania zwigz-

kéw pobudzajacych wytwarzanie oksytetracykli-

ny przez Actinomyces varsoviensis sp. nov., srod-
kéw przeciw pienieniu sie podloza itp.

Poszczegdlne etapy cyklu hodowlanego Actino~
myces varsoviensis sp. nrzy otrzymywaniu
oksytetracykliny w skah przemyslowej cechujg
si¢ odmiennym skiadem i odmiennym pH pozy-
wek, odmienng temperaturg i czasem -hodowli
oraz odmiennymi warunkami jej napowietrzania.

Podloze posiewowe i wlasciwe podloze pro-
dukcyjne powinno zawicraé Zrédlo azotu orga-
nicznego lub nieorganicznego, lub Zrédto bedace
mieszaning uprzednio wymienionych, Zrédlo we-
gla, Zrédlo soli mineralnych, Zrédio rmkrc:elrh
mentéw oraz weglan wapniowy.

Dla wytworzenia grzybni i antybiotyku oksy-
tetracykliny, szczep Actinomyces varsoviensis
sp. nov.>d jego ,maturalne“ lub ,.sztuczne® mu-
tanty pokrywajg na ogél swe zapotrzebowanie
na sole mineralne i mikroelementy z tzw. ,ns-
turalnych* skladnikéw podloza pochodzenia ro-
Slinnego lub zwierzecego, stanowiacych gléwne
Z16dlo azotu w pozywce (np. wycigg mamokowy
kukurydzy, wyciag miesny itp.).

" Z najczesciej uzywanych Zrédel azotu wymie-
nié nalezy wyeigg miesny, pepton, make rybna,
drozdze, wycigg drozdzowy, hvdrolizat drozdzc-
wy, kazeine, kwasny hydrolizat kazeiny, kazeire
trawiong zaczynem trzustkowym, wycigg namo-
kowy kukurydzy, make sojowa, wyciggi i hy-
drolizaty z tej maki, make z orzeszkéw ziem-
nych, zmielone orzeszki ziemne, wyciagi i hydro-
lizaty z orzeszkéw ziemnych, make z nasion ba-
welny, mgke z masion slonecznikowych i inne
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naturalne #Zr6édla azotu pochodzemia roflinnego
i zwierzecego oraz wyciggi, namoki i hydroliza-
ty z nich sporzadzone. Zamiast lub obck wymie-
nionych zZrédel azotu moga byé¢ uzyte, jako sklad-
niki podloza siarczan amonowy lub azotany. Do-
datek niektérych z wymienionych zrédel azotu
np. wyciggu namokowego kukurydzy do pczyw-
ki, w ktérej gléwnym zrédlem azotu sa zmielone
crzeszki ziemme, posiada pobudzajacy wplyw na
wytwarzanie oksytetracykliny przez Actinomyces
. varsoviensis sp. nov.

Spoéréd zZrédel wegla mozna uzyé rozpuszezal-
nych lub nierozpuszczalnyeh - -ar¢glowodanéw, np.
‘sacharozy, maltozy, glukozy i innych cukréw
prostych lub ich mieszaniny, skrobii, mgki ziem-
miaczanej, maki kukurydzianej, wyciggu slodo-
‘wego lub mieszaniny z wymienionymi uprzed-
nio cukrami prostymi. Jako ‘ré6dla wegla mozna
uzyé tez alkoholi wyzszych, jak mp. glicerol,
mannitol itp. Dla mniektéorych ,mnaturalnych*
i ,,sztucznych mutantéw Actinomyces varsovien-
‘sis sp. nov. odpowiednim Zrédlem wegla okazaly
sie¢ oleje roflinne, mp. olej arachidowy, sojowy,
stonecznikowy. Procent poszczegélnych sktadni-
kéw podioza powinien byé dla kazdego mutanta
ustalony oddzielnie, Dla cukréow prostych wy-
nosi on 0,5—5%,, dla olejéw (jako Zrédla wesgla)
0,5—39%,.

Ponizej podano krétka chamakterystyke trdj-
etapowego cyklu hodowli Actinomyces varsovien-
sis sp. nov. prowadzacego do biosyntezy oksyte-
tracykliny w skali przemystowej.

I etap cyklu fermentacyjnego trwa 24—48 go-
dzin w zaleznoéci od ilo$ci zarodnikéw Actino-
myces varsoviensis sp. nov. uzytych do posiewu,
od skladu podloza, temperatury hodowli, inten-
sywnoéci napowietrzania hodowli, ktéra z kolei
zalezy od typu trzesawki, (liczby wstrzasow
wzglednie obrotéw oraz skoku) wreszcie od
ksztaltu naczynia i stosunku objeto$ci naczynia
do objetosci zawartej w nim pozywhki. .

Dla ‘Actinomyces varsoviensis sp. nov. opty-
malnymi w I etapie okazaly sie nastepujgce wa-
runki: 2—5%, zawiesiny zarodnikéw 1 skosnego
agamu o podanym wuprzednio skladzie; podloze
zawierajagce wycigg namokowy kukurydzy, ma-
ke z orzesZzkéw 'ziemnych, siarczan amcnowy,
skrobig, chlorek sodowy i weglan. wapniowy
w odpowiednim stosunku, 80 ml tego podloza
- umieszcza si¢ W kolbach Erlenmeyera o pojera-
nosci 500 ml, zaszczepia zarodnikami, umieszcza
na trzgsawce obrotowej o 180 obrotach ma Lui-
‘mute, o skoku 3—5 cm i inkubuje w tempera-
turze 28°C najczeéciej przez 24 godziny.

Czesto stosuje sie w tym etapie dwa przesie~
wy z podloza bardziej ubogiego na podloze za-
wierajace wiecej zrédia wegla. '

Podloze 3
Glukoza 10 g
Chlorek kobaltowy 0,0005 g
Weglan wapniowy 4 g
Wycigg z ziemniakow 1000 mi
Olej sojowy 5 ml
pH naturalne

Podloze 4 - .

Wycigg namokowy kukurydzy 5 g
Mielone wytloki arachidowe 10 g
Magka ziemmniaczana 2
Siarczan amonowy. '
Clcrek sodowy
Weglan wapniowy
Woda destylowana 100
pH 5,7—5,8

Podloze 5
Wyciag namokowy kukurydzy 7 g

ST GO
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Wyiloki arachidowe 20 g
Maka ziemniaczana 145 g
Siarczan amonowy 4g
Weglan wapniowy Y
Siarczan kobaltowy 002 g
Woda destylowana 1000 mi
pH 6,0—6,2 ’

II etap cyklu hodowlanego szczepu Actinomy-
ces varsoviensis sp. nov. trwa réwniez od 24 do
48 godzin, w zalezno$ci od warunkéw fermen-
tacyjnych. W' tanku fermentacyjnym 1000-litro-
wym zawierajacym okolo 600 1 odpowiedniego
podloza, w temperaturze 28°C, czas hodowli wy-
nosi okolo 30 godzin. Podloze skiada sie z mie-
szaniny odpowiednich iloéci wyciggu namoko-
wego kukurydzy, siarczanu amonowego, maki

‘ziemniaczanej, chlorku sodowego ,weglanu wap-

niowego i oleju arachidowego (jako §rodka prze-
ciw pienieniu sie¢ podioza). Objetosé¢ inoculurx
wegetatywnego pochodzacego z I etapu hodowli
na trzesawce wynosi powyzej 0,059, (od 0,1 do
1¢,) calkowitej objetoéci pozywki posiewowej
tanku 1000 1. Warunki nmapowietrzania hodowli:
0,2—0,6 objetoci powietrza ma 1 objeto$é po-
zywki na minutg. Liczba obrot6w mieszadla wy-
nosi¢ powinna od 200—360 na minute.

Podloze 6 )
Maka z orzeszk6w ziemnych 2
Wycigg namokowy kukurydzy
Wyciag stodowy

Siarczan ‘amonowy .

Chlorek sodowy

(=3

I‘L"N#
0 0% 0R R 0]

- ' D +



Weglan wapniowy 10g
Olej sojowy 5 ml
pH naturalne

II1 etap cyklu hodowli szczepu Actinomyces

varsoviensis sp. nov. bedacy wlasciwg fermenta-
cjg, podczas ktérej szczep ten wytwarza oksy-
tetracykline, trwa w zaleznoéci od warunkow
hodowli 140—150 godzin. W tanku fermentacy j-
nym o objetosci 15.000 1, zawierajgcym 10.000 1
pozywki zlozonej z maki arachidowej, wycigga
_mmokowego kukurydzy, siarczanu amcnowego,
maki ziemniaczanej, soli kobaltu, weglanu wap-
niowego i oleju arachidowego (jako $rodka za-
pobiegajacego Ppienieniu si¢ pozywki) czas fer-
mentacji wynosi 144 godziny, w temperaturze
'28°C, przy napowietrzaniu hodowli wynoszgcym
1,6—0,8 objetoSci powietrza ma 1 objetosé po-
zywki na 1 minute. W tym czasie stwierdza sig
maksymalne nagromadzenie oksytetracykliny
w podlozu.

Podioze 7

Wycigg namokowy ‘kukurydzy (50%) 5 g

Maka ziemniaczana 37,5 g
Siarczan amonowy 6 g
Chlorek sodowy 5g
"Woda wiodociggowa 1000 ml
Olej sojowy 2 g
pH 6,0—6,2

Wydajnoéé podloza po 168 godzinach fermen-
tacji przy zastosowaniu szczepu Actinomyces var-
soviensis sp. mov.: 282 j w 1 ml; pH 7,1
Podloze 8

Maka z orzeszkow ziemnych 20
Wyciag namckowy

kukurydzy (50%) 4
Siarczan sodowy 2
Wyciag stodowy 2
Chlorek sodowy 4
Weglan wapniowy 10
Olej sojowy 10
Woda wodociggowa
pPH naturalne

Podioze 9
Mielone wytloki arachidowe 225 g
Wycigg namokowy kukurydzy 6,3 g
Maka ziemniaczana 40,0 g
Siarczan amonowy . 36 g

a
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Siarczan kobaltowy 0,018 g
Olej arachidowy 18 g

" Weglan wapniowy 63 g
Woda wodociggowa 1000 ml

pH 63—865

W 48 i 60 godzinie fermentac)i dodaje si¢ po
2,5 g oleju sojowego. W podlozu 8-ym olej so-
jowy jest podobmnie, jak wyciag slodowy, zréd-
lem wegla. - '

Wydajnoéé podlozy po 120 godzinach fermen-
tacji w kolbach na trzesawce przy zastcsowaniu
Actinomyces varsoviensis sp. nov. wynosi 320 )
w 1 ml przy pH —68 dla podloza 8-ego oraz
365 j w 1 ml przy pH 6,9 dla podioza 9.

Przy tréjetapowej hodowl Actinomyces var-
soviensis sp. nov. prowadzacej w III etapie do
biosyntezy oksytetracykliny, dwa pierwsze etapy
sluza do przygotowania odpowiedniej objetosci

‘wlasciwego pod wzgledem jakosciowym inocu-

lum do posiewu pozywki etapu III, tj. do posie-
wlasciwego podioza fermentacyjnego.

We wszystkich etapach hodowli inoculum jest
konirolowane za pomocg odpowiednich metod
cytochemicznych (m. in. barwienie metoda Gra-
ma—w preparatach zabarwicnych t3 metoda
inoculum posiewowe powinno by¢ w 90%, Gram —
dodatnie). Wazng role odgrywa réwmiez kontrola
i utrzymywanie odpowiedniego pH hodowli w po-
szczegblnych etapach hodowli, zwlaszcza pH po-
siewanego inoculum i pH w czasie wlasSciwe]
{ermentacji. W etapie III to jest w okresie wta-
sciwej fermentacji, w czasie kiérej Actinomy-
ces varsoviensis sp. nov. wytwarza oksytetracy-
kling, pH pozywki powinno sie utrzymywaé
w nastepujacych granicach: przed zaszczepieniem
za pomocg inoculum posiewowego, pochodzacego

'z tanku 1000 litrowego p-1 pozywki powinno le-

ze¢ w granicach 6,2—86.,9, w czasie fermentacji
moze wzrosngé do 6,8—8,8 i w koncu fermentacji
powinno sie miesci¢ w granicach warto$ci wyj-
Sciowych 6,2—8.9. ) .

Za pomocy chromatografii bibulowej w ukla-
dach rozwijajacych octan etylowy nasycony wo-’
da oraz octan butylowy—iketon metyloizobuty-
lowy-n-butanol w stosunku 5:15:2, stwierdzeno
w brzeczkach fermentacyjnych szczepu Actino-
myces varsoviensis sp. nov. obécnoéé tylko jed-
nej substancji przeciwbakteryjnej, przy bioclo-

‘gicznym wywolaniu chromatcgramu za pomoca

Bacillus subtilis 6633. Polozenie tej substancii
na pasku bibuly odpowiadalo polozeniu strefy
zahamowania, wywolanej przez oksytetracykli-
re.

Po zakonczeniu fermentacji brzeczki przez Ac-
tinomyces varsoviensis sp. nov. oksytetracykling
mozna wydzielié z cieczy fermentacyjnej réznymi
znanymi sposobami. | .

W celu oddzielenia grzybni zakwasza sie brze-
czke fermentacyjng do pH 1,5—2,0, najlepiej do
pH 1,8 kwasem szczawiowym przy ciagglym mie~
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ézaniu. W tych granicach pH nastepuje rozklad
pdwstalych w czasie férmentsicji kompleksowych
§b1i oksytetracykliny z wapniéem i magnezém
i catkowite przejScie antybiotyku do roztworu.
W tych warunkach zachodzi réwniez czesciowe
strgcenie substancji bialkowyé¢h i innych zanie-
ezyszezeh zawartych w brzeczce, co z kolei utat-
Wia sgczenie i powoduje otrzymanie przejrzys-
tego przesaczu. Po zakwaszeniu brzeczki dodaje
sie okolo 6%, ziemi okrzemkowej, jako S$rcdka
utatwiajgcego sgczenie, caloéé energicznie miesza
sie przez 30 minut, po czym. grzybnie odsacza
§ié razem z wytraconym szczawianem wapnia.

Z przejrzystego przesgczu antybiotyk mozna
Wwydzieli¢ jedna z ogdlnie znanych metod izolazji
i oczyszczania antybiotykéw.

Oksytetracylklina, jako zwigzek amfoteryczny
Mmajacy w swej strukturze grupy kwasbowe i za-
gaflowe, posiadajgey stale dysocjacji réwne pK
35; 7,6; 92; wykazuje zdolno§¢ adsorpcji na
wymieniaczach johowych.

Jako wymiéniacz jonowy mozna zastosowaé
Rationit CBC-3 o $rédnicy ziarna od 02 do
8,5 mm, ktérym wypelnia sie kolumne do wy-
soko$ci 20 cm. Stosunek $rednicy kolumny do
Jj wysokodci wynosi 1:10. Szybkos$é przeplywu
przesaczu brzeczki przez kolumme jonifows wy-
fiosi 200 mil/em?/godz. Wydajnos¢ adsorpeji anty-
ﬁiofyku na wymieniaczach jonowych zalezy
W duzej mierze od stezenia oksytetracyklinv
W brzeczce fermentacyjnej i waha sie¢ od 200 do
1000 mg na gram wymieniacza.

Po ukoniczonej adsorpeji kolumme jonitows
7z zaadsorbowanym antybiotykiem przemywa sig
Rolejno wodg destylowang i metanolem i na-
stepnie eluuje sie zaadsorbowang oksytetracykli-
ne metanolem nasyconym HCIL. Szybko$¢ prze-
plywu kwasnego metanclu wynosi 30 ml/cm?/godz.

Wydajno§é procesu eluacji zalezy od stezenia
zaadsorbowanego antybiotyku na wymieniaczach
jonowych i wynosi 50—979/,.

Kontrole przebiegu procesu adsorpeji i eluaci
prowadzi si¢ pobierajge prébki z poszczegolnych
frakeji i oznaczajae w mich zawarto§é amtybioty-
Ku ogélnie znanymi metodami chemicznymi i bio-
logicznymi.

Kwasny eluat metanolowy zawierajgcy zaad-
sorbowany antybiotyk mozna zobojetnié¢ roztwo-
rem NaOH, ale sposéb ten powoduje dodatkowe
wprowadzenie soli nieorganicznych do roztworu,
oo utrudnia oczyszczanie antybiotyku.

Lepiej zastcsowaé do zobojetniania kwasnego
éluatu anionit, np. AH-2 lub EOE-10 ¢ c¢harak-
fetze zasadowym. Zobojetnienie nia anionicié

przebiega z zaadscrboweoniem z reztworu jcnow
chlorowych i z wydzielaniem sie¢ wody. Zobo-
jetnienie prowadzi sie tak, aby metanolowy
roztwor antybiotyku osiggnal pH = 3,0—3,5.

W czasie zobojetniania straty antybiotyku do-
chodzg do 7%, Zobojetniony elust zageszcza sie
W wyparce prozniowej w temperaturze 35—40°C
do niewielkiej objeto$ci i nastepnie wytrgca
chlorowodorek oksytetracykliny stezonym kwa-
sem solnym. Wytracony csad po przesgczenhiu
i przemyciu kolejno metanolem i acetonem su-
szy sie w temperaturze 40°C. Chlorowodorek
oksytetracykliny otrzymuje sie z wydajnoscig
ckolo 36%, Moc otrzymanego chlorowodorku
oksytetracykliny wynosi okolo 670 mecg/mg.

Wecelu uzyskania produktu o wyzszej mocy
mozna go przekrystalizowaé ogoélnie znanymi me-
todami (patrz przyklad IV).

Przyklad I. 10 1 brzeczki fermentacyinej Ac-
tincmyces varsoviensis sp. nov. zakwasza sie
kwasem szczawiowym do pH 2,0 stale mieszajgc.
Nastepnie dodaje sie 500 g zieini okrzemkowe)
i miesza calo§é przez 30 minut, po czym brzecz-
ke oddziela sie na wiréwce. W przypadku mei-
nego przesaczu, sgczenie malezy powtérzyd.

Klarowny przesacz o pH = 2,0—25 przepusz-
cza sie przez kolumne wypelniong kationitem
CBC-3 z szybkoscia 200 ml/cm®‘godz. Po prze-
puszczeniu f(brzeczki, kolumne przemywa sie
500 ml wody destylowanej i nastepnie 250 ml
metanolu. Zaadsorbowany antybiotyk na katio-
nicte aluujé sie 1500 ml 1 mn roztwcrem HCI
w metanolu z szybkoscia przeplywu 30 ml/cm?/
/godz.

Zebrany eluat oksytetracykliny zawiera 2,19 g
oksytetracykliny tj. 499, pierwotnej ilogci.

Kwasny eluat zobojetnia sie za pomocg anio-
nitu do pH 3,0—3,5 i nastepnie zageszcza w wy-
parce proézniowej w temperaturze 35—40°C dJo
objetodei 50 ml.

Metaholowy koncentrat oksytetracykliny za-
daje sie stezonym kwasem solnym, przy czym
nastepujé Wysalanie chlorowodorku oksytetra-
cykliny. Odsaczony osad przemywa sie kolejno
metanolem i eterem i nastepnie suszy w tempe-
raturze 40°C.

Otrzymano 1,6 g oksytetracykling o mocy
670 mcg/mg.

Inny spo§éb izolacji oksytetracykliny z brzecz-
ki ferméntacyjnej Actinomyces varsoviensis sp.
nov. polega na ekstrakcji antybiotyku z fazy wod-
nej organicznym rozpuszczalnikiem nie miesze-
jacym sie z woda przy odpowiednim pH, dosto-
sowanym do uzytego rozpuszczalnika. Jako roz-
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puszczalniki moga byé stosowane alkchole: bu-
tylowy, amylowy i ich estry oraz mieszaniny
alkoholi i ich estrow z niskimi kwasami orga-
nicznymi. Klarcwng brzeczke feimentacyjng za-
daje si¢ w$réd cigglego mieszania mieszaning
butanolu i cctanu butylowego i nastepnie dodaje
sie 209, roztworu NaOH, w celu doprowadzenia
do pH=9,5. W tych warunkach oksytetracykli-
na przechodzi z fazy wodnej do fazy organicz-
nej. Po rozdzieleniu faz, faze organiczng zawie-
Tajaca wyekstrahowany antybictyk zadaje si¢
moztworem kwasu siarkowego doprowadzaj<ic
pH do 2,0. Antybiotyk przechodzi do fazy wod-
vej, z ktorej po oddzieleniu fazy organicznej wy-
sala sie chlorowodorek oksytetracykliny soiy
kuchenng przy pH 5,5. Wytrgcony osad chloro-
-wodorku oksytetracykliny po cdsgczeniu prze-
mywa sie metanolem, a nastepnie eterem.

Przyklad II. 10 1 brzeczki fermentaeyjnej
Actinomyces varsoviensis sp. nov. zakwasza sie
kwasem szczawiowym do pH 1,8 stale mieszajgc.
Nastepnie dodaje sie 500 g ziemi okrzemkowej
i miesza calo§é w ciggu poél ogdziny, po czym
odsgcza sie grzybnie i wytracony szczawian wap-
mniowy., W przypadku otrzymania metnego lub
<opalizujgcego przesgczu nalezy proces sgczernia
powtérzyc.

 Przejrzysty przesagcz o pH =18 zadaje si¢
1000 ml mieszaniny butanolu i octanu butylowe-
g0 w stosunku 93:7 i przy stalym mieszaniu do-
daje do niego w sposéb ciggly 209/,-owy roztwor
NaCH doprowadzajac Srodowisko do pH =95.
Po ustaleniu pH calo$é miesza sie w ciggu 1 go-
dziny i nastepnie pozostawia do rozdzielenia sie
faz.

Wydajnoéé z brzeczki do fazy organicznej wy-
nosi 85%,.

‘Oddzielong faze organiczng od fazy wodncj
ekstrahuje sie 0,1 m H,SO, przy stalym miesza-

niu i doprowadza si¢ do pH = 1,8. Po ustaleniu

PH calo$¢ miesza sie w ciggu 1 godziny i na-
stepnie pozostawia do rozdzielenia faz. Faze
wodng zadaje sie krystalicznym NaCl, dopro-
wadza do pH =5,5 i pozostawia do wykrystali-
zowania chlorowodorku oksytetracykliny. Osad
odsacza sig, przemywa alkoholem, a nastepnie
elerem i suszy w temperaturze 40°C.

Moc otrzymanego chlorowodorku oksytetra-
c¢ykliny wynosi 640 meg w 1 mg. Wydajnos¢ pro-
cesu wynosi 469,

Inny sposéb wydzielenia oksytetracykliny
z brzeczki pofermentacyjnej polega na wysoleniu
antybiotyku sclg kuchenng z alkalicznego $rodo-
wiska. Niewiekki dodatek butanolu do przesgczu

powoduje zwiekszenie czysbosci wytrageonej oksy-
tetracykliny. . }

Odsgczony osad po przemyciu i wysuszeniu
rozpuszcza si¢ w metanolowym roztworze chlor-
ku wapniowego, z ktérego wytraca sie osad chlo-
rowodorku oksytetracykliny - stgzonym kwasem
solnym. Odsgczony osad przemywa sie kolejno
metanolem i eterem, a nastepnie suszy w tem-
peraturze 40°C.

Przyktad IIL .10 1 brzeczki fermentacyjnej
Actinomyces varsoviensis sp. nov. zakwasza sie
kwasem szczawiowym do pH=1,8. Nastepnie
dodaje sie 500 g ziemi okrzemkowej i miesza
calos¢ w ciggu 30 minut, po czym brzeczke cd-
sgcza sie na wirdéwce. W wypadku otrzymania
metnego przesgczu, proces saczenia powtarza
¢ie az do uzyskania przejrzystego przesgczu.

Do przesgczonej brzeczki dodaje sie przy sta-
lym mieszaniu 2,5 kg soli kuchennej i 500 ml
butanolu, a mastepnie alkalizuje sie roztworem
NaOH do pH = 9,0—9,5.

Calo$¢ miesza sie w ciggu 1 godziny, a ra-
stepnie pozostawia do rozdzielenia sie faz. W fa-
zie poSredniej na granicy fazy wodnej i orga-
nicznej zawieszony jest osad kompleksowych
soli oksytetracyikliny. Po oddzieleniu fazy wod-
nej, faze organiczng wraz z faza posrednig za-
daje sie ziemig okrzemkows i po wymieszaniu
odsacza sie osad kompleksowych soli oksytle-
iracykliny i ziemi okrzemkowej.

Po przemyciu i wysuszeniu w temperaturze
40°C otrzymano 27 g osadu kompleksowej svli
antybiotyku o mocy 115 mecg w 1 mg, co stancwi
729, mpierwotnej iloSci antybiotyku. Uzyskany
osad ekstrahuje sie pieciokrotnie w 80 ml me-
tanolowego roztworu chlorku wapniowego, sto-
sujac do pierwszej ekstrakcji 30 ml, do drugiej
i trzeciej po 15 ml, do czwartej i. piatej po 10 ml.

Do zebranego przesgczu metanolowego w ilesei
58 ml wkrapla sie 6 ml stezonego kwasu solnego
przy stalym mieszaniu. W tych warunkach wy-
tracajg sie krysztaly chlorowodorku cksytetra-
cykliny, ktére po odsaczeniu 1 przemyciu 99%,
metanolem suszy sie w temperaturze 40°C.

Uzyskano 1,78 g chlorowodorku oksytetracyk-
liny ¢ mocy 860 mcg w 1 mg.

Przyktlad IV. Sposéb rekrysializacji oksyte-
tracykliny. Celem otrzymania chlorowodorku
oksytetracykliny o wysokiej mocy mozna prze-
prowadzi¢ rekrystalizacje preparatu z metanclo-
wego roztworu chlorku wapniowego i trojetylo-
aminy: 3,5 g chlorowodorku oksytetracykliny
o mocy 670 j w 1 mg zadaje sie 1,2 g trojetylo-
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aminy i 30 ml metanolowego noztworu cihlorku
wapniowego. Po calkowitym rozpuszczeniu chlo-
rowodorku oksytetracykliny dodaje sie 45 ml
stezonego- kwasu solnego. Wytragca sie osad
chlorowodorku oksytetracykliny, ktéry po od-
sgczeniu i kolejnym przemyciu metanolem
i eterem suszy sie w tmperaturze 40°C.

‘Ofrzymano 2,6 g chlorowodorku oksytetracyk-
liny o mocy 920 mcg w 1 mg.

Kontrole przeprowadzono ogdélnie znanymi me-
todami chemicznymi i biologicznymi.

441. RSW ,,Prasa“ Kielce. e

Zastrzezenie patentowe

Sposob otrzymywania oksytetracykliny na dro-
dze biosyntezy w warunkach tlenowych w plyn-
nym podiozu zawierajgcym zrodia azotu, wesgla,
soli mineralnych i elementéw s$ladowych, zna-
‘mienny tym, ze do biosyntezy stosuje sie szczep
Actinomyces varsoviensis sp. nov., bedacy no-
wym gatunkiem promieniowca.

Wlodzimierz Kurylowicz
Franciszek Ulak

Zastepcy: Jozef Felkner & Wanda Modlibowska
rzecznicy patentowi
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