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Przedmiotem wynalazku jest spos6b wytwarzania nowego
-antgbiotyku A-22082, ktéry jest antybiotykiem polipepty-
-dowym. Sposéb wedlug wynalazku obejmuje réwniez
.oddzielanie i wyodrgbnianie antybiotyku A-22082.
 Antybiotyk wytwarza si¢ na drodze hodowli podpowierz-
.chniowej z napowietrzaniem nowego szczepu Aspergillus
-nidulans NRRL 8112, prowadzonej do momentu wytwo-
rzenia znacznej aktywno$ci antybiotycznej. Antybiotyk
-oddziela si¢ od brzeczki na drodze ekstrakcji za pomoca
polarnych rozpuszczalnik6w organicznych. Antybiotyk
A-22082 wyodrebnia si¢ réznymi metodami, na przyklad
~chromatograficznie.

Sposéb wedlug wynalazku polega na tym, ze prowadzi
.si¢ hodowle podpowierzchniowa z napowietrzaniem szcze-
pu Aspergillus nidulans NRRL 8112 w pozywce hodowlanej,
zawierajacej przyswajalne Zrédla weglowodanéw, azotu
-oraz sole nieorganiczne, do momentu wytworzenia przez
-drobnoustréj znacznej aktywnos$ci antybiotycznej w okre-
$lonej pozywce, po czym ewentualnie, antybiotyk A-22082

-oddziela si¢ od pozywki hodowlanej i w: razie potrzeby,.

wyodrebnia si¢ go.

Nowy antybiotyk A-22082 stanowi bialy, bezpostaciowy
proszek, rozpuszczalny w matanolu, etanolu, dwumetylo;
-formamidzie, dwumetylosulfotlenku, octanie etylu oraz
w wodnych roztworach o wartoéci pH wigkszej od 7,0,
.natomiast jest nierozpuszczalny w eterze dwumetylowym
i eterze naftowym. Dane analityczne antybiotyku A-22082
-s3 nastepujace: przyblizony cigzar czasteczkowy, okreslony
:za pomoca spektrometrii masowej i miareczkowania wyno-
:si 1100. '
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Przyblizony skiad: C 56,52%, H 7,29%,, N 8,68, O 27,09.

Przyblizony wz6r empiryczny: Ciy-53H;0-53N7017-195
a skrecalnoé¢ wlasciwa [a] ]'*’35—44" (stezenie pomiarowe
0,5%, CH;0H) i [a] §§s
CH,O0H). .

Widmo IR w KBr wykazuje nastgpujace charakterysty-
czne maksima absorpcji, okre§lone w mikronach: 2,97
silne, 3,30 slabe, 3,36 zbagze, 3,39 $rednie, 3,47 slabe,
5,97 silne, 6,06 silne, 6,45 $érednie, 6,53 érednie, 6,83 $rednie,
7,78 stabe, 8,00 slabe, 9,07 slabe i 11,66 siabe.

Widmo UV zaréwno w obojetnym, jak i zakwaszonym
metanolu wykazuje - maksima absorpcji przy 225 nm
(¢ = 18000),275 nm (¢ = 3000) i 284 nm (zbocze 2500),
a w zalkalizowanym metanolu wykazuje maksima absorpcij
przy: 245 nm (g = 16000) i 290 nm (¢ = 3000).

Widmo NMR 13C wykazuje charakterystyczne piki o nas-
tepujacych wartosciach é ppm: 176,1, 174,3 173,4, 172,7,
172,4, 169,8, 158,4, 132,8 130,9, 129,6, 129,0, 116,2, 77,0,
75,7, T4,4, 71,3, 70,9, 69 ,6, 68,3, 62,4, 58,7, 56,9, 56,1, 52,9,
39,0, 38,5, 36,8, 35,2, 33,9, 32,9, 32,6, 30,7, 30,4, 30,2, 28,2,
27,0, 25,5, 23,6, 20,1, 19,6, 14,4, i 11,3.

Stwierdzono obecno$¢ miareczkowalnej grupy o wartosci |
pK, 12,7 w 66% wodnym roztworze dwumetyloformamidu.
Analiza aminokwasé6w po hydrolizie wykazala obecno$é
treoniny, hydroksyproliny oraz trzech innych, dotychczas
nie zidentyfikowanych aminokwaséw. W wyniku chromato-
grafii cienkowarstwowej na zelu krzemionkowym, w ukla-
dzie rozwijajacym benzen-metalnol (7:3) i przy uzyciu Can-
dida albicans do bioautografii otrzymano Rg = 0,35,
natomiast w wyniku chromatografii bibulowej z bioauto-

—156° (stezenie pomiarowe 0,5%,
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grafia przy uzyciu Candida albicans otrzymano wartoci Ry,
podane w tablicy 1.

. Tablical
Warto§é RE Uklad rozwijajacy
b,76 - Bﬁtz.nol nasYcony woda
" 0,69 | Butirol nasycony woda i 2% kwasu
b p-toluenosulfonowego
0,75 | Metanol — 0,1 n HCI (3:1)
0,17 Butanol-etanol-woda (13,5:15:150)
0,78 Metanol — 0,05 m cytrynian sodowy o
pH=5,7 (7:3), bibula buforowana 0,05 m
cytrynianem sodu o pH = 5,7.

Wymkl analizy elementarne) odpowiadajg szczegélnie
wzorowi empirycznemu Cg,H,,N,;0,, - H,O, obliczono:
C 56,24, H 7,54, N 8,84, O 27,39. Widma IR antybiotyku
A-22082 w KBr podano na zalaczonym rysunku. Antybio-
tyk A-2208 jest podobny do polipeptydowego antybiotyku
o nazwie Echinocandin B, opisanego ostatnio przez F. Benza
i wspélpracownikow w Helvetica Chimica Acta 57,
2459-2477 (1974), posiada jednak  odmienne spektrum
dzialania. Drobnoustrdj, zdolny do produkcji antybiotyku
A-22082, zostal sklasyfikowany jako szczep Aspergillus
nidulans (Eidam) Wint., ktéry nalezy do grupy Aspergillus
nidulans. Klasyfikacj¢ przeprowadzono w oparciu o opis
K.B. Rapera i D. 1. Fenne¢la w ,,The Wiliams and Wilkins
Company, Baltimore, Md. 1965. Okreslenia barw do-
konano zgodnie z metoda ISCC-NBS (K.L. Kelly i D.B.
Judd, ,,The ISCC-NBS Method of designating Color and
a Dictionary of Color names” U.S. Dept. of Commerce,
Circ 553, Washington D.C. 1955). Wzorcé barw Maerza
i Paula s3 opisane w A. Maerz and M.R. Paul ,,Dictionary
of Color” McGraw-Hill Book Company, New York,
N.Y., 1950. Hodowla szczepu prowadzona w temperaturze
25°C, o ile nie podano inaczej.

Charakterystyka hodowli szczepu Aspergillus Nidulans
NRRL 8112. Roztwér agarowy Czapek’a.

Hodowla prowadzona w temperaturze 25°C osigga po
2 tygadniach érednice 4,0 cmgKolonia jest drobno pofaldo-
wana na powierzchni i ma silnie zabkowane obrzeze,
skladajace si¢ z gleboko zanurzonych, brazowo-zéltych
strzgpkéw. Czasami pojawia si¢ bezbarwna wydzielina,
przechodzgca 'w miiire starzenia sie¢ w rézowawa. LuZo
utkane, prawie kuliste gléwki konidialne pojawiaja si¢
“dowolnie' porozrzucane na powierzchni i wzdluz obrzeza

_kolonii; W miare dojrzewania gléwki konidialne stajg si¢
cialpiej utkane i przeplatane, ewentualnie oslonig¢te przez
komoérki’ gruboscienne. Mlody wzrost posiada barwe od
bn!e) do’ plowo-26ltej, przyjmujac nastepnie barwe blado-
261to-zielona (ISCC-NBS 12, Maerz i Paul 10-A-1).

* Po2 tygodniach kolonia staje si¢ bladopomarariczowo-z6ita

(ISCC-NBS 73, Maerz i Paul 10-B-3). Po trzech tygodniach

rozlegle porozrzucane gléwki konidialne wystepujace cza-
sami w sKupiskach, maja barwg¢ od bialej do jasmo-

%6ltej, przyjmujac péiniej barwe ciemna szarawo-6lta

(ISCC-NBS 91, Maerz i Paul 13-11-1). Zaden rozpuszczal-

ny pigment nie jest prbdukowﬁny Lekko pofaldowany
poczatkowo spéd kolonii ma barwg od bialej do jasnobra-

Zowej (ISCC-NBS 57, Maerz i Paul 5-A-10), ciemniejac

W miar¢ starzenia przyjmuje ciemne purpurowe- odcienie.
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Gl6éwki konidialne, poczatkowo rozchodzace si¢ kulifcie,,

tworza czasem krétkie zwarte kolumny. Milode glowki
kuliste osiagaja do 70 mikrondw, ale $§rednio majg 60 mikro---
néw. Kolumnowe giéwki konidialne maja dhugosé 75—125 p
i gruboé¢ 30—65 p, a przecietny wymiar 95 x 47 p. Konidio--
fory, pecherzyki i fialidy sa gladko$cienne 'o barwie blado--
brazowej. Dlugo$¢ konidioforu waha si¢- w granicach.
38—56 |, ale moze doj$¢ do 85 1. Szeroko$é¢ konidioforu
moze dochodzi¢ do 5 p. Pecherzyki sa od prawie kulistych do-
potkulistych i moga by¢ plasko zakoriczone. Na og6} maja.
one $rednic¢ 8—11 u, przecigtnie 9,6 p. Zgrubiale strzepki,.
utrzymujace rodnik, sa dwuseryjne natomiast wtérne-
strzepki zgribiale rzadko wy_stcpujq w parach. Pierwotne-

" strzgpki zgrubiale s prawie klinowe. Dlugoéé¢ ich wynosi

3,2—6,3 p, przecigtnie 4,4 u. W swoim najszerszym miej--
scu maja 2,8 p. Strzepki wtérne maja ksztalt butelkowaty
i wydluzony. Strzepki wtérne w swoim najgrubszym.
miejscu maja 3,4 mikrona i zmniejszaja si¢ do 1 mikrona..
Dhugoéé ich wynosi 4,7—7,9 mikrona przecig¢tnie 6,2 p.
Zarodriiki s3 drobno pofaldowane, kuliste i w masi¢ maja

. zabarwienie od zéltego do zielonego.. Srednica ich waha sie

w granicach 1,6—4,6 | i wynosi przeci¢tnie 2,5 pu. Stadium.
workotwoércze zasklepia si¢ na powierzchni w komérkach
grubosciennych, ale mozna je takze znalezé w glebi kolonii.
Komoérki gruboscienne otaczajgce “askokarp s3 bezbarwne-
i moga byé rézowawe do brazowych, w miar¢ rozwoju kle-
istotecji. S one kuliste do pélkulistych lub owalne do wy--
dhuzonych i na og6l maja $rednice 14—18 p. Kleistotecje
sa kuliste, grubocienne, przy czym miode sg bezbarwne,.
a w pelni dojrzale s3 ciemnopurpurowe. Srednia Kleisto-
tecji wynosi 185—320 p, przeci¢tnie 200 p. Worki nasienne-
sg bezbarwne, od kulistych do owalnych i moga si¢ rozpa--
da¢ zanim dojrzeje Kleistotecja. Kuliste worki nasienne-
maja $rednice 12,6 . Owalne worki nasienne maja przecie-
tnie 14,1 x 11,1 p i wahajg si¢ w granicach 12,6—17,4
dtugoéé i 9;5—12,6 pn szeroko$¢. Askospory sa gladkie,.
pomarariczowe i ozdobione dwoma réwnoleglymi deli-
katnie pofaldowanymi, ekwatorialnymi nieprzerwanymi
zgrubieniami, o szerokosci 0,8 p. Zgrubienia ekwatorialne
przechodzg przez o§ dluga soczewkowatej askopory o dhu--
goséci 4,3—5,1 p i szerokosci 2,7—3,5 u, przeci¢tnie .4,5—
—3,2 . W przypadku, gdy zgrubienia przechodza przez
krotka of askospory, wydajg si¢ one mie¢ érednice, réwna.
dlugosci soczewkowatej askospory.

Hodowla na agarze z wyciagiem slodowym. Kolonie,
hodowane W temperaturze 25°C, wzrastaja gwaltownie,.
osiagajac §rednice 5 cm w ciggu 10 dni i §rednice 7 cm
w ciagu 3—4 tygodni. Kolonie s3 aksamitne i zélto-zielone.
Okolo siédmego dnia wzrostu pojawiaja si¢ dowolnie:
porozrzucane male skupiska komérek gruboéciennych,.
pokrywajacych askokarp na powierzchni kolonii i na obrzezu.:
Skupiska komérek grubosciennych, otaczajacych askokarp.
stdjq si¢ W miarg¢ starzenia ciemnozoélte. Zabkowane obrzeze-
kolonii tworza glgboko zanurzone, Z6ltawo-brazowe
strzgpki. Na og6t powierzchnia kolonii jest olxwkowo—zxe-
lona (ISCC-NBS 125, Maerz i Paul 24-L-1), a spéd ‘
kolonii jest umiarkowanie ohwkowy (ISCC-NBS 107,.
Maerz i Paul 15-L-4).

Zarodnikowanie i stan workowaty sa podobne do uzyska-
nych w hodowli na roztworze agarowym Czapek’a z kilkoma.
wyjatkami, a mianowicie: pecherzyki sa mniejsze, o $rednicy-
6,3—11,0 p, przecigtnie 8,7 n. Kuliste worki maja $rednice:
11,0 p, a owalne 11,1—12,6 p dlugoéci i 9,5—10,3 p szero--
koéci, przecigtnie 11,3 p X 10 1 p. Askospory maja przecig—
tnie 4,0 ux3,2 .
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Pewne cechy charakterystyczne szczepu Aspergillus ni-

dulans NRRI, 8112, pradukujacego antybiotyk A-22082,

_réimq sie od cech charakterystycznych drobnoustroju,
opisanego przez Rapera i Fennela. Szczep, produkujacy
antybiotyk A-22082, wytwarza mniejsze konidiofory,
zarodniki i komérki gruboscienne pokrywajace askokarp,
natomiast nieco wigksze gléwki konidialne i wtérne zgru-
biale strzepki utrzymujace zarodnik. Poza tym szczep,
produkujacy antybiotyk A-22082, wytwarza wydzieling
podczas gdy drobnoustrdj opisany przez Rapera i Fennela
tej wydzieliny nie wytwarza. Wszystkie pozostale cechy
charakterystyczne zgadzaja si¢ z opublikowanymi i po-
" twierdzaja identyfikacje drobnoustroju, wytwarzajacego
antybiotyk A-220§2, jako nowego szczepu Aspergillus
nidulans (Bidom) Wint. ’

Hodowla szczepu Aspergillus nidulans, nadajacego si¢
do pi'odukcji nowego antybiotyku A-22082, zostala zdepo-
nowana i wchodzi w sklad kolekcji szczepéw . Northern
Regional Research Laboratory, U.S.Pept. of Agricultural
Research Service, Peoria, Illinois 61604, gdzie jest ogélnie
dostcpna pod numerem NRRL 8112. '

Szczep Aspergillus nidulans NRRL . 8112 produku)e
réwniez znany zwigzek sterigmatocystyne, ktéra ekstrahule
si¢ z brzeczki lgcznie z antybiotykiem za pomoca poiamych
rozpuszczalnikéw organicznych. W celu oddzielenia anty-
biotyku od sterigmatocystyny stosuje si¢ techmkc wytrg-
cania. Antybiotyk A-22082 oddziela si¢ od mnych skladni-

_nikéw brzeczki na drodze chromatografii kolumnowe;j
na Zzelu krzemionkowym, stosujac do elucji mieszaning
acetonitryl-woda (97:3). Antybiotyk A-22082 izoluje sig¢
od innych czynnikéw drugorzednych za pomocs chromato-
grafii kolumnowej na zelu krzemionkowym, stosujac jako
eluent acetonitryl z woda (97:3).

Do hodowli Aspergillus nidulans NRR 8112 mozna sto-
sowa¢ dowolng pozywk¢ hodowlana. Jednak ze wzgledéw
ekonomicznych, z nwagi na optymalng wydajnos¢ i latwosé
wyadrebnienia -produktu korzystne s niektére z pozywek.
Korzystnym zrédiem weglowodanéw w procesie fermentacji,
prowadzonym w duzej skali, jest sacharoza, chociaz
mozna réwniez stosowaé glikoze, maltoze, gliceryn¢ i tym
podobne. Korzystnymi Zrédlami azotu sg: enzymatyczny
hydrolizat kazeiny i wyciag namoku kukurydzy. W skiad po-
Zywki hodowlanej moga takze wchodzi¢ odzywcze sole
nieorganiczne. Do soli tych naleza zazwyczaj rozpuszczalne
sole, stanowigce Zrédlo jonéw sodowych, magnezowych,
wapniowych, amonowych, chlorkowych, weglanowych,

siarczanowych, azotanowych i tym podobne, Podstawowe -

pierwiastki $ladowe niezbedne do wzrostu i rozwoju drobno-
ustroju powinny takze wchodzi¢ w sklad pozywki. Tego
rodzaju pierwiastki wystepuja powszechnie jako zanieczysz-
czenia innych skladnikéw pozywki w ilodciach, wystar-
czajagcych do zaspokojenia zapotrzebowania drobnoustroju
W czasie wzrostu.

W przypadku wystapienia pienienia w czasie fermentacji
w duzej skali, moze okazaé si¢ konieczny dodatek maiej
iloci, na przyklad 0,2 ml/l $rodka przec1wp1ennego
takiego jak glikol polipropylenowy.

W celu wytworzenia znacznej ilo§ci antybiotyku A-22082
korzystni¢ prowadzi si¢ podpowierzchniowa hodowle
z napowietrzaniem w tkankach fermentacyjnych. Male
ilo$ci mieszaniny antybiotycznej mozne wytworzy¢, prowa-
dzac hodowle w kolbach na trzgsawce. Ze wzgledu na wy-
dluzenie ‘si¢ czasu wytwarzania antybiotyku, zazwyczaj
zwigzane ze szczepieniem duzych tankéw drobnoustrojem
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w formie zarodnikowej, korzystne jest stosowanie inokulum
wegetatywnego.

Inokulum wegetatywne grzybni przygotowuje si¢ przez
szczepienie nie‘du?éi objetosci pozywki drobnoustrojem
w postaci zarodnikujacej lub kawatkami grzybni, otrzymujac
$wieza aktywna hodowl¢ wzrostowa drobnoustroju. Otrzy-
mane inokulum wegetatywne przenosn si¢ do duzego
fermentora. Do hodowli inokulum wegetatywnego mozna
uzy¢ tej samej pozywki, ktéra 1est stosowana w wigkszych
fermentacjach, jak réwniez zastosowaé inne podloze.

Drobnoustrdj Aspergillus nidulans moze byé hodowany
w temperaturach od okolo 20°C do okolo 40 °C. Optymalne
warunki produkcji A-22082 wyst¢puja W ' temperaturze
25—30°C. Pozywke hodowlana napowietrza si¢ rozproszo-
nym jalowym powietrzem, stosujac mechaniczne mieszanie
za pomocy typowego mieszadla turbinowego, w calkowicie
przegrodzonym tanku fermentacyjnym. Wydajna produkeje
antybiotyku osiaga si¢ wtedy, gdy st¢zenie rozpuszczonego
w brzeczce tlénu jest utrzymywane na poziomie 359, nasy-
cenia powietrzem lub powyzej. Produkcje antybiotyku
A-22082 mozna kontrolowaé w czasie fermentacji za-pomoca
badan, w ktérych oznacza si¢ aktywno$é¢ antybiotyku

' w alkoholowym ekstrakcie z calej brzeczki w stosunku do
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" albicans,

drobnoustroju wrazliwego na dzialanie antybiotyku.
Drobnoustrojem, stosowanym w badaniach zawarto$ci

antybiotyku A-22082, jest Candida albicans. Oznaczenia

bxologlcznego dokonuje sig dogodnie metoda dyfuzyjng

‘krazkéw  bibutowych na plytkich agarowych. Aktywno§¢

antybiotyku mozna na ogét wykryé w trzecim dniu fermen-
tacji. Maksymalny wzrost aktywnoéci antybiotycznéj
w hodowli Aspergillus nidulans wystepuje zazwyczaj
miedzy okolo 41 6 dniem. . .

Antybiotyk A-22082 jest uzytecznym $rodkiem. przeciw-
grzybowym. Aktywnoé¢ przeciwgrzybowa amtybiotyku
A-22082 wykazano w testach in vitro. Aktywnoéé przeciw-
grzybowa mierzono typowa metoda dyfuzyjna krazkéw
bibulkowych, stosujac krazki o $§rednicy 6 mm, ktére zanu-
rzono w roztworach, zawierajagcych antybiotyk A-22082,
a nastepnie nakladano na plytki agarowe, szczepione
drobnoustrojem testowym.

W tablicy 2 zebrano warTodci najmniejszego mzema
hamujgcego MIC dla krazkéw, przy ktérych badany
zwigzek hamowal drobnoustroje testowe.

Tablica 2
Drobnoustréj testowy . MICp
g/krazek
Candida’ Albicans 0,625
" Trichophyton Mentagrophytes 0,078
Candida tropicalis 3,12

Testy in vitro wykazujq réwniez, ze antybiotyk A-22082
hamuje Geotrichum candidum oraz cztery gatunki Micro-
sporum. Aktywno$¢ przeciwgrzybowa antybiotyku A-22082
zostala nastepnie wykazana w testach in vivo. Po podaniu
dwéch dawek antybiotyku myszom, zakazonym Candida
otrzymano ochrong przeciw infekcji.  Miarg
uzyskanej ochrony jest warto$¢ ED,, [dawka skuteczna
w mg/kg, ktéra zabezpiecza 509 myszy, patrz W. Wick
i inni, J. Bacterial 81, 233—235 (1961)] . Dawka skuteczna
antybiotyku A-22082 przeciwko Candida albicans u myszy
wynosila 30 mg/kg przy podawaniu dootrzewnowym i
50 mg/kg przy podawaniu podskérnym. U myszy, ktérym
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podawano antybiotyk A-22082 dootrzewnowo lub podskoér-
nie w dawkach 100 mg/kg dwa razy dziennie przez 3 dni
(dawka calkowita 600 mg/kg), nie stwierdzono ostrej tok-
sycznosci. Ostrej toksycznosci nie stwierdzono takze przy
podawaniu myszom antybiotyku A-22082 dootrzewnowo
w dawkach 200 mg/kg 3 razy na dobg¢ (dawka calkowita
600 mg/kg). Antybiotyk A-22082 przy stosowaniu jako
érodek przeciwgrzybowy podaje si¢ pozajelitowo, zazwyczaj-
lacznie z dopuszczalnym w farmacji noénikiem lub roz-
puszczalnikiem. Dawkowanie antybiotyku A-22082 bedzie
zalezalo od rodzaju i ostrosci konkretnej infekcji. W celu
pelniejszego zilustrowania wynalazku podario nizej zamiesz-
czone przyklady. '

Przyktad 1. A. Wytwarzanie antybiotyku A-22082
przez hodowle Aspergillus nidulans na trzgsawce. Hodowle
Aspergillus nidulans NRRL 8112 prowadzono na skosie
agarowym o nast¢pujacym skladzie:

Skiadnik Zawarto$¢
Pasta pomidorowa ' 29,
Owsianka 2%
Agar . 2%,
Woda dejonizowana 949,

Na skos agarowy naniesiono szczep Aspergillus nidulans
NRRL 8112, po czym szczepiony skos inkubowano w tem-
peraturze 25°C przez 7 dni. Dojrzala hodowle pokryto
surowica wolowa, po czym zeskrobano zarodniki eza. Otrzy-
mang zawiesing poddano liofilizacji, otrzymujac 6 granulek
liofilizatu. Jedna granulke wyzej otrzymanego liofilizatu

uzyto do szczepienia 50 ml wegetatywnej pozywki o naste- -
pujacym skladzie:

Skiadnik Ilos¢
N Glikoza ’ 150%

Gliceryna ' 1,0%

Wytloki nasion bawelny . 2,5%

CaCoO, 0,1%

Woda 95,4%, -

Szczepiona pozywke wegetatywna inkubowano w, 250 ml
kolbach Erlenmeyera, w temperaturze 25 °C przez 48 godzin
na trzesawce obrotowej (250 obr/min., amplituda 5,1 cm).

B. Wytwarzanie antybiotyku A-22082 przez hodowle
Aspergillus nidulans NRRL 8112 w tanku fermentacyjnym.

W celu uzyskania wigkszej objetosci inokulum, 10 ml
powyzej opisanej inkubowanej pozywki, uzyto do szcze-
pienia 200 ml pozywki II generacji o tym samym skladzie.
Szczepiona pozywke II generacji inkubowano w 2 litrowych
kolbach Erlenmeyera, w temperaturze 25°C, przez 48
godzin na trz¢sawce obrotowej przy 250 obr/min (amplituda
5,1 cm). 800 ml inkubowanej pozywki II generacji, przygoto-
wanej wyzej opisanym sposobem, uzyto do szczepienia
100 litréw jalowego podioza produkcyjnego o nastepujgcym
_skladzie:

Skiladnik / N Ilos§¢

Sacharoza - 2,0%

Maltoza 1,0%

Ekstrakt stodowy 1,0%

Melasa - 0,5%

Wyciag namoku kukurydzy 0,5% £
Hydrolizat enzymatyczny kazéiny*)0,5%

Woda - 94,59,

*) N-Z-Case, Sheffield Chemical CO. Norwich, N.Y.
"Pozywka po sterylizacji w autoklawie, w temperaturze
120°C, przez 30 minut pod ci$nieniem 1,05—1,4 atm
miala warto$¢ pH = 7,1. Szczepione podloze produkcyjne

10

15

20

25

30

40

45

50

55

60

65

- 8
pozostawiono do fermentacji w 165 litrowym tanku fer-
mentacyjnym, w temperaturze 25°C, na okres 5 dmi.
Pozywke napowietrzano jalowym powietrzem w ilosci
0,4 obj./ obj./min. Mieszanie prowadzono typowymi
mieszadlami z szybko$cig 250 obr/min.

Przyktlad II. Oddzielanie antybiotyku A-22082.

200 ml l'zeczki pofermentacyjnej, calo§é otrzymang
sposobem, opisanym w przykladzie I, przesaczono przy
uzyciu pomocniczego materiatu filtracyjnego (ziemia
okrzemowa-Hyflo Super-cel, Johns-Manville Products
Corp). Odsaczong grzybnie ekstrahowano 100 1 metanolu.
Ekstrakt metanolowy zatezono pod zmniejsaonym ciénie-
niem do objetosci okolo 50 1. Zat¢zony ekstrakt metanolowy
zakwaszono do pH = 3,5—4,0 przez dodanie kwasu
solnego. Otrzymany roztwér ekstrahowano dwukrotnie
1/2 objetosci chloroformu. Ekstrakty chloroformowe po-
laczono i zatgzono do objetosci okolo 1 litra. 250 ml tego
koncentratu dodano do 100 ml acetonitrylu. Otrzymany
roztwér przesaczono pod zmniejszonym ciénieniem do
objetoéci okolo 150 ml. Otrzymany zate¢zony przesacz
naniesiono na kolumn¢ 5,554 cm, wypelniong Zelem
krzemionkowym Woelm i eluowano mieszaning acetonitryl
—woda (97:3), przy szybkoéci wyplywu 5 ml na minute,
zbierajac frakcje o objetosci okolo 10 ml. Eluat kontrolo-
wano metoda chromatografii cienkowarstwowej na zelu
krzemionkowym w ukladzie rozwijajgcym benzen-metanol
(7:3). Detekcje antybiotyku A-22082 przeprowadza si¢
za pomoca bioautografii szczepem Candida albicans.
Frakcje 136—190 zawieraly cze$ciowo oczyszczony anty-
biotyk. Frakcje te polaczono i odparowano pod zmniejszo-
nym ci$nieniem, otrzymujac 453 mg cz¢$ciowo OCZyszczo-
nego antybiotyku.

- Przyktad III. Wyodrebnianie antybiotyku A-22082.

200 mg cze$ciowo oczyszczonego antybiotyku A-22082
poddano chromatografii na kolumnie #,5x 6,0 cm, napel-
nionej zelem krzemionkowym Woelm, stosujac do elucji
miszanin¢ acetonitryl-woda (95:5). Elucj¢ prowadzono
z szybkoscia 1 ml na minute, zbierajgc frakcje o objetosci
5 ml. Frakcje kontrolowano sbosobem, opisanym w przy-
kladzie II. Frakcje 1—3, zawierajace antybiotyk A-22082,
polaczono i zat¢zono pod zmniejszonym ciénieniem,
otrzymujac oleista pozostalo§¢. Oleista pozostalo$¢ pono-
wnie poddano chromatografii na kolumnie 1,5x12 cm,
napelnionej Zelem krzemionkowym Woelm, stosujac do

. elucji mieszanine acetonitryl-woda (97,7). Frakcje 15—20,

zawierajace antybiotyk A-22082, polaczono i zat¢zono pod
zmniejszonym ci$nieniem do oleistej pozostalo$ci. Otrzymana
oleisty pozostalo§¢ rozpuszczono w 2 ml metanolu,
po czym roztwér metanolowy dodano do 20 ml eteru dwu-
etylowego. Wytragcony osad odsaczono i wysuszono, otrzy-
mujgc 35 mg antybiotyku A-22082.

Zastrzezenie patentowe

Spos6b wytwarzania nowego antybiotyku A-22082,

' znamienny tym, ze prowadzi si¢ hodowle podpowierz-

chniowa z napowietrzaniem szczepu Aspergillus nidulans
NRRL 8112 w pozywce hodowlanejs zawierajacej przyswa-
jalne zrédlo weglowodanéw, azotu oraz sole nieorganiczne,
do momentu wyprodukowania przez drobnoustr6j znacznej
aktywnosci antybiotycznej w pozywce i ewentualnie od-
dziela si¢ antybiotyk A-22082 od pozywki heodowlanej
oraz ewentualnie wyodrebnia si¢ antybiotyk A-22082.
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