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Sposéb otrzymywania nowego antybiotyku

Patent trwa od dnia 7 wrzeSnia 1959 r.

Wynalazek dotyczy sposobu . otrzymywania
nowego antybiotyku Inanostatyny na drodze
biosyntezy za pomocg nowego szczepu Strep-
tomyces species INA-389.

Inanostatyna podobna jest do znanego an-
tybiotyku erytromycyny, co stwierdzono na
podstawie analizy elementarnej, skrecalnosci
wlasciwej Swiajla spolaryzowanego i wartosci
Rf w chromatografii bibulowej.

Jak wiadomo, przy wytwarzaniu erytromy-
cyny podczas procesu fermentacji trwajgcej
72 — 120 godzin w temperaturze 30 — 38°C
wystepije bardzo silne pienienie, przy czym
poza antybiotykiem wytwarza sie niezidenty-
fikowany pigment barwy czerwone), rozpusz-
czalny zardwno w podlozu jak i w organicz-
nych rozpuszczalnikach. Pigment ten w duzej
mierze utrudnia wydzielanie czystego produktu
i znacznie obniza wydajno$é procesu. .

Stwierdzono, %e zastosowanie do biosyntezy
nowego szczepu Streptomyces species TNA-389,
umozliwia wyeliminowanie pienienia  sie

brzeczki i wytwarzania sie pigmentu, co z ko-
lei pozwala na otrzymanie czystego antybio-
tyku.

Nowy szczep Streptomyces species INA-389
wyizolowano z gleby w Polsce. Wykazuje on
nastepujace wilaSciwosci: na stalych pozyw-
kach agarowych posiada silny, gesty wzrost
grzybni powietrznej o barwie bialo-szarej.

Pod mikroskopem obserwuje si¢ - strzepki -
grzybni z zarodnikami, ukladajacymi si¢ w
laficuchy. Na agarze ziemniaczanym grzybnia
bujnie rosnie, jest silna, gesta i tworzy za-
rodniki o zabarwieniu szaro-bialym., Na po-
zywece z zelatyng roénie wokél $cianki pro-
béwki i nieznacznie rozrzedza podloze.

Na bulionie z glukozg ro$nie w postaci bia-
lego kozucha na jego powierzchni.

Na agarze syntetycznym roénie slabo i two-
rzy grzybnie o zabarwieniu szarym.

Na mileku z lakmusem ro$nie na powierzch-
ni pozywki, alkalizujac jednoczeénie podloze.
Szczep Streptomyces sp. INA-389 jest bardzo



alnym tlenowcem.i posiada .optymalna ‘tempe-
rature wzrostu 38°C.
Ba@m p wnawc‘e
389‘@ SZ
erythreus ATCC 11635 — producentem erytro-.
mycyny . wykazaly réznice uwidocznione w po-

o espemes INA

nizszej tabeli:

Oprécz

tego

dodaje si¢ soli mineralnych:

NaCl, (NH,),SO,, KCl, NH,Cl, KH,PO, w ce-

pu Streptomyces
em Streptomyces

tacyjnej

lu utrzymania odpowiedniego pH stosuje sie
najkorzystniej CaCO

Inanostatyne wydz1ela sie z brzeczkl fermen-
przez

ekstrakcje ' rozpuszczalnikiem

organicznym, a nastepnie oczyszcza np. przez ’

Strept. erythreus Strept. species
ATCC — 11635 INA-389
. Zdgrodniki na spiralnych Zarodniki na konidifofach — roéz-
Mikroskopowo konidiforach. nych dh_lgoéci.
. . Wzrost do$é dobry, grzybnia po-| . ‘ .
Agar zwykly wietrzna biala, péZniej rézowa, Wzrost dosé dobry, grzybnia po-

ciemne zabarwienie podloza.

wietrzna biala, podzniej ‘szara.

Agar kartoflany

Wzrost bardzo dobry, grzybnié po-
czatkowa biala, péZniej rdézowa.

AWzrost bardzo dobry, grzybnia po-

czatkowo biala, péZniej szara.

Zelatyna

Wzrost na powierzchni rozrzedzo-

nego podloza.

Staby wzrost na powierzchni, lek-
kie rozrzedzenie podloza.

Mleko z lakmusem

Wzrost na powierzchni, peptoni-

zuje i alaklizuje podloze.

Wzrost na powierzchni, alkalizacja

podloza.

Wzrost w postaci kozucha, . ciemne

Wzrost w postaci delikatnego ko-

Buli N
uion zabarwienie podloza. jiucha, nie barwi bulionu.
14 o . .
Pigment Wytwarza rézowy pigment. llia;pggtzichz):ilne%lg nggrgx?ner:llfu.wytwarza
Optymalna tempe- ° ' © o °
ratura wzrostu 21 = ,30 c 38" —39°C
Tlenowiec. ‘Wybitny tlenowiec.

Szczep Streptomyces . species INA-389 prze-
chowuje si¢ na podlozu = ziemniaczano-agaro-
wym, w piasku lub na kaszy jaglanej.

-.W_ procesie otrzymywania Inanostatyny sto-
suje ci¢ szczep Streptomyces species INA-389
.poddéwany uprzednio w znany sposéb selek-
cjom za pomocg S$rodkéw mutagennych pro-
mieni UV, iperytu azotowego .

Wedlug wynalazku, proces fermentacn
binowej prowadz1 sie w temperaturze ponizej
40 C, na:korzystméj w temperaturze 38 — 39°C
w ciggu 72 — 100 godzin.. W 80 godz_m_le fer-
mentacji brzeczka 'osiaga szczytowg - aktywnosé.

Do pozywki fermentacyjnej wprowadza sig
nastepujgce skladmkl jako Zrédlo wegla skro-
big, glukoze, sacharoze, wyciag namokowy
memmakéw itd,, jako zrodio azotu. make z Wy-
tlokéw arachidowych, orzechy arachidowe, ma-
ke grochowa, wyciag namokowy kukurydzv

gle-

reekstrakcje do roztworu wodnego i wysolenie.
Przykt1!ad: Fermentacja dwustadiowa

na trzesawce. Szczep Streptomyces sp. INA-389

hodowano na podlozu stalym o nastepujacym.

skladzie:

Wyciagg namokowy z 400 g z1emn1ak6w

Agar 20 g

- Woda do 1 litra

Czas trwania inkubacji 4 — 5 dni w tempe-
raturze 38°C.

Stadium 1. Zarodnikami uzyskanym1 z hoda—~
wli szczepu na wymienionym ~ wyzej - stalym
podlozu zaszczepia si¢ pozywke . posiewowa
o nastepujgcym skladzie: S
Caco; - o 0,6%

Wyciag namoku kukurydzy 2,0% (suchej masy)
Sacharoza 3,0% .
(NH,),SO, . 0,4%

—_ 2 —



PH — naturalne. Sterylizacje prowadzi sie 20

minut 7 temperaturze 130°C. Inkubacja na
trzgsawce trwa 48 godzin w temperaturze
38°C.

Stadium II. Uzyskanym 48-godzinnym we-
getatywnym inoculum I stadium w ilosei 1Y
objetosciowego szczepi sie kolby z pozywkg
produkcyjng o nastepujacym skladzie:

maka arachidowa
wyciag namoku

2,0%

ziemniaczanego 2,0% (suchej subsionci)
wycigg namoku .

kukurydzy 0,6% » ”
(NH,),SO, 0,1%

NaCl 0,4%

Olej sojowy lub

arachidowy 0,5%

Pozywke sterylizuje sie przez 20 minut w
temperaturze 130°C, po czym prowadzi sie
inkubacje na trzesawce przez 82 godziny w
temperaturze 38°C. Oznaczenie aktywnosci
brzeczki fermentacyjnej dokonuje sie znany-
mi metodami biologicznymi i chemicznymi.

‘Przesacz brzeczki z kolb fermentacyjnych
w ilo$ci 1,8 1 alkalizuje si¢ za pomocg 2 n
NaOH do pH = 10 i ektrahuje 2 krotnie 10Y
i 5% objetosciowymi octanu amylowego z do-
datkiem 0,19 chlorku dwumetylolaurylobenzy-
loamoniowego. Polaczone fazy organiczne eks-

trahuje si¢ dwukrotnie 10% i 5% objetoscio-
wymi wody zakwaszonej do pH = 45. Po-
laczone wyciagi wodne w ilosci okolo 45 m!
o stezeniu 30.000 j/ml zadaje sie 12 ml ace-
tonu i w trakcie mieszania dodaje do nich
siarcz'nu amonowego do nasycenia.” Miesza-
nine¢ alkalizuje si¢ 1 n NaOH do pH = 9
i ogrzewa do temperatur- 50°C. Uzyskany wy-

‘ciagg acetonowy zadaje sie réwng objetoscig

wody i pozostawia na 48 godzin w temperatu-

rze pokojowej.

Wykrystalizowany antybiotyk sgczy sie pod
proznig, przemywa wodg i suszy. Otrzymany
preparat posiada moc 862 mcg/mg.

Zastrzezenia patentowe

1. Sp-36b otrzymywania nowego antybiotyku
Inanostatyny, znamienny tym, zZe proces
biosyntezy prowadzi si¢ metodg fermentacji
glebinowej w obecnosSci szczepu Streptomy -
ces species INA-389 w temperaturze poni-
zej 40°C, najkorzystniej w temperaturze
38 — 39°C, na pozywce zawierajacej przy-
swajalny wegiel, azot i sole mineralne do
czasu wytworzenia przez ten szczep anty-
biotyku, ktéry izoluje sie przez ekstrakcje
rozpuszczalnikiem organicznym, reekstrak-
cje do roztworu wodnego i wysolenie.

2. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym,
ze do pozywki produkcyjnej wprowadza si¢
produkty otrzymane z orzechéw arachido-
wych i wyciagg namoku ziemniaczanego.

Instytut Antybiotykéw
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