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Sposób otrzymywania nowego antybiotyku
Patent trwa od dnia 7 września 1959 r.

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

Inanostatyna podobna jest do znanego an¬
tybiotyku erytromycyny, co stwierdzono na
podstawie analizy elementarne], skręcalności
właściwej światła spolaryzowanego i wartości
Rf w chromatografii bibułowej.

Jak wiadomo, przy wytwarzaniu erytromy¬
cyny podczas procesu fermentacji trwającej
72 - 120 godzin w temperaturze 30 — 36°C
występ-ije bardzo silne pienienie, przy czym
poza antybiotykiem wytwarza się niezidenty¬
fikowany pigment barwy czerwonej, rozpusz¬
czalny zarówno w podłożu jak i w organicz¬
nych rozpuszczalnikach. Pigment ten w dużej
mierze utrudnia wydzielanie czystego produktu
i znacznie obniża wydajność procesu.

Stwierdzono, że zastosowanie do biosyntezy
nowego szczepu Streptomyces species INA-389,
umożliwia wyeliminowanie pienienia się

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

Nowy szczep Streptomyces species INA-389
wyizolowano z gleby w Polsce. Wykazuje on
następujące właściwości: na stałych pożyw¬
kach agarowych posiada silny, gęsty wzrost
grzybni powietrznej o barwie biało-szarej.

Pod mikroskopem obserwuje się strzępki
grzybni z zarodnikami, układającymi się w
łańcuchy. Na agarze ziemniaczanym grzybnia
bujnie rośnie, jest silna, gęsta i tworzy za¬
rodniki o zabarwieniu szaro-białym. Na po¬
żywce z żelatyną rośnie wokół ścianki pro¬
bówki i nieznacznie rozrzedza podłoże.

Na bulionie z glukozą rośnie w postaci bia¬
łego kożucha na jego powierzchni.

Na agarze syntetycznym rośnie słabo i two¬
rzy grzybnię o zabarwieniu szarym.

Na mleku z lakmusem rośnie na powierzch¬
ni pożywki, alkalizując jednocześnie podłoże.
Szczep Streptomyces sp. INA-389 jest bardzo



silnym, tlenowcem i posiada optymalną tempe¬
raturę wzrostu 38°Ć.

Babcia p<%pwna^c|e sżcfcepu Streptomyces
f species f INA Ł- 3$l^z£^sz^jpem Streptomyces

erythreus ATCC 11635 — producentem erytro¬
mycyny wykazały różnice uwidocznione w po¬
niższej tabeli:

Oprócz tego dodaje się* soli mineralnych:
NaCl, (NHJjSOf KCl, NH4Cl, KH2P04 w ce¬
lu utrzymania odpowiedniego pH stosuje się
najkorzystniej CaCOy

Inanostatynę wydziela się z brzeczki fermen¬
tacyjnej przez ekstrakcję rozpuszczalnikiem
organicznym, a następnie oczyszcza np. przez

Mikroskopowo

Agar zwykły
■

Agar kartoflany

Żelatyna

Mleko z lakmusem

Bulion

Pigment

Optymalna tempe¬
ratura wzrostu

Strept. erythreus
ATCC - 11635

Za'rodniki na spiralnych
komidiforach.

Wzrost dość dobry, grzybnia po¬
wietrzna biała, później różowa,
ciemne zabarwienie podłoża. i

Wzrost bardzo dobry, grzybnia po¬
czątkowa biała, później różowa.

Wzrost na powierzchni rozrzedzo¬
nego podłoża.

Wzrost na powierzchni, peptoni-
zuje i alaklizuje podłoże.

Wzrost w postaci kożucha, ciemne
zabarwienie podłoża. 1

Wytwarza różowy pigment.

27° - 30°C i

Tlenowiec.

Strept. species
INA-389

Zarodniki na konidiforach — róż¬
nych długości.

Wzrost dość dobry, grzybnia po¬
wietrzna biała, później szara.

Wzrost bardzo dobry, grzybnia po¬
czątkowo biała, później szara.

Słaby wzrost na powierzchni, lek¬
kie rozrzedzenie podłoża.

Wzrost na powierzchni, alkalizacja
podłoża.

Wzrost w postaci delikatnego ko¬
żucha, nie barwi bulionu.

Na podłożu płynnym nie wytwarza
rozpuszczalnego pigmentu.

38° - 39°C

Wybitny tlenowiec.

Szczep Streptomyces species INA-389 prze¬
chowuje się na podłożu ziemniaczano-agaro-
wym, w piasku lub na kaszy jaglanej.
..W procesie otrzymywania Inanostatyny sto¬

suje pię szczep Streptomyces species INA-389
poddawany uprzednio w znany sposób selek¬
cjom za pomocą środków mutagennych pro¬
mieni UV, iperytu azotowego.

Według wynalazku, proces fermentacji głę¬
binowej prowadzi się w temperaturze poniżej
40°C, najkorzystniej w temperaturze 38 <- 39°C
w ciągu 72 — 100 godzin. W 80 godzinie fer¬
mentacji brzeczka osiąga szczytową aktywność.

Do pożywki fermentacyjnej wprowadza się
następujące składniki:, jako źródło węgla skro¬
bię, glukozę, sacharozę, wyciąg namokowy
ziemniaków itd., jako źródło azotu.mąkę z wy¬
tłoków arachidowych, orzechy arachidowe, mą¬
kę grochową, wyciąg namokowy kukurydzy.

reekstrakcję do roztworu wodnego i wysolenie.
P r z y k ł a d: Fermentacja dwustadiówa

na trzęsawce. Szczep Streptomyces sp. INA-389
hodowano na podłożu stałym o następującym,
składzie: #
Wyciąg namokowy z 400 g ziemniaków
Agar 20 g
Woda do 1 litra

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

Stadium I. Zarodnikami uzyskanymi z hodo¬
wli szczepu na wymienionym' wyżej stałym
podłożu zaszczepia się pożywkę posiewową
o następującym składzie;

CaCO, 0,6%
Wyciąg namoku kukurydzy 2,0% (suchej masy)
Sacharoza

(NH4)2SQ4
3,0%

.0,4%



pH — naturalne. Sterylizację prowadzi się 20
minut \r temperaturze 130°C. Inkubacja na
trzęsawce trwa 48 godzin w temperaturze
38°C.

Stadium II. Uzyskanym 48-godzinnym we¬
getatywnym inoculum I stadium w ilości 1%
objętościowego szczepi się kolby z pożywką
produkcyjną o następującym składzie:

mąka arachidowa
wyciąg namoku

ziemniaczanego
wyciąg namoku
kukurydzy

<NH4)2S04
NaCl

Olej sojowy lub
arachidowy

2,0%

2,0% (suchej subslr.rur)

0,6%
0,1%

0,4%

0,5%

Pożywkę sterylizuje się przez 20 minut w
temperaturze 130°C, po czym prowadzi się
inkubację na trzęsawce przez 82 godziny w
temperaturze 38°C. Oznaczenie aktywności
brzeczki fermentacyjnej dokonuje się znany¬
mi metodami biologicznymi i chemicznymi.

Przesącz brzeczki z kolb fermentacyjnych
w ilości 1,8 1 alkalizuje się za pomocą 2 n
NaOH do pH = 10 i ektrahuje 2 krotnie 10%
i 5% objętościowymi octanu amylowego z do¬
datkiem 0,1% chlorku dwumetylolaurylobenzy-
loamoniowego. Połączone fazy organiczne eks¬

trahuje się dwukrotnie 10% i 5% objętościo*
wymi wody zakwaszonej do pH = 4,5. Po¬
łączone wyciągi wodne w ilości około 45 ml
o stężeniu 30.000 j/ml zadaje się 12 ml ace¬
tonu i w trakcie mieszania dodaje do nic'i
siarczrnu amonowego do nasycenia. Miesza¬
ninę alkalizuje się 1 n NaOH do pH = 9
i ogrzewa do temperatur^ 50°C. Uzyskany wy¬
ciąg acetonowy zadaje się równą objętością
wody i pozostawia na 48 godzin w temperatu¬
rze pokojowej.

Wykrystalizowany antybiotyk sączy się pod
próżnią, przemywa wodą i suszy. Otrzymany
preparat posiada moc 862 mcg/mg.

Zastrzeżenia patentowe
1. Sp^jób otrzymywania nowego antybiotyku

Inanostatyny, znamienny tym, że proces
biosyntezy prowadzi się metodą fermentacji
głębinowej w obecności szczepu Streptomy-
ces species INA-389 w temperaturze poni¬
żej 40°C, najkorzystniej w temperaturze
38 — 39°C, na pożywce zawierającej przy¬
swajalny węgiel, azot i sole mineralne do
czasu wytworzenia przez ten szczep anty¬
biotyku, który izoluje się przez ekstrakcję
rozpuszczalnikiem organicznym, reekstrak-
cję do roztworu wodnego i wysolenie.

2. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym,
że do pożywki produkcyjnej wprowadza się
produkty otrzymane z orzechów arachido¬
wych i wyciąg namoku ziemniaczanego.

Instytut Antybiotyków
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