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Fremgangsmate ved fremstilling av antibiotikum 235A

Foreliggende oppfinnelse angdr en fre‘mgangsm&te-ved fremstilling av
et nytt antibiotikum kalt "Antibiotikum 235A'" (eller alternativt "Antibiotikum
MSD 235'"), og komponentene 235L og 235S derav.

Oppdagelsen av de bemerkelsesvefdige terapeutiske egenskaper av peni-
cillin frembrakte stor interesse pd dette felt, hvilket har f¢rt til fremstillingen
av mange andre verdifulle antibiotika s8 som streptomycin, bacitracin, chlor=~
amphenicol, tetracyclin, erythromycin, novobiocin og lignende. Generelt sett
er slike antibiotika saerlig virksomme mot visse gram-positive bakterier. And-
re er aktive mot gram-~negative bakterier. Virksomheten av disse individuelle
antibiotika er imidlertid vanligvis begrenset til noen f4 stammer av patogene
mikroorganismer, og arbeidet har fortsatt pd dette felt i et fors¢k p& & finne

andre antibiotika som er effektive mot andre patogene mikroorganismer.
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Skj¢nt noen av disse antibiotika har vist seg & veere verdifulle ved be-
handling av forskjellige sykdommer, har det vist seg at visse stammer av pa-
togene mikroorganismer utvikler resistens overfor et spesielt antibiotikum
og, som f¢lge derav, er antibiotikumet ikke lengre virksomt mot disse spesi-
elle stammer.

Manglene ved de kjente antibiotika har fplgelig stimulert forskningen
til § finne andre antibiotika som vil veere virksomme mot et stgrre omréde av
patogene mikroorganismer og spesielt & finne antibiotika som vil veere virk-.
somme mot resistente stammer av patogene mikroorganismer.

Ved foreliggende oppfinnelse skaffes et nytt og nyttig antibiotikum som
er meget effektivt til 4 hindre veksten av patogene bakterier, seerlig de gram-
negative bakterier.

Det nye antibiotiske materiale fremstilles ifglge foreliggende oppfinnel-
se ved & dyrke under kontrollerte betingelser stammer av en ny Streptomyces-
art. Denne art er blitt betegnet som Streptomyces avidinii. En kultur av den-
ne er deponert ved the Northern Utilization Research Branch of the U.S.D. A,
under nummer NRRL 3077, sgpkerens nr. MA 833,

De morfologiske og kulturelle egenskaper av den antibiotikum 235A-

produserende stamme av Streptomyces er angitt i den efterfglgende tabell.

Morfologi for kultur MA-833:
Sporebazererne er lange, monopodialt forgrenede, som danner &pne til

kompakte spiraler med mer enn 10 sporer. Sporene er ovale, 0,9 til
1,2 micron brede og 1,2 til 1,7 micron lange.
Vegetative hyfer - 0,9 micron brede.

(Czapek-Dox agar - 970x)

Beskrivelse av dyrkningsegenskaper av
organismen som fremstiller antibiotikum,
235A : )

(inkubasjon 20 dager ved 28°C)

Tomatpasta - havregryn - agar-plater
Kultur MA-833 oppviser rikelige, flate, flgpyelsaktige, hvite dotter,

gritt (5fe) luftmycel, bakside brun.

Czajgek agar-plater
Kultur MA-833 oppviser tynn, spredende, farvelgs til kremfarvet

vekst, hvit (a) ) r¢d (5¢cb) luftmycel, intet opplgselig pigment, bakside hvit (b).
Til sammenligning viser Streptomyces lavendulae tynn, spredende,
farvelgs til kremfarvet vekst, bomullshvit 9 vinfarvet-lavendel luftmycel, og

intet opplgselig pigment.
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Giycerol-a@aragin-agar -plater

Kultur MA-833 oppviste intet oppl¢selig pigment.

Syntetisk apgar (Glucose-asparagin-agar)-plater

Kultur MA-833 oppviser rikelige, flate, flgpyelsaktige, hvite dotter,
grétt (5fe) luftmycel, intet opplgselig pigment, baksiden grd (2ih).
Streptomyces lavendulae oppviser gulaktig vekst, og hvit med laven-

delaktig luftmycel.

Potetkile

Kultur MA-833 oppviser rikelig, brun vekst, grdtt (2dc) luftmycel og
brunlig sort opplgselig pigment.

Til sammenligning oppviser Streptomyces lavendulae tynn, rynket,

krem til gul vekst, intet luftmycel og sort oppl¢selig pigment.

Eggalbumin-agar

Kulturen MA-833: vegetativ vekst - tynn, spredende, farvelgs
Luftmycel - grd-hvitt
Intet opplgselig pigment

Gjerekstrakt-dextrose-agar

Kulturen MA-833:vegetativ vekst - god, flat, kremfarvet
Luftmycel - gratt (5fe)
Intet opplgselig pigment -

Syntetisk stivelseagar

Kulturen MA-833:vegetativ vekst - god, flat, farvelgs til kremfarvet
Luftmycel - r¢dt (5ec)
Intet opplgselig pigment

Ca-malat-agar

Kulturen MA-833: Luftmycel - sparsomt
Sporene f& - gréfarvet

Intet opplgselig pigment

Farve uforandret

Calcium utnyttes ikke

Bennett's agar
Kulturen MA-833: Luftmycel - god vekst

Sporer mange - grd-lavendelfarvet
Intet oppl¢selig pigment
Bakside brun

Gelatinstikk (oppl¢sning) !

Kultur MA-833 oppviser kremfarvet vekst, grdtt luftmycel, brunt opp-
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1ipselig pigment og opplgser gelatinmediet sakte.

Til sammenligning oppviser Streptomyces lavendulae krem til brunlig
overflatevekst, intet luftmycel eller hvitt luftmycel, brunt opplg¢selig pigment
og opple¢ser gelatinmediet sakte.

Hydrogensulfid produseres av bdde MA=-833 og Streptomyces lavendulae.

Ved vekst pd stivelse-agar-plater hydrolyseres stivelse av MA-833,

P4 nitrit-agar bevirker hverken MA-833 eller Streptomyces lavendu-~-

lae noen merkbar reduksjon av nitrater til nitriter,.

Carbonutnyttelse
Glu- Xyl- Ara- Rham- - Raffi- Mann- Lact-
cose ose binose nose nose ose ose
MA-833 + - - - - - -
S. laven- vari- vari-
dulae + abel abel - - + -

Ovenstdende beskrivelse av mikroorganismen som frembringer "Antix
biotikum 235A", er tilstrekkelig til 4 klassifisere kulturen MA-833 som en ny
art av Streptomyces som er gitt navnet Streptomyces avidinii i lys av kultur-
ens uvanlige natur og av den iakttagelse at et biotinbindende middel, Strepta-
vidin, kan fremstilles.

Kulturen MA-833 ble isolert fra jord funnet i Spania.

Ved 4§ henf¢re denne stamme til en artsklassifikasjon, er de ngkler som
anvendes, de som er beskrevet i Bergey's "Manual of Determinative Bacteri-
ology'', syvende utgave, og i en artikkel i "Applied Microbiology" 5, 52 - 79
(1958) "A Guide for the Classification of Streptomycetes According to Selected
Groups' av Pridham, Hesseltine og Benedict, ’

Detaljerte sammenligninger ble foretatt mellom den 235A antibiotikum«~
produserende kultur og de data som er publisert i Bergey's '"Manual' eller '"The
Actinomycetes', vol 2, '""Classification, Identification and Descriptions of
Genera and Species', S, A, Waksman (1961) for beslektede kulturer, val‘gt fra
ngklene.

MA-833 produserer rikelig mgrkt opplgselig pigment ved dyrkning pd
organisk media s§ som tomatpasta-agar, eller potet og produserer likeledes
hydrogensulfid.

MA-833 frembringer sporebserere som slutter i sporekjeder som tid-
lig i utviklingen av kulturen er bglget, og som utvikles ved videre inkubering,
til en oppkveilet tilstand, og ender i en fast kveil som ofte gir utseende av en‘
ball. Kulturen faller derfor ifglge klassifikasjonen til Pridham, Hesseltine og

Benedict i seksjonen '"Spira'. Ifgplge Pridham, Hesseltine og Benedict er en
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sekundeer klassifikasjon ""serie' basert pd farven av det sporeproduserende
mycel. MA-833 tilhgrer den grd serie.

Kulturen MA-833 kjennetegnes ved dannelsen av spifalsporede kjeder,
ved produksjon av et oppl¢selig brunt pigment og ved produksjon av hydrogen-
sulfid.

P& et komplekst medium, f.eks. tomatpasta-agar, vokser kulturen
sterkt, og produserer tydelig grdfarvede sporer uten overtone i r¢dt eller la=
vendel, Gréfarvede sporer produseres ogsd pd kjemisk definerte media.

Et fors¢k ble gjort pd & klassifisere kulturen gjennom ng¢kkelen til art-
ene av slekten Streptomyces publisert i Bergey's '"Manual of Determinative
Bacteriology', syvende utgave, idet man tok i betraktning de grédfarvede spor-
er i komplekst medium. Ingen kjente arter ble funnet hvortil MA-833 kunne
henf¢res.

De 9 oppl¢selig pigmentdannende arter i seksjoneh Spira, gré serie,
anfgrt i publikasjonen av Pridham, Hesseltine og Benedict som er beskrevet
i detalj i ""The Actinomycetes', vol 2, ble overveiet neermere. MA-833 kun- '
ne skilles fra de 9 kulturer pd basis av fplgende egenskaper: Streptomyces
aureus kjennetegnes ved mangelen pd luftmycel i organisk agar og ved lys '
oransjefarvet vekst pd dextrose-asparagin-agar, Streptomyces collinus gir
intet oppl¢selig pigment pd potet og et karminrgdt opplgselig pigment pd dex~
trose-asparagin-agar, Streptomyces cyaneus gir bldfarvet vekst pd en rekke
medier og viser svak hydrolyse av stivelse, Streptomyces filipiensis gir et
gulfarvet oppl¢selig pigment pd b8de Czapek agar og glycerol-asparagin-agar,
Streptomyces fimbriatus viser rik vekst pd Czapek agar, et r¢dlig opplgselig
pigment p& gelatin og er et plantepatogen, Streptomyces griseochromogenes
mangler spiralsporekjeder og produserer oransjefarvet vekst p& Czapek a.gar",
Streptomyces griseoruber gir r¢dligoransje vekst pd Czapek agar, r¢dligoran~
sje vekst og et gult opple¢selig pigment pd stivelse-agar, Streptomyces hawaii-
ensis viser bare svak opplgsning av gelatin og svak hydrolyse av stivelse, og
Streptomyces olivochromogenes kjennetegnes ved et opplgselig pigment pd dex-
trose-asparagin-agar og langsom oppl¢sning av gelatin,

Ingen art av mikroorganisme er kjent hvis vesentlige kjennetegn stem-
mer tilstrekkelig overens med MA-833, I lys av den karakteristiske sporefarv-
ning p& tomatpasta-agar, er det bestemt at denne distinkte type skal anerkjen-
nes som en ny art og gies en ny artsbetegnelse. Navnet Streptomyces avidinii
er blitt gitt i betraktning av den uvanlige natur av kulturen og den fprste er- \
kjennelse av at det biotinbindende middel, Streptavidin, kan fremstilles av en
mikroorganisme.

——  Det nye antibiotikum 235A fremstilt if¢lge foreliggende oppfinnelse inne-
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ilolder minst to materialer, ett som er betegnet som materiale 235S og sorﬁ
har relativt lav molekylvekt. Det annet av de to materialer er betegnet som
235L og har en relativt h¢y molekylvekt. Materialet 235L som ogsd er kalt
"Streptavidin'', er et proteinlignende materiale. Det nye antibiotikum 235A
er uvanlig ved sin aktivitet, idet dets individuelle bestanddeler ikke har noen
antibiotisk virkning overfor pantogene mikroorganismer i og for seg, unntatt
nér de bedgbmndes p8 spesielt fremstilte media, men er virksomme mot pato-
gene mikroorganismer ndr blandinger av de to bestanddeler pr¢ves mot patoe-
gene mikroorganismer. Det nye antibiotikum 235A inneholder sdledes et syn-.
ergistisk par av materialer betegnet som 2355 og 235L, eller Streptavidin.
Antibiotikum 235S virker som et relativt lavmolekyleert materiale som

23552 og 2358, ved

kan skilles i minst tre bestanddeler, betegnet som 2358 3

papirkromatografiske fremgangsméter. :
Ved séledes & anvende fglgende oppl¢sningsmiddelsystemer for utvik-
ling av kromatogrammene, bestemmes Rf' verdiene av de tre individuelle be-
standdeler under anvendelse av et preparat av antibiotikum 235S isolert fra
fermenteringsbuljong ved ionebyttefremgangsmater. Opplgsningsmiddelsystem
I er n-butylalkohol mettet med vandig 0, 25M dinatriumhydrogenfosfat puffer
opplgsning (pH9, 3). Oppl¢sningsmiddelsystem II er n-butylalkohol mettet med
0, 1IN ammoniumhydroxydoppl¢sning. I begge tilfelle blir papiret f¢rst mettet
med den vandige puffer eller den vandige ammoniakkoppl¢sning f¢r pdfpring av

pr¢ven pd papiret. Utviklingstiden er 6 til 17 timer. Resultatene er som fglger,

System I System II
6 timer
2355, Rf = 0,14 Rf =0,15 .
23552 . Rf = 0,28 Rf - 0,33
2355, Rf = 0,47 Rf = 0,51

Hver av de lavmolekyleere bestanddeler av antibiotikum 2355 kjenne-
tegnes ved egenskapen av at de hindrer den intracelluleere syntese av biotin
av gram-negative mikroorganismer.

Antibiotikum 23553 er erholdt i krystallinsk form ved metoder beskrev-
et i det efterfglgende. Antibiotikum 23553 gir reaksjoner som er karakteristisk
for primeere aminer og er oppl¢selig i vann, lavere alkanoler, sd som metha-
nol, ethanol, isopropanol, n-butanol, og i vandige acetonoppl¢sninger. Antibio-
tikum 235S3 kan krystalliseres fra alkaliske vandige oppl¢sninger ved tilsetn{ng
av aceton. Det krystallinske antibiotikum 23553 fremstilt p& denne méte, har
et smeltepunkt pd ca. 217°C. .

Antibiotikum 235S; er en optisk aktiv forbindelse med en dreining p&
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i [a/ ZDS = +8,5° (C,21 0, IN saltsyre) og
—- 25 o 213 5N sal
/a/ D =195 (C,21i3,5N sa t5yre).

En oppl¢sning av antibiotikum 23553 oppviser intet oberserverbart
maksimum i det ultrafiolette absorpsjonsomrédet.

Den infrargde absorpsjon av en pr¢ve krystallinsk antibiotikum 23553
suspendert i en mineralolje (NUJOL) ble tatt pd et Baird Associates Model
12B infrar¢dt spectrofotometer under anvendelse av et natriumkloridprisme
og viste en rekke karkateristiske topper, hvorav de mest betydningsfulle var
ved fglgende bolgelengder, uttrykt i mikron: 3,04, 3,7 - 4,8 og 6 - 6,6, Det
infrargpde spektrum er illustrert i figur 1. Det b¢r merkes at det infrargde
absorpsjonsspektrum er et mal pd absorpsjonen av antibiotikum 23553 i krys-
tallinsk form fremstilt ved sakte tilsetning av aceton til en vandig ammoniak-
kalsk oppl¢sning av antibiotikum 23553. Skj¢nt bare en krystallinsk form er
erholdt, eksisterer mange materialer som polymorfe modifikasjoner i hvilket
tilfelle det infrar¢gde absorpsjonsspektrum kan oppvise mindre forskjeller
mellom de forskjellige krystallinske former,. ]

Antibiotikum 23553 inneholder elementene carbon, hydrogen, nitrogeh
og oxygen. Det f¢plgende er en analyse av den elementzere sammensetning er-

holdt pd en prgve av krystallinsk 23585:

Carbon 63,1
Hydrogen 8,9
Nitrogen 13,04
Oxygen (ved differens) 14,96

Antibiotikum 23553 er et primeert amin som danner salter ved omset-
ning med syrer. Ved omsetning med sterke uorganiske syrer, sdsom salt-
syre, svovelsyre, hydrogenbrovmid og fosforsyre, dannes sdledes de tilsvar‘;
ende aminsalter. Ved omsetning med organiske syrer dannes likeledes saltet
av antibiotikum 23553 og den organiske syre.

Den basiske natur av antibiotikum 235S, er ogsd en kjennetegnende

3 .
egenskap pd den nye forbindelse, Nir sdledes en pr¢ve av antibiotikum 2355

titreres potensiometrisk med 0, IN saltsyre, iakttas to basiske bindingsgrup{
per. Den f¢rste binding inntrer ved en pH pd ca. 5,5. Den annen binding inn-
trer ved en pH p& ca. 8,5. Denne titrering indikerer en PHI/Z p& ca. 7,5 og
en molekylvekt p& 373. . ‘

Antibiotikum 23553 gir en negativ reaksjon ved Biuret-pr¢ven. Ved

1
i

hydrolyse med 6N saltsyre under tilbakelgp er hydrolyseproduktet en o ~ami-

nosyre som har en Rf-verdi pd 0,52 ved papirkromatografi under anvendeise



120932

8

vé.v et opplgsningsmiddelsystem bestdende av 100 deler butanol, 12 deler is-
eddik og 100 deler vann og ninhydrin-reagens for 4 bestemme aminosyre-
flekken p& kromatogrammet. Denne aminosyre har et smeltepunkt p& 240 -
241°C. - ‘

Antibiotikum 23552 pd den annen side, gir en positiv Biuret-pr¢ve,
hvilket indikerer neerveer av en amid-binding. Ved hydrolyse med 6N-salt-
syre under tilbakelpp fdes en blanding av aminosyrer, hvorav en gir en Rf-
verdi p& 0,52 under anvendelse av papirkromatografisk bestemmelse som
anvendt for hydrolyseproduktet av antibiotikum 23583.

En osmometer-bestemmelse av molekylvekten av antibiotikum 23553
gir en verdi pd 322 som, tatt sammen med mikroanalysedata, indikerer en
molekylformel som fglger: C17H28N3O3. Ilys av det forhold at molekylvekt-
en, bestemt ved osmometeret, er et médl pd en sammenbindende egenskap av
molekylet, antas den & veere en mere pdlitelig metode for bestemmelse av
molekylvekten enn titreringen som er utsatt for feil i det tilfelle'at sm& merng-
der av sterkt sure eller basiske forurensninger er tilstede.

Antibiotisk materiale 235L, det annet av det synergistiske par av anti-
biotika innbefattet i antibiotikum 235A, har ogsé veert fremstilt i krystallinsk
form ved de nedenfor beskrevne metoder, En oppl¢shing av antibiotikum 235L
oppviser et enkelt maksimum i det ultrafiolette absorpsjonsomrddet ved 282
millimikron (El% = 47), Smelteomr&det for antibiotikumet er fra 220 - 230°C
under spaltning. ]

Antibiotikum 235L inneholder elementene carbon, hydrogen, nitrogen,
svovel og oxygen. Det fplgende er en analyse av elementeersammensetningen

erholdt pd en pr¢ve krystallinsk antibiotikum 235L:

Carbon 51,1
Hydrogen ‘ 7,4
Nitrogen 16,4
Svovel 0,2
Oxygen (ved differens) 24,9

Carbohydratinnholdet av 235L-molekylet mélt ved orcinolmetoden i~
folge Weimer, H. E-. og Moshim, J.R. i Arch. Biochem. & Biophys. 92, 97
(1952) er null. N4r den modifiserte Molisch-test [T)ische Z., Mikrochemie 7,
33 (1929)/ anvendes, finnes 235L-molekylet & inneholde mindre enn 1,0% hex-

ose, !

Den relativt store molekylvekt av antibiotikum 235L indikeres av det
forhold at det ikke er dialyserbart gjennom en cellofanmembran. Bestemmel-
sen av molekylvekten ved ultrasentrifugering indikerer en molekylvekt p8 ca.

60.000.
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\ Nér det underkastes skive-elektroforese-fremgangsmaten pd 7,5%
polyacrylamid-gel i henhold til den metode som er beskrevet av Reisfeld et
al. i Nature 195, 281 (1962), spaltes antibiotikum 235L i bdnd i et karakter~
istisk m¢nster. 7,5% polyacrylamid-gelen suspenderes i en kolonne med pH
8,7 fosfatpuffer og 0,01 ml av en oppl¢sning av Streptavidin pdf¢res p& top-
pen av kolonnen. Elektroforesen fdr foregd i en time ved 5 milliamperes og
100 volt. Behandlingen utf¢res ogsd med avidin, et tidligere kjent protein av:
omtrent samme molekylvekt. Bdndene som utvikles ved elektroforesebehand-
lingen, farves med bromfenolbldtt. Bdndene som fdes ved elektroforese av
Antibiotikum 235L (Streptavidin) viser naerveeret av st¢rre mengder av to pro-
teiner og mindre mengder a\} to forskjellige proteiner som beveger seg intimt
sammen mot anoden. Det m¢nster som fremkalles ved elektroforesen av avi-
din viser seks sterkt adskilte bdnd av hvilke bare to mindre bestanddeler lig-
ger i omrddet for antibiotikum 235L.

Antibiotikum 235L synes & veere protein-~lignende eller en polypeptid~
type-forbindelse da sur hydrolyse ved forh¢yede temperaturen gir hydrolyse~
produkter som gir en positiv prgve med ninhydrinreagenser, hvilket indikere;r
spaltning av amidbindinger. Antibiotikum 235L har bare en begrenset opplgse-
lighet i vann p8 mindre enn ca. 1 mg/ml. Oppl¢seligheten i vann kan imidler-
tid gkes opp til ca. 10 mg/ml ved tilsetning av forskjellige mengder natrium-
kiorid til oppl¢sningen.

Antibiotikum 235A er virksom til & hindre veksten av gram-negative
mikroorganismer. Skj¢nt de enkelte bestanddeler av antibiotikum 235A, d.v.s.
antibiotikum 235S og 235L, ndr de pr¢ves alene i konvensjonelle bed¢gmmelses-
systemer, er ineffektive til § hindre veksten av patogene mikroorganismer,
virker kombinasjonen av de to som antibiotikum 235A synergistisk., Antibioti=-
kum 235A, som en blanding av like deler av 235S og 235L, er sdledes effek-,
tiv til 4 hindre veksten av Salmonella typhosa 2866, Salmonella schottmuelleri
MI, Escherichia coli W og Shigella sonnei 1832,

Antibiotikum 235A er et relativt ugiftig stoff. Ved anvendelse av mus
som forsgksdyr kan s& mye som 500 mg/kg av 235S-bestanddelen og 400 mg/
kg av 235L~bestanddelen tolereres ndr de injiseres intraperitonalt i musen
uten noen som helst iakttagbare giftvirkninger.

Det nye antibiotikurm 235A, er nyttig som et middel for & hindre vekst-
en av gram-negative patogene organismer. Det er ogs& nyttig til § erholde
rene kuiturer av mikroorganismer hvor en pdvirkelig organisme kan skilles
fra en resistent. N&r antibiotikum 235A spaltes i sine enkelte bestanddeler,
2355 og 235L, kan de individuelle bestanddeler anvendes som hjelpemidler i

s¢kingen etter andre lignende materialer. 235S virker sdledes som en inhibi=
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.tor pd veksten av mikroorganismer i media som ikke inneholder eksogent
biotin, men er fullstendig uvirksom for § hindre veksten av mikroorganis-
mer i systemer inneholdende biotin-virksomme forbindelser. P& denne madte
kan antibiotikum 23583 anvendes ved mikrobiologiske bestemmelsessystem-
er for 8 pr¢ve pd neerveer av biotin eller biotin-virksomme materialer.

Antibiotikum 235L virker pd den annen side som et biotin-kompleks-
dannende middel, og tillater sdledes antibiotikum 235S & virke som en inhi~
bitor p8 veksten av patogene mikroorganismer. Antibiotikum 235L er sdledes
et effektivt laboratoriemiddel som kan anvendes for 8 undersg¢ke ukjente prov-
er av mikroorganismer pd deres evne til & produsere antibiotika som virker
hovedsakelig ved & inhibitere biotinsyntesen ved forskjellige patogene mikro-
organismer,

Den antibiotiske virksomhet av antibiotikurm 235A bestemmes ved agar-
diffusjonsmetoden eller r¢rfortynningsbestemmelsesmetoden, under anvend-
else av Escherichia coli voksende i et naturlig medium. Bestemmelsen av
235A kompliseres av det forhold at det best8r av et materiale med hgpy mole-
kylvekt som diffunderer sakte og materialer av lav molekylvekt som diffun-~
derer hurtig. Som f¢lge av dette méler de vanlige agar-diffusjonsbestemmel-
ser bare mengden av den langsomt-diffunderende bestanddel som er tilstede,
da den hurtig-diffunderende bestanddel ikke selv er aktiv ved vanlige bestem-~
melser. N&r fprst de to typer av bestanddeler er adskilt, er det mulig & frem-~
stille bestemmelsesplater ved tilsetning av en tilstrekkelig mengde, 90 ¥/ml,
av forbindelsen av h¢y molekylvekt til prgven slik at dens diffusjon ikke vil
begrense virksomheten av de smd bestanddeler. Agar-diffusjonsmetoden ut-
fores som fglger:

En kolbe inneholdende 150 ml av et bestemmelsesmedium bestdende
av kjpttekstrakt 0,3%, pepton 0,5%, gjerekstrakt 0,2%, agar 1,5% og vann
opptil volumet, steriliseres i autoklav i tyve minutter ved 120°C under 1,27
kg/cmz. Det flytende agar som holdes ved 45-50°C inokuleres med 5 ml av
en over natten ved 37°C holdt neeringsbuljongkultur av Escherichia coli W
som er innstilt pd en celle-tetthet av 60 pd et Lumetron kolorimeter under
anvendelse av et 600 millimikron filter. Fem ml av den podede agar pipetter=
es sd over i en standard 90 mm steril plast-petriskdl og f&r lov til & st¢rkne.
Etter st¢rkning kjples skdlen inntil anvendelse i lppet av de fgplgende 24 timer.

Ved utfgrelse av prg¢ven blir en standard 12,7 mm papirskive gjennom-
blgtt med antibiotikumopplg¢sningen og derpd banket t¢rr pd papirhdndkle og
anbrakt p& overflaten av en Escherichia coli W-podet agarplate‘. Platene in-,‘
kuberes ved 25° i 18 - 24 timer. Den antibiotiske aktivitet bestemmes s& ved

&.maéle sonen av inhibering rundt skiven i mm,
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Re¢rfortynningsbestemmelsen utfpres som fplger:

En oppl¢sning fremstilles ved & tilsette 32 g ''Difco' fenol-r¢dt bul-
jongbase og 20 g dextrose til 1000 ml destillert vann. To ml av oppl¢sningen
tilsettes til et reagensr¢r. Ni andre reagensr¢r inneholdende hver to ml av
ovenstdende opplgsning fortynnet med to ml vann fremstilles ogsd. To ml av
antibiotikumopplg¢sningen tilsettes til det f¢rste r¢r og blandes. To ml av den
erholdte opplgsning overfgres s& til det annet r¢r og blandes. To ml fra det-
te annet r¢r overfgres til det tredje r¢r og blandes. Denne fremgangsmaéte
gjentas til det tiende r¢r fra hvilket to ml av den dannede opplgsning fjernes
og kastes. Til hvert av de ti r¢r tilsettes en drdpe "Lumetron 60" inokulat
fremstilt som beskrevet ovenfor fra en 5 ml serologisk pipette. R¢rene in-
kuberes sd i et vannbad ved 37°1i ca. to timer inntil kontrollrgret (et med
nezeringsmedia av halv styrke, men uten antibiotikum) har sldtt over fra sin
opprindelige r¢de farve til fullstendig gult. 10~r¢rs serien underspkes s§ og
det r¢r med den h¢yeste fortynning som fremdeles er r¢dfarvet, betraktes &
inneholde den minimale inhiberende konsentrasjon (MIC) av antibiotikumet.

Neerveeret av antibiotikum 235L kan bestemmes ved rutine agar-diffu-
sjonsmetoder under anvendelse av E. coli forutsatt at tilstrekkelig antibio~
tikum 235S er inkorporert i agaren. P& grunn av den store molekylvekt og
tilsvarende lave forandring ved fortynning, mangler denne metode presisjon.
Ved reguleer neeringsagar har nerveer av 0,6 mg/ml antibiotikum 2358 vist
seg & gi tilfredsstillende resultater.

Mengden av antibiotikum 235L kan bestemmes noe mere n¢yaktig
ved anvendelse av standard r¢rfortynningsbestemmelse med E. coli under
tilsetning av et overskudd av antibiotikum 235S (100 XJ) til bestemmelses-
mediet. Resultatet uttrykkes som ¥/ml som kreves for minimal inhiberings~

konsentrasjon (MIC). \

Antibiotikum 235S kan bestemmes kvantitativt pd agar -diffusjonspla.tér
under anvendelse av E. coli. Hvis naeringsagar anvendes, er 90 ¥ antibioti-
kum 235L per ml agar tilfredsstillende. Hvis et syntetisk neringsmedium an-
vendes, kreves intet antibiotikum 235L.

I sistnevnte tilfelle inhiberes virksomheten hvis biotin inkorporeres i
agaren. Denne metode anvendes for & bekrefte produksjonen av antibiotika av
235-typen av kulturer erholdt ved undersgkelsesprogrammer.

Antibiotikum 2355 kan ogsd bestemnmes ved r¢rfortynningsmetdder i
neaerveer av et overskudd av antibiotikum 235L.

Ved r¢rfortynningsbestemmelse er den minimale inhiberingskonsen~
trasjon for antibiotikumbestanddelene 0,5 ¥ /ml for antibiotikum 235L, 25 47/

ml for antibiotikum 23552 og 31 F/ml for antibiotikum 23553.
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Fremstillingen av det nye antibiotikum 235A utf¢res ved submers
aerob fermentering av stammer av Streptomyces avidinii i passende vandige
media. Vandige media s§ som de som er nyttige ved fremstilling av andre
kjente antibiotika, er i almindelighet egnet for fremstilling av antibiotikum
235A. Slike media inneholder kilder for carbon og nitrogen som er assimi-
lerbart av mikroorganismen og visse uorganiske salter som er viktige for
den hurtige vekst av mikroorganismene. Dessuten inneholder fermenterings- ,
mediet spor av metaller som er n¢dvendige for veksten av mikroorganismen
som vanligvis er tilstede i komplekse kilder for carbon og nitrogen i mediet.

I almindelighet er carbohydrater, sdsom sukkere, for eksempel dextrose,
sucrose, dextrin og lignende, passende kilder for assimilerbart carbon. Den
n¢yaktige mengde av carbonkilde vil delvis avhenge av de andre bestanddeler
i mediet, men det viser seg i almindelighet at en mengde carbohydrat mellom
ca. 1 og 6 vektprocent beregnet pd mediet, er tilfredsstillende. Disse car-
bonkilder kan anvendes enkeltvis eller flere slike kilder kan forenes i mediet.

Forskjellige nitrogenkilder sd& som kasein-hydrolysater, aminosyrer,
for eksempel asparagin, glycin, arginin, oppsluttet soyabgnnemel, soyab¢nne-
mel, drank og lignende, assimileres lett av de antibiotikum 235A-produser-.
ende mikroorganismer og kan anvendes i fermenteringsmedia for fremstilling
av dette antibiotikum. I almindelighet er organiske kilder for nitrogen, seerlig
soyabpnnemel, meget tilfredsstillende ved fremstillingen av det nye antibio-
tikum. De forskjellige organiske og uorganiske kilder for nitrogen kan anvend-
es alene eller i kombinasjon, i mengder fra ca. 0,2 til ca. 6 vektprocent be-
regnet pd det vandige medium.

Det etterf¢lgende er eksempler pd media som er egnet for dyrkning

av Streptomyces avidinii MA 833,

Medium Nr, 1

Gjeerekstrakt 1%
Dextrose 1%
Agar 2%

opplgst i vann.

Medium Nr. 2

""Bacto Pepton' 0,5%
Kjottekstrakt 0,3%
Dextrose 1 %
Gjeerekstrakt 0,1% \

opplgst i vann. Oppl¢sningens pH innstilles pd 7, 0.
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[ Medium Nr. 3

Dextrose 1 %
Asparagin 0,1 %
K,HPO, 0,01%
MgSO,. 7H,0 0,05%
Gjeerekstrakt 0,05%
ZnSO,. 7H, 0 300 ¥/L
FeSO,.7H,0 250 §/L
MnSO,. H,0 45 Y/L
CuCl,.2H,0 47 Y/L
(NH,) M0, ,.2H,0 19 f/L
Borsyre 55 YL
CaCl, ‘ lmg/L
MySO,. TH,0 250 YL

opplgst i vann. Oppl¢sningens pH innstilles pd 7, 0.

Medium Nr. 4

Dextrose : 10,0 g
Dl-Asparagin 1,0
KZHPO4 0,1
MgSO,. 7H20 0,5
FeSO4. 7H,0 0,01
Gjeerekstrakt 0,5
Destillert H,O 1000 ml

Oppl¢sningens pH innstilles pd 7, 2.

Medium Nr. 5

Soyabgnnemel 30,0 g
Drank 7,5
Cerelose 20,0
NaCl 2,5
CaCO3 10,1
Destillert HZO 1000 ml

Opplgsningens pH innstilles pd 7,0,

-

Etter avslutningen av fermenteringen utvinnes antibiotikumet fra
fermenteringsveesken ved & bringe den filtrerte buljong i kontakt med en
sterkt sur kationbytteharpiks. Et typisk eksempel pd kationbytteharpiksen
som anvendes ved utvinning av antibiotikum 235A, er "DOWEX 50 X 2" som
inneholder en styren-divinyl-benzen copolymer med sulfonsyregrupper sub~

stituert i hele harpiksmassen. Ved & bringe fermenteringsbuljongen i kontakt
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med kationbytteharpiksen, absorberes hovedmengden av antibiotikum 2358
(bestanddelen med lav molekylvekt) pd harpiksen sammen med en mindre
mengde antibiotikum 235L. Hovedmengden av antibiotikum 235L passerer i-
gjennem harpiksen og utvinnes fra avlgpet ved fremgangsmdter som er be-
skrevet nedenfor.

Avlgpet fra harpiksen inneholder antibiotikum 235L, som utvinnes i
rd form ved felning med ammoniumsulfat. Det rd antibiotikum 235L renses
videre ved fornyet felning fra vandig oppl¢sning under anvendelse av enten
aceton eller ethanol som felningsmiddel. Det r& precipitat kan ogsd alterna-
tivt renses ved dialyse av en vandig opplgsning av det rd materiale etterfulgt
av felning av det delvis rensede antibiotikum 235L fra dialyseresten under
anvendelse av aceton som felningsmidlet. Antibiotikum 235L isoleres ogsd
fra dialyseresiduet ved kromatografi over en "Sephadex G25''-kolonne for &
fjerne gjenveerende salt og omkromatograferes sd under anvendelse av die-
thylaminoethylcellulose som adsorberingsmiddel. Antibiotikum 235L utvinnes
fra avlgpet fra diethylamino-ethylcellulose-kolonnen ved delvis fordampning
og avkjpling for 8 krystallisere det antibiotiske materiale.

Antibiotikum 2358 utvinnes fra ionebytteharpiks-adsorbatet ved eluer-
ing av harpiksen med fortynnet ammoniakk. Ammoniakkeluatet fra harpiksen
inneholdende rdtt antibiotikum 2355 blandet med en mindre mengde antibioti-
kum 235L, renses videre ifglge en fremgangsmdte ved fornyet adsorpsjon pd
"DOWEX W 50 X'"-ionebytteharpiks., Ved eluering av det readsorberte anti-
biotikum 235S fra harpiksen med fortynnet ammoniakk, fdes krystallinsk anti-
biotikum 235S ved & konsentrere utvalgte fraksjoner og krystallisere fra vann/
acetonblandinger ved alkalisk pH.

Alternativt kan "DOWEX W 50 X''-eluatet inneholdende antibiotikum
2355 renses videre ved ekstraksjon med butylalkohol og readsorpsjon av ek~
straktet pd "DOWEX W 50 X'-harpiks. Krystallinsk materiale f8es sd fra

de utvalgte fraksjoner av eluatet ved konsentrasjon.

EKSEMPEL 1
Et fermenteringsmedium med fglgende sammensetning ble fremstilt

og pH innstilt pd 7, 0:

Dextrose 1 To

Asparagin 0,1 %

KZHPO4 0,01%

MgSO,. TH,0 0,05%

Gjeerekstrakt 0,05% )
ZnSO,. TH, O 300 Y/L

4 2
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FeSO,. 7H,0 250 YL
MnSO,. H,0 45 /L
CuCl,.2H,0 27 §/L
(NH,)( M0, ,. 2H,0 19 Y/L
Borsyre 55 Y/L
CaCl2 1mgL
MyS0,. 7TH,0 250 Y/L |

oppl¢st i vann.

Ca. 3.785 1 av et vandig medium av ovenstdende sammensetning ble
sterilisert og inokulert med et negativt inokulat av en kultur av Streptomyces
avidinii MA 833. Det negative inokulat ble fremstilt pd fgplgende méte. Et ste-
rilt vandig medium ble inokulert med det lyofiliserte innhold av et r¢r med
levedyktig Streptomyces avidiniii MA 833, idet sammensetningen av mediet
bestod av 1% gjeerekstrakt og 1% dextrose i vann. Agar skrdkulturer ble frem-
stilt fra denne suspensjon av mikroorganismer og etter utvikling i fire til
fem dager ved 28°C ble de utviklede sporer skrapet over i en suspensjon av‘
sterilt vandig medium bestdende av 0,1% gjerekstrakt, 1% dextrose, 0,5%
""Bacto Pepton'' og 0,3% kjpttekstrakt. Den sdledes fremstilte sporesuspen-~
sjon ble s& tilsatt til en 2-liter Erlenmeyer-kolbe med ribber, som inneholdt
500 ml sterilt vandig medium Nr, 2. Det inokulerte medium ble s&d inkubert
ved 28°C pé en roterende rystemaskin i ca. 24 timer, i l¢pet av hvilken tid
en sterk vegetativ vekst av kulturen fant sted. -

Den vegetative kultur fremstilt pd ovenst8ende vis ble s& tilsatt til
et fermenteringskar inneholdende ca. 114 til 151 liter av et sterilt medium
av sammensetning angitt som medium Nr. 2 ovenfor. Det inokulerte medium
ble s& inkubert ved 28°C i ca. 48 timer i lppet av hvilken tid mediet ble om-
rort kraftig og luftet for § f8 en sterk vegetativ vekst av kulturen. .

Ca. 8,4% av den vegetative kultur fremstilt p& denne mé&te ble tilsatt
til 354 1 av et sterilt medium med sammensetning som angitt som medium
Nr. 2 ovenfor, og det inokulerte medium ble inkubert ved 28°C i ca. 36 timer
i lgppet av hvilken tid mediet ble omrgrt og luftet kraftig.

Antibiotikum-innholdet av fermenteringsbrygget ble fulgt ved agar-
diffusjonsbestemmelser eller r¢rfortynningsbestemmelsesmetoden under an-
vendelse av organismen Escherichia coli som beskrevet ovenfor. N&r anti-
biotikumaktiviteten nddde en topp i l¢pet av ca. 24 til ca. 60 timer, ble fer—“
menteringen avsluttet og fermenteringsbrygget tatt ut av fermenteringskaret.

Ca. 454 liter av fermenteringsbrygget fremstilt pd den ovenfor be-
skrevne maéte, ble filtrert og cellene kastet. Filtratet inneholdende det anti-

biotisk aktive materiale, ble innstilt pd pH 5 og perkolert gjennom en kolonne
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‘inneholdende 8 liter "DOWEX W 50 X" i natrium-cyklusen ved en hastighet
p& ca. 800 ml/min. Etter adsorpsjon av det antibiotiske materiale p§ har-
piksen, ble harpiksen vasket med vann og eluert under anvendelse av 0,5N
ammoniumhydroxyd ved en elueringshastighet p§ 250 ml/min. Hovedmeng-
den av det antibiotisk aktive materiale ble samlet i ca. fire 2-liter frak-
sjoner eluat inneholdende en st¢rre mengde antibiotikum 2358 og en mindre
mengde antibiotikum 235L.

Den annen og tredje fraksjon ble forenet og pH innstilt pd 7,5, og
.derpd inndampet til et volum p& ca. 440 ml. Ca., 90 ml.av dette "DOWEX
W 50 X'"'-konsentrerte eluat ble dialysert i en cellofanpose under anvend-
else av tre l-liter volum vann som dialysevaeske. Dialysatene ble sd foren-
et og inndampet til ca. 80 ml. Hverken dialysatkonsentratet eller dialyse-~
residuet hadde noen antibiotisk aktivitet m&lt mot Escherichia coli ved r¢r-
fortynningsbestemmelsen, men ved gjenforening av residuet og dialysatet
hadde den erholdte kombinasjon antibiotisk virkning ved samme Escherichia

coli-rgrfortynningsbestemmelse.

EKSEMPEL 2
Seksti ml "DOWEX W 50X"-konsentrert eluat, fremstilt som beskrev-

et i eksempel 1, ble kromatografert pd en l-liter "Sephadex 25'-kolonne,
idet utviklingsmidlet for kromatogrammet var destillert vann, De f¢rste 360
ml avlgpsveeske ble kastet, hvoretter 27 fraksjoner hver pd 25 ml ble opp~
samlet. Ingen antibiotisk virkning fantes i noen av de oppsamlede fraksjoner
bestemt ved Escherichia coli~agar-plate-bestemmelse.

To eluatkonsentrater ble fremstilt ved & forene fraksjoner 1-9, og
fraksjoner 17-20. Fraksjoner 1-9 ble konsentrert til 20 ml og inneholdt kon-~
sentrert opplgsning av antibiotikum 235L som igjen ble utvunnet ved lyofili-
sering. Fraksjonene 17-20 ble inndampet til 10 ml og det delvis rensede an-
tibiotikum 235S ble utvunnet i fast form ved lyofilisering av konsentratet,

Ovenstéende kromatografiske forsgk ble gjentatt under anvendelse av
60 ml av samme "DOWEX W 50 X'"-konsentrerte eluat som utgangsmateriale,
Eluatfraksjoner 8 og 9 fra kromatograferingskolonnen ble forenet og konsen~
trert. Ved henstand krystalliserte antibiotikum 235L fra oppl¢sningen og ble

utvunnet ved filtrering.

EKSEMPEL 3

3761 liter filtrert fermenteringsbrygg fremstilt som beskrevet i eks-

empel 1 ble fort gjennom "DOWEX W 50X"-harpiks og harpiks-adsorbatet
eluert med 0,5N ammoniumhydroxydoppl¢sning. En 2, 6 liter fraksjon av elu-

atet (1/16 av totalvolumet) ble innstilt p& pH 9 under anvendelse av vandig
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lna.triumhyr:lroxydopphpsning og ekstrahert med tre 6-~liter porsjoner n-butyi-
alkohol. n-butylalkohol-ekstraktet ble fortynnet med vann og inndampet i vae -
kuum til et volum pd 2800 ml. En liter av n-butylalkohol-konsentratet ble
inndampet videre til et volum pd 40 ml og kromatografert over en 2-liter
"Sephadex 25'" (dextran) kromatograferingskolonne. Avigpene fra kolonnen
med h¢yt innhold av faste stoffer ble innstilt pd pH 3,8 og adsorbert pd 50 ml
"DOWEX W 50X2"-hérpiks med en hastighet p& 1 ml/min. Det erholdte har-
piksadsorbat ble eluert med 0, 2N ammoniumhydroxydopplgsning og ammoni}
akkalske eluatfraksjoner p& 25 ml i volum ble oppsamlet. . Fraksjoner nr. 11
og 12 som utgjorde tilsammen 50 ml, ble inndampet til ca. halvt volum og
fortynnet med 96 ml aceton for & bevirke krystallisasjon. Krystaliene erholdt'
p& denne méte, var antibiotikum 23553 i praktisk talt ren form.
Harpikseluatfraksjoner nr. 6 - 10 ble forenet og konsentrert til ca,
20 ml, og 120 ml aceton tilsatt for & bevirke krystallisasjon. De dannede
1,2 g krystaller viste seg & bestd av en blanding av antibiotikum 2355, og

antibiotikum 23582 i et forhold p& ca. 9:1.

EKSEMPEL 4 _
Ca. 3785 liter filtrert fermenteringsbrygg fremstilt ved fremgangs-~
mdéte beskrevet i eksempel 1, ble f¢rt gjennom ca. 80 liter "DOWEX W 50 X 2"~

harpiks. Avlgpet fra harpikskolonneadsorpsjonen ble behandlet med ammonium-

sulfat i en mengde av 500 g ammoniumsulfat per liter avlgp og det dannede
bunnfall skilt fra ved filtrering. Bunnfallet ble opplgst i ca. 34 liter vann og
dialysert i cellofanpose i ca. 24 timer. Residuet fra dialysen ble fortynnet
med 1,5 volum aceton for & felle et rdtt materiale inneholdende antibiotikum
235L. Det rd bunnfall ble oppl¢st i vann, gjenutfelt med ethylalkohol og t¢rret.
Ca. 50 g av det faste materiale fremstilt p denne méte, ble suspendert i \
vann, sentrifugert og den ovenstdende opplgsning ble kromatografert over 5,5
liter ""Sephadex 25'" under anvendelse av destillert vann som fremkallings~
middel. Ca. 1550 ml oppl¢sning inneholdende praktisk talt rent antibiotikum
235L ble oppsamlet og frysetgrret. Et gram av de faste stoffer fremstilt pd
denne mdéte, ble opplgst i 25 ml vann og-den vandige 6ppl¢sning fgrt igjennom
15 ml diethylaminoethylcellulose. Det forenede avlgp ble konsentrert til ca.

15 ml og avkje¢lt hvorpd praktisk talt rene krystaller av antibiotikum 235L med
et smeltepunkt pd 225-229°C ble erholdt.
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1 Patentkrav

1. Frempgangsmadte ved fremstilling av Antibiotikum 235A og komponen-
.tene 235L og 2355 derav, karakterisert ved at en mikroorganisme av
arten Streptomyces avidinii dyrkes i et vandig neeringsmedium og antibioti-
kumet utvinnes fra dette og eventuelt skilles i sine komponenter 235L og
2358.

2, Fremgangsmdte ifglge krav 1, karakterisert ved at der som

mikroorganisme anvendes Streptomyces avidinii NRRL 3077.

Anf¢rte publikasjoner: --
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