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Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarza-
nia antybiotykéw, zwlaszcza erytromyecyny, przy
wykorzystaniu odpadowej grzybni promieniowcéw
jako skladnika pozywek do hodowli szczepow.

Znane jest stosowanie jako skladnikéw podioza
w hodowli drobnoustrojéw komoérek drozdzy oraz
nienaruszonych grzybni promieniowcéw, ktére do-
dawane sa jako Zrddio azotu, wegla i witamin. W
opisie patentowym brytyjskim nr 1 139 589 podany
jest sposéb otrzymywania moenomycyny na podlo-
zu fermentacyjnym zawierajacym odpadowe grzyb-
nie promienioweéw, Penicillium, Aspergillus, Rhi-
zopus i drozdzy.

W metodzie wedlug opisu patentowego czeskiego
nr 142797 odpadowe grzybnie Penicillium i Strep-
tomyces aureofaciens stosuje sie w podlozach do
hodowli szczepbw, wytwarzajgcych L-lizyne. Inne
opisy patentowe czeskie nr 131616 i nr 131617 po-
dajg sposbéb otrzymywania L-lizyny z hodowli drob-
noustrojéw, rozwijajacych sie na podiozu z dodat-
kiem maki arachidowej poddanej dzialaniu proteaz,
zawartych w nienaruszonej grzybni Penicillium.

W opisie patentowym polskim nr 64127 podany
jest spos6b wytwarzania nowych pozywek, zawie-
rajageych drozdze, stanowigce produkt uboczny przy
mikrobiologicznym odparafinowaniu frakcji ropy
naftowej. :

W opisanych dotychczas metodach jako dodatek
do podloza stosuje sie nienaruszone komoérki drob-
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noustrojéw, nie poddawane zadnej obrdbce wstep-
nej, co utrudnia ich peilne wykorzystanie.

Sposéb wedlug wynalazku eliminuje powyisze
wady i ré6zni sie¢ od uprzednio episanych tym, ze
z grzybni promieniowcéw uwalniane sg zawarte
w komoérkach enzymy hydrolityczne, a w szczeg6l-
nos$ci proteolityczne i amylolityczne, ktére dziala-
jac na bialka i weglowodany zawarte w tej grzy-
bni, powodujg ich hydrolize do tatwo przyswajal-
nych przez drobnoustroje peptydéw oraz/lub wol-
nych aminokwaséw i cukréw prostych.

Wedlug wynalazku zawiesing wodng odpadowe]j
grzybni promieniowcédw, w szczegbdlnosei grzybni
szezepu Streptomyces erythreys, otrzymanej np.
z biosyntezy erytromycyny, poddaje sie rozbiciu
komorek, korzystnie za pomoca dezintegratora ul-
tradZwiek6w oraz/lub homogenizatora, otrzymany
homogenat inkubuje sie w temperaturze 20—50°C
korzystnie w temperaturze 30—35°C, przy warto§ci
pH = 7—11, korzystnie przy wartosci pH okolo 10,
a otrzymany plynny autolizat ewentualnie pozba-
wia sie reszty antybiotyku i ewentualnie suszy; lub
z otrzymanego homogenatu po ewentualnym od-
dzieleniu czesci stalych wysala sie enzymy, surowy
preparat enzymatyczny wyodrebnia sie i ewentu-
alnie suszy, dodaje sie do zawiesiny wodnej maki
sojowe]j, rzepakowej lub innej, mieszanine inkubu-
je sie w podanych wyzej warunkach temperatury
i warto$ci pH, a otrzymang trawiong make pozba-
wia sie reszty antybiotyku oraz/lub suszy; albo te
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homogenat bezposrednio dodaje sie do maki, mie-
szanine ikubuje si¢ w podanych wyzej warunkach
temperatury i wartosci pH, a otrzymang trawiong
maike pozbawia sie reszty antybiotyku oraz/lub su-
szy; po czym otrzymany w ten sposéb autolizat
lub trawiong make dodaje sie do podloza do hodo-
wli drobnoustrojéw, zastepujgc w czesci lub calko-
wicie make sojows, rzepakowg lub inng make, sto-
sowang zwykle jako skladnik pozywek oraz pro-
wadzi sie proces biosyntezy w warunkach konwen-
cjonalnych. N
Przed zhomogenizowaniem odpadowa grzybnig
zawiesza sie w wodzie w stosunku wagowym 1—5
cze$ci wody na 1 cze$é wilgotnej grzybni.
Wysolenie enzyméw z homogenatu ewentualnie
W‘; stalych prowadzi sie korzyst-
1& }ﬁ!zé odaWdhip stalego siarczanu amonowego
Ho stezenia okolo 6§%o.
Wo &Avieqny maki w wodzie, korzystnie
PRQI0 w0 UpmaAR Vi maki w wodzie, dodaje sie
oWy DrEparat enzymatyczny w ilosei 10—1000 j
proteazy, korzystnie- 100—500 j proteazy, na 1 ml
zawiesiny. Make dodaje sie do homogenatu ‘w ta-
kiej ilosci, aby otrzymaé 1—20%0 zawiesine, korzyst-
nie okolo 10% zawiesine magki w homogenacie.
Stosujac wedlug wynalazku w/w preparaty w
podlozach do hodowli szczepu wytwarzajgcego ery-
tromycyne, uzyskuje sie zwiekszenie wydajnosci
antybiotyku o okolo 20°% w stosunku do wydaj-
nosci, uzyskiwanych w hodowli na standardowym
podlozu opisanym w opisie patentowym nr 59792.
Grzybnia promieniowcédw jest bogatym Zrédiem
wegla, azotu, substancji wzrostowych i enzymoéw.
Wsréd enzyméw znaczng ilosé stanowig enzymy
hydrolityczne, a w szczeg6élnosci enzymy o aktyw-
nosci proteolitycznej czyli proteazy. Dla przykladu
podano w tablicy 1 aktywno$é proteaz i amylaz w
grzybni rozbitej przy uzyciu dezintegratora ultra-
dzwiek6éw firmy. MSE 100 W lub laboratoryjnego
homogenizatora mechanicznego firmy Eppenbach
Inc. Long TIsland, N.Y. USA.

ot

Tablica 1

) a-amylazy
Proteazy w j/ml |w mg maltozy
Rodzaj (10') ml
grzybni homo- | ultra-
homo- | ultra- | oopii | dzwie-
genizator | dzwieki zator Ki
S. erythreus 725 740 3,0 3,4
S. linconensis 82 88 1,4 1,2
S. vinaceus 50 52 0 0
S. griseus 85 45 0 0

Optimum  dziatania enzymoéw proteolitycznyeh
S. erythreus z grzybni znajduje sie przy wartosci
pH okolo 10 i jest identyczne z optimum wartosci
pH proteazy S. erythreus, wydzielanej do podloza.
Proteazy te wykazuja roéwniez znaczng stabilnosé
w temperaturach do 50°C w czasie ich izolowania
(Acta Microbiol. Pol, Ser. B. 1973,5, 21—27), co
umozliwia ich praktyczne wykorzystanie. W przy-
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gotowaniu homogenatéw grzybni promieniowcoOw
sposobem wedlug wynalazku szczegélnie przydatna
jest grzybnia szczepu S. erythreus, wytwarzajgcegoe
erytromycyne, z uwagi na duzg aktywnos$é zawar-
tych w nich proteaz. Enzymy proteolityczne hydroe-
lizuja zawarte w grzybni biatka do peptydéw
i wolnych aminokwaséw. Tak uzyskany autolizat
stosuje sie jako skladnik pozywki, zastepujgcy inne
substancje biatkowe (jak np. make sojowg) w ho-
dowli szczepébw wytwarzajgcych antybiotyki. Auto-
lizat dodaje sie w postaci plynnej zawiesiny, badz
po wysuszeniu w postaci sproszkowanej. W tym
celu grzybnie odpadowg zawiesza sie w takiej ilo$-
ci wody, aby uzyskaé plynng mase, korzystnie w
stosunku 100 g grzybni w 200 ml wody, po czym
pH doprowadza sie do wartosci 7—11, korzystnie
okoto 10, przy uzyciu np. roztworu wodorotlenku
sodowego.

Zawisine grzybni poddaje sie rozbiciu ultra-
dzwiekami badz w homogenizatorze mechanicznyin
w celu .uwolnienia zawartych w grzybni bialek,
aminokwaséw i enzyméw hydrolitycznych. Rozbi-
cie duzych ilosci grzybni w skali technicznej mo-
zna przeprowadzi¢ przy uzyciu homogenizatora me-
chanicznego pracujgcego w sposéb ciggly, np. za
pomocyg homogenizatora Dyno-Miihle KD5 firmy
Willy A. Bachofen, Bazylea, Szwajcaria, lub ci$nie-
niowego, np. za pomocg homogenizatora firmyv
Manton-Gaulin 15 M 8TBA.

Zhomogenizowang zawiesine rozbitej grzybni po-
zostawia sie¢ w temperaturze 20—50°C, korzystnie
w temperaturze 30—35°C, przy umiarkowanym
mieszaniu na okres 3—20 godzin w celu przepro-
wadzenia enzymatycznej hydrolizy zawartych w
homogenacie biatek do zwigzk6w prostszych.

W tablicy 2 przedstawiono przyrost stezenia
aminokwaséw w czasie autolizy rozbitych grzybni
réznych szczepbéw promieniowcédw.

Tablica 2
Aminokwasy w mg/ml !
Szczep grzybnia przed| grzybnia po

autoliza autolizie

S. erythreus 3,04 6,70
3,00 29,2

S. linkonensis 2,35 2,'5
S. vinaceus 0,17 2,46
S. griseus 5,00 5,70

Autolizat grzybni po inkubacji moze byé prze-
chowywany w postaci plynnej z dodatkiem s$rodka
konserwujacego, badz tez moze byé wysuszony w
suszarce rozpylowej.

Autolizaty stosuje sie do przygotowania podiéz
do hodowli szczepbédw wnyarzajacych antybiotyki.
zastepujgc nimi czesciowo lub catkowicie takie
sktadniki, jak maka sojowa, magka arachidowa
i inne. Homogenaty przygotowane z grzybni sg-
czonych z uzyciem ziemi okrzemkowej s3 w pelni
przydatne jako dodatki do podiéz.

Enzymy proteolityczne zawarte w rozbitej grzy-
bni w postaci homogenatu stosuje sie réwniez do
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trawienia innych biatek, np. zawartych w mace
sojowej, mgce arachidowej, mace rzepakowej, ma-
ce grochowej i innych. W réznego rodzaju makach
poddanych trawieniu, wskutek dzialania enzymoéw
proteolitycznych uwalniajg sie peptydy i wolne
aminokwasy, jak réwniez wskutek dzialania enzy-
‘'m6éw amylolitycznych wzrasta ilo$é wolnych cu-
kréw, zwiekszajac w ten spos6b przyswajalnosé
podléz przez réine drobnoustroje. Wsréd wolnych
aminokwas6w uwalniajgcych sie z maki pod wpty-
wem enzyméw proteolitycznych stwierdzono wy-
stepowanie znacznej ilosci metioniny. Aminokwas

10

6

ten odgrywa duzg role zar6wno przy biosyntezie
erytromycyny, gdzie dostarcza grup metylowxch
w reakceji przeksztalcania erytromycyny C do ery-
tromycyny A, jak réwniez w biosyntezie L-lizyny,
gdzie odgrywa duZa role regulatora procesu.

W tablicy 3 przedstawiono przyrost wolnych
aminokwaséw, w szczegbélnosci - metioniny, oraz
prostych cukréw, uwalniajgcych:sie pod wplywem
dzialania enzymoéw proteolitycznych i amylolitycz-
nych, zawartych w homogenacie rozbitej grzybni
Streptomyces erythreus, na poszczegdélne rodzaje
mak trawionych.

Tablica 3
Aminokwasy w mg/ml Metionina w mg/ml Cukry w mg/ml
Rodzaj maki inaka nie- | mgka po | mgka nie- | magka po maka nie- maka po
trawiona autolizie |*trawiona autolizie trawiona autolizie
Maka sojowa 0,88 21,0. 2 - 150 4,4 8,8
Maka rzepakowa 0,60 24,0 —_ - 2,9 9,6
" Maka owsiana 0,0 9,1 — — 2,3 7.9
‘ Maka arachidowa 0,59 19,8 46 92 2,3 5,6
|' Maka grochowa 0,94 16,0 — — 5,6 9,6

Do proteolizy maki mogg byé uzyte proteazy,
zawarte w réznych gatunkach promieniowcéw, jak
réwniez proteazy z Bacillus subtilis, ktére znajdu-
ja sie¢ w handlu pod réinymi nazwami, jak np.
maksatasa, subtilizyna. Jednakze najlepsze wyniki
proteolizy uzyskuje sie stosujac rozbitg grzybnie
S. erythreus, co ilustrujg wyniki przedstawione w
tablicy 4. '

Tablica 4
Aminokwasy ogélem
w mg/ml
Preparat enzymatyczny
maka nie- | maka po
trawiona | proteolizie
Homogenat grzybni
S. erythreus 0,38 21,00
Homogenat grzybni
S. linkolnensis 0,88 12,50
Homogenat grzybni
S. vinaceus 0,88 8,92 |
Homogenat grzybni - i
S. griseus 0,88 7,30
Proteaza izolowana
z B. subtilis
1000 j/ml 0,88 6,85

Hydrolize maki przy uzyciu enzymoéw proteoli-
tyecznych, zawartych w rozbitej grzybni, przepro-
wadza sie w ten sposob, ze sporzadza sie 10% za-
wiesine odpowiedniej maki w $wiezo przygotowa-
nym homogenacie z grzybni promieniowca, np. S.
erythreus, dodaje sie srodka konserwujacego, np.
toluen w ilosei 0,1—0,5%, i inkubuje w tempera-
turze 32°C w ciggu 3—20 godzin mieszajac.

Poniewaz homogenat rozbitej grzybni zawiera
antybiotyk pozostaly w grzybni, po dodaniu do pod-
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loza moze on hamowaé rozwdj drobnoustroju, gdy
hodowle prowadzi sie z uzyciem .szczepu wrazli-
wego na dany antybiotyk. W tym przypadku .anty-
biotyk, zawarty w autolizacie, neutralizuje sie¢ zna-
nymi metodami, np. erytromycyne rozklada sie
przez hydrolize kwasna, dodajac do mieszaniny po
zakoficzeniu inkubacji kwas solny do stezenia 1N
i ogrzewajac w temperaturze wrzenia w ciggu 1
godziny pod chlodnicg zwrotna, a nastepnie mie-
szanine ozigbia i neutralizuje np. wodorotlenkiem
sodowym, potasowym lub amonowym.

Obecno$é antybiotyku w autolizacie moze nie
wywieraé efektu hamujgcego, gdy w hodowli sto-
suje si¢ szczep niewrazliwy na dzialanie okreslone-
go antybiotyku, bgdZz moze byé korzystna z uwagi
na ochronne dzialanie antybiotyku, zapobiegajgce
zakazeniu obecymi drobnoustrojami. W przypadku
hodowli szczepu S.erythreus na podiozu, zawiera-
jacym autolizat, obecnosé antybiotyku nie przesz-
kadza w rozwoju drobnoustroju wytwarzajgcego
erytromycyne.

W podobny sposdéb przeprowadza sie hydrolize
maki przy uzyciu surowego preparatu enzymatycz-
nego, wydzielonego z homogenatu grzybni. Prepa-
rat ten otrzymuje sie w ten sposdb, Ze odmyta
grzybnie promieniowca np. S.erythreus, rozbija
sie wedlug metody, stosowanej do sporzadzenia
homogenatu. Otrzymany homogenat  odwirowuje
sie przy sile wirowania 23 000 X .g i czeSci stale
odrzuca. Do roztworu po odwirowaniu dodaje sie
techniczny siarczan amonowy  do:stezenia 60%, po-
zostawia na kilka godzin i wydzielony osad odwi-
rowuje. Osad ten wysuszony ‘w suszarce proéznio-
wej w temperaturze 40—50°C lub w suszarce roz-
pylowej stanowi surowy preparat enzymatyczny.
W celu przeprowadzenia hydrolizy enzymatycznej
sporzadza sie 1 do 20%, korzystnie okolo 10%, #a-
wiesiny mgki w wodzie i dodaje sie preparat enzy-
matyczny w takiej ilosci, aby uzyskaé aktywnosé
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proteazowg od 10 do 1000 j/ml, korzystnie 100 do
500 j/ml. Nastepnie mieszanine inkubuje si¢ w tem-
peraturze 30—40°C w sposéb podany powyzej. Za
jednostke  przyjeto te ilos¢ enzymu, ktéra powo-
duje zmiane ekstynkcji réwng 0,01 w . okreslonych
warunkach reakcji (enzyn inkubowany z 2% roz-
tworu kazeiny przy wartosci pH = 11, w tempera-
turze 40°C w ciggu 40 rainut, odczyt . ekstynkcji
przy 280nm). '

W .tablicy - 5 przedstawione sg wyniki hydrolizy
maki sojowej przy uzyciu surowego preparatu
en~ymatycznego S.erythreus w zaleznosci od cza-
su inkubacji.

Tablica 5
Zawarto$é amino-
Preparat’ : S'te:eme kwaséw w n:xg/ml
enzymatvezny pro .eazy przy'f:_zasne %nku-
w j/ml bacii godziny
13 godziny|20 godzin
Homogenat
grzybni
S. erythreus _ 400 18,0 29,3
roztwbr surowe-
go preparatu
enzymatycznego
z grzybni
S. erythreus 8,3 1,0 0,94
33,0 3,64 2,24
66,0 5,88 5,00

" Wyniki, przedstawione w tablicy &, wskazuja na
mozliwosé skrécenia czasu inkubacji w przypadku
trawienia maki surowym preparatem enzymastycz-

nym.
Spos6b wedilug wynalazku wyjasniajg nastepu-
jqce-przykiady:
Przyklad 1I. Przygotowanie autolizatu grzy-

bni S.erythreus oraz zawiesiny trawionej maki

sojowej.

Do 250 g odpadowej grzybni pofermentacyjnej
S. erythreus dodano 500 ml wody, doprowadzono
pH do warto$ci 10,5 przy uzyciu 1 N NaOH i za-
wiesine homogenizowano w homogenizatorze labo-
ratoryjnym w ciggu 20 minut. Efektywno$é rozbi-
cia obserwowano w mikroskopie, przy czym po-
winny byé widoczne ziarnistosci z rozbitej grzybni
Homogenat grzybni zawieral 465 j proteazy/ml.
Homogenat stosowarlo do przygotowania autoliza-
tu z grzybni, to jest preparatu, zawierajgcego
gtéwnie peptydy i aminokwasy, uwolnione z bia-
tek grzybni, oraz do przygotowania trawionej mg-
ki sojowej, to jest preparatu, zawierajgcego glow-
nie peptydy i aminokwasy, uwolnione zar6é6wno
z bialek grzybni, jak i z bialek maki.

a. Przygotowanie autolizatu grzybni

Homogenat rozlano w iloSei 200 m1 do kolb Erlen-
mayera o0 pojemnosci 500 ml i inkubowano w
temperaturze 32°C w ciggu 20 godzin lekko mie-

szajgc. Ilosé aminokwaséw wzrasta w czasie inku-

bacji z 3,04 mg/ml do 6,70 mg/ml, a ilo$é wolnej
metioniny z 21 mecg/ml do 64 mcg/ml. Autolizat
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‘ antybiotyku,

8

poddano wysuszeniu w suszarce rozpylowej,
pozostawiono w postaci zawiesiny piynnej.
b. Przygotowanie trawionej maki sojowej

Sporzadzono zawiesine maki sojowej w homoge-
nacie w ilosci 5 g maki w 100 ml homogenatu oraz
inkubowano jg w warunkach podanych w pkt. a
Po inkubacji ilo$é aminokwas64w wzrasta z 3,92
mg/ml do 21 mg/ml, a ilo§¢ metioniny z 94 mcg/ml
do 150 mcg/ml. Zawiesine trawionej maki sojowej
poddano ewentualnie wysuszeniu w suszarce roz-
pylowej. '

Przyktad II. Przygotowanie preparatu .tra-
wionej maki sojowej przy uzyciu homogenatu grzy-
bni S.erythreus )

Homogenat z grzybni S. erythreus, uzyskany we-
diug przykladu I, zawierajagcy 337 j proteazy/ml,

lub

stosowano do przygotowania preparatu trawionej

maki sojowej., Zawiesine maki.w homogenacie w
proporcji 10 g maki na 100 ml homogenatu inku-
bowano, jak w przykladzie I. W celu usuniecia
pozostalego w grzybni S.erythreus,
do zawiesiny do inkubacji dodano 4 N HCl w ilosci
10% objetosciowych w stosunku do homogenatu
i ogrzewano pod chlodnicg zwrotng w ciggu 1 go-
dziny. Oziebiong zawiesine zobojetniono przy po-
mocy stalego NaOH, a nastepnie wysuszono w su-
szarce rozpylowej. Z 1 g maki sojowej uzyskano
1,2 g preparatu trawionego. Por6éwnanie ilosci ami-
nokwas6w w preparacie trawionym i nietraw:o-
nym podano w tablicy 6. ’

Tablica 6

Aminokwasy
ogélem w mg/g

W tym metip-

Preparat .
nina w mg/g

Maka sojowa

nielrawiona 8,0 0,08
Maka sojowa
trawiona 91,6 1,47

Przyktad 1III. Przygotowanie preparatu tra-
wionej maki rzepakowej przy uzyeciu homogenatu
grzybni S. erythreus

Homogenat z grzybni S. erythreus, uzyskany spo-
sobem, opisanym w przykladzie I, zawierajacy
548 j proteazy/ml stosowano do przygotowania pre-
paratu trawionej maki rzepakowej. Zawiesing 10%e
maki w homogenacie inkubowano w ciggu 20 go-
dzin w warunkach, opisanych w przykladzie I.
Antybiotyk pozostaly w grzybni usunieto sposo-
bem, opisanym w przykiadzie II. Preparat wysu-
szono w suszarce rozpylowej. Z 1 g magki rzepako-
wej uzyskano 1,2 g preparatu trawionego. Poréw -
nanie ilosci aminokwas6w w preparacie trawio-
nym i nietrawionym podano w tablicy 7.

Tablica 7

Aminokwasy
ogbélem w mg/g

W tym metio-

Preparat X
nina w mg/g

Maka rzepakowa

nietrawiona 10,6 0,81
Maka rzepakowa
trawiona 72,0 1,10
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Przyktad IV. Otrzymywanie surowego prepa-
ratu enzymatycznego z homogenatu S.erythreus

Homogenat grzybni S.erythreus, uzyskany spo-
sobem wedlug przykladu I, wirowano przy sile
wirowania 23000 X g w ciggu 30 minut, czesci
stale odrzucono, a z supernatantu wysolono enzy-
my przez wysycenie siarczanem amonowym do
stezenia 60%. Wytragcony surowy enzym odwiro-
wano po 18 godzinach przy 23000 X g w ciggu 30
minut i wysuszono w suszarce w temperaturze
okolo 50°C. Preparat zawiera 28000 j proteaz w 1g.

Przyktad V. Przygotowanie preparatu tra-
wionej maki sojowej przy uzyciu surowego prepa-
ratu enzymatycznego z grzybni S. erythreus.

Preparat enzymatyczny, otrzymany sposobem we-
diug przykladu IV, stosowano do otrzymania pre-
paratu trawionej maki sojowej, dodajgc go w ilosci
100 j proteazy na 1 ml 10% zawiesiny maki sojo-
wej w wodzie, oraz doprowadzajgc pH do wartosci
10,5 przy uzyciu 1N NaOH. Zawiesine inkubowano
w ciggu 3 godzin w warunkach, podanych w przy-
kladzie I, a nastepnie wysuszono w suszarce rozpy-
lowej.

Por6éwnanie ilosci aminokwaséw w preparacie
maki trawionej i nierawionej podano w tablicy %

Tablica 8

Preparat Aminokwasy ogélem

w mg/g
Maka sojowa 8,0
Maka sojowa trawiona 58,8

Przyktad VI. Przyrost suchej masy S.eryth-
reus i biosynteza antybiotyku na podlozu rozpusz-
czalnym z dodatkiem autolizatu z grzybni S.eryth-
reus.

Do rozpuszczalnego piynnego podloza, zawiera-
jacego ekstrakt z maki sojowej, o skladzie: 3%
wyciggu z maki sojowej; 5% glukozy; 0,3%
(NH,),SO,; 0,5% NaCl, 0,6°% CaCO;; 1% propanolu,
i wody wodociggowej do 100% dodano w postaci
plynnej autolizat, otrzymany wedlug przykiadu I
w ilesciach 7,5%, 15% lub 30% w stosunku do
objetosci pozywki, a nastepnie zaszczepiono po-
dloze hodowlg S.erythreus. W 120 godzinie ho-
dowli zaobserwowano zwiekszenie suchej masy
grzybni i zwiekszenie biosyntezy antybiotyku w
poréwnaniu z podlozem kontrolnym nie zawiera-
jacym autclizatu, co wynika z tablicy 9.

Tablica 9
‘ Przyrost suchej| Stezenie ery-
Po 120 godz.mach masy grzybni tromycyny
hodowli w brzeczce
w mg/ml fermentacyjnej
bez dodatku .
autolizatu — ;1540 j/ml
po dodaniu 3
autolizatu
w ilosci:
7,5%a 9,93 2040 j/ml
15% 11.73 2180 j/ml
30%0 12,94 2560 j/ml
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Przyktad  VII. Zastosowanie preparatow
enzymatyeznych grzybni S. erythreus w podlozu do
biosyntezy erytromycyny.

W standardowej plynnej pozywce dla produkcji
erytromycyny, opisanej w opisie patentowym
nr 59792 o skiadzie: 3% maki sojowej, 2% skrobi,
4% glukozy, 0,5% NaCl, 0,6% CaCO,, 0,9% alkoholu
n-propylowego i wody wodociggowej do 100%o:

a) zastgpiono 25% maki sojowej wysuszonym auto-
lizatem grzybni E.erythreus, przygotowanym
wedtug przykiadu I, ' :

b) zastagpiono calkowicie magke sojowg suszonym
preparatem trawionej maki sojowej przygoto-
wanej wedtug przykiadu I;

¢) uzupelniono standardowsg pozywke plynnym
autolizatem grzybni, uzyskanym .wedlug przy-
kiadu I, dodajgc go w ilosci 20% w stosunku
objetoSciowym do iloSci pozywki na poczatku
i w 48 h hodowli..

We wszystkich wymienionych przypadkach tak
wzbogaconego podloza -zaszczepiono je hodowlg -
S. erythreus, oznaczajac w brzeczce zawarto$é ery-
tromycyny po 144 godzinach fermentacji. Wyniki
poréwnano z fermentacja prowadzong na podlozu,
nie zawierajacym w/w preparatébw w tym samym
czasie. :

Wyniki przedstawiono w tablicy 10:

Tablica 10

Wydajno$¢ biosyntezy
erytromycyny
Wprowadzona zmiana w meg/ml brzeczki
podloza
podloze podloze
kontrolne |wzbogacone
a) Zastapienie 25%
maki sojowej wysu-
soszynym autoliza-
tem grzybni
S. erythreus 3730 4050
b) Zastgpienie calko-
wite magki sojowe]
preparatem maki
trawionej z grzybni
S. erythreus 3600 4400
c¢) Uzupelnienie podio-
za plynnym autoli-
zatem grzybni
S. erythreus
w O h fermentacji 2640 3730
w 48 h fermentacji 3800 4360

Zastrzezenia patentowe

1. Sposdb wytwarzania antybiotykéw, zwlaszcza
przez wykorzystanie odpadowej
grzybni promieniowcéw do hodowli drobnoustro-
jow i fermentacje w warunkach konwencjonalnych,
znamienny tym, zZe jako skladnik pozywki stosuje
sie produkt, otrzymany z zawiesiny wodnej odpa-
dowej grzybni promieniowcéw, w szczegdlnosci
grzybni Streptomyces erythreus z biosyntezy ery-
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tromyeyny, w stosunku wagowym 1—5 czeSci wo-
dy na 1 cze$é grzybni, przez rozbicie komoérek, ko-
rzystnie za pomocg dezintegratora ultradiwiekow
oraz/lub homogenizatora, inkubacje otrzymanegn
homogenatu w temperaturze 20—50°C, korzystnie
w temperaturze 30—35°C, przy wartosci pH = 7—11,
korzystnie przy wartosci pH okolo 10, i nastepne
pozbawienie otrzymanego autolizatu reszty anty-
biotyku oraz/lub suszenie, ktoéry to produkt doda-
je do podloza do hodowli drobnoustrojéw, zaste-
pujac w czesci lub calkowicie mgke sojowa, rze-
pakowg lub inng, stosowang zwykle jako skladnik
pozywek w stosunku wagowym 5—100% w przeli-
czeniu na suchy mase.

2. Spos6b wytwarzania antybiotykéw, zwlaszcza
erytromycyny, przez wykorzystanie odpadowej
grzybni promieniowcéw do hodowli drobnoustro-
jow i fermentacji w warunkach konwencjonalnych,
znamienny tym, zZe jako skladnik pozywki stosuje
sie produkt, otrzymany z zawiesiny wodnej odpa-
dowej grzybni promieniowcoéHw, w szczegbdlnosci
grzybni Stroptomyces erythreus z biosyntezy ery-
tromycyny, w stosunku 'wagowym 1—5 czesci wo-
dy na 1 cze$é grzybni, przez rozbicie komoérek, ko-
rzystnie za pomoacg dezintegratora ultradiwiekéow
oraz/lub homogenizatora, oddzielenie z otrzyma-
nego homogenizatu czesci stalych, wysolenie enzy-
méw i wyodrebnienie surowego preparatu “enzy-
matycznego, ewentualne wysuszenie go, dodanie do
zawiesiny wodnej maki sojowej, rzepakowej Ilub
innej stosowanej zwykle jako skladnik pozyweki,
inkubacje mieszaniny w temperaturze 20—50°C,
korzystnie w temperaturze 30—35°C, przy war-
tosci pH 7—11, korzystnie przy wartosci pH okolo
10, nastepne pozbawienie otrzymanej trawionej ma-
ki reszty antybiotyku oraz/lub suszenie, ktéry to
produkt dodaje sie do podioza do hodowli dro-
bnoustrojoéow, zastepujac w czesci lub calkowicie
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make sojows, rzepakowg lub inng w stosunku wa-
gowym 5—100% w przeliczeniu na suchg mase.

3. Sposéb wedlug zastrz. 2, znamienny tym, ZzZe
wysolenie enzyméw prowadzi sie korzystnie przez
dodawanie stalego siarczanu amonowego do steze-
nia okoio 60%.

4. Spos6éb wedlug zastrz. 2, znamienny tym, ze
stosuje sie preparat enzymatyczny w ilosei 10—1000
j proteazy, korzystnie 100—500 j proteazy, na 1 ml
1—20% zawiesiny maki w wodzie, korzystnie oko-
1o 10% zawiesiny maki w wodzie.

5. Sposéb wytwarzania antybiotykéw, zwlaszeza
erytromycyny, przez wykorzystanie odpadowe]
grzybni promieniowcéw do hodowli drobnoustro-
jow i fermentacje w warunkach konwencjonalnych,
znamienny tym, ze jako skiadnik pozywki stosuje
sie produkt, otrzymany z zawiesiny wodnej odpa-
dowej grzybni promieniowcéw, w szczegoélnosci
grzybni Streptomyces erythreus z biosyntezy ery-
tromyecyny, w stosunku wagowym 1—5 czesci wo-
dy na 1 cze$é grzybni, przez rozbicie komérek, ko-
rzystnie za pomocg dezintegratora ultradzwieko6w
oraz/lub homogenizatora, dodanie otrzymanego ho-
mogenatu do maki sojowej, rzepakowej lub innej,
stosowane] zwykle jako skiadnik pozywki, inku-
bacje mieszaniny w temperaturze 20—50°C, korzyst-
nie w temperaturze 30—35°C, przy wartosci
pH == 7—11, korzystnie przy wartosci pH okolo 10,
nastepne pozbawienie otrzymanej trawionej maki
reszty antybiotyku oraz/lub suszenie, ktéry to pro-
dukt dodaje sie do podloza do hodowli drobno-
ustrojow, zastepujac w czesci lub catkowicie make
sojowg, rzepakowg lub inng w stosunku wagowym
5—100% w przeliczeniu na suchg mase.

6. Spos6b wedlug zastrz. 5, znamienny tym, zZe
stosuje sie 1—20% zawiesing maki w homogenacie,
korzystnie okolo 10% zawiesine maki w homoge-
nacie.
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