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Sposób wytwarzania nowego antybiotyku 810 A

Przedmiotem wynalazku jest sposób wytwarzania
nowego antybiotyku 810 A, (będącego mieszaniną
kwasów o ogólnyim wzorze 1, w którym R oznacza
grupę wodorotlenową lub sulfoksylową — OS08H.

Związki o ogólnym wzorze 1 mają budowę po¬
dobną do związków szeregu ceMosporyn. Cefalo-
sporyna C ina podstawnik D^-aniimo-5-kaiiboksy-
waleramidowy w pozycji 7 pierścienia oefemowego,
natomiast związki o wzorze 1 oprócz tego podstaw-
nika w pozycji 7 mają także podstawnik metoksy-
lowy. W pozycji 3 pierścienia cefialosporyna C jest
podstawiona grupą acetoksymetylową, natomiast
związki o wzorze 1 mają w tej pozycji girupę <x-
metx>kisy-p^sulfcteyic^inaimoilową albo a-metoksy-p-
-hydroksycynamoilową. Wytwarzane sposobem we¬
dług wynalazku związki o ogólnym wzorze 1 mają
podstawnik 5^aniino-5-kaiit)olkBywaleramiidow^ w
konfiguracji |3 w stosunku do pierścienia cefemo-
wego.

Sjposobem według wynalazku antybiotyk 810 A
otrzymuje się na dirodze aerobowej hodowli w kon-
trolowiainych waipunkiach wodnych pożywek zaszcze¬
pionych nowym miikrooti^anizmem z gatunku Strep-
tomyces griseus, którego kulltuiry są zdeponowane
w Northen UMUzaition Research and Development
Branch of ithe UJS. Department of Agriculture Peo-
ria, Illinois, Stany Zjedn. Amer., pod numerami
NRRL 3851, NRRL 3031, NRRL 3053 i NRRL 3952.

Jedną z głównych trudności, napotykanych w te¬
rapii antyrriikrobowej, jest isMonność do degradacji
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enzymatycznej, wykazywana przez większość zna¬
nych antybiotyków. Na przykład, ipenicyliinia G jest
skuteczna w zwalczaniu wielu miikirooiigianizmów
Gram^dodaitnich i Gram-ujemnych, lecz w obecności
penicyliny rozkłada się produkt, który w stosunku
do większości organizmów chorobotwórczych nie
wykazuje właściwości antybiotyamrych. Cefalospo-
ryna C jest wprawdzie odporna na działanie peni¬
cyliny i jest aktywna w stosunku do bakterii Gram-
-dodatnich i Gram-ujemnych, ale aktywność ta nie
jest duża. Poza tym istnieją enzymy inne niż pe¬
nicylina, zwane cefaloaporynazanii, które dezakty-
wują cefalosporynę.

Antybiotyk »10 A jest odporny nie tylko na pe-
nicyflioazę, ale i na cefalosporynazy i równocze¬
śnie jest aktywny w stosunku do bakterii Grarn-
-dodatnich i Gram ujemnych. Przejawia on aktyw¬
ność in vivo w stosunku do (mikroorganizmów
Gram-ujemnych takich, jak Proteus vulgaris, Pro-
teus mirabilis, Salmonella pullorum, Escherichia
coli i Klebsiella pneumoniae oraz w stosunku do
miknx)organizmów Gram^dodatnich takich, jak Sta-
phylococcus aureus, Streptococcus pyogenes i Di-
plococcus pneumoniae.

Spośród związków, wchodzących w skład anty¬
biotyku 810 A, szczególnie cenne właściwości ma
kwas 7 P-(D-5HamiinD-54can1bakB^
metoitesy-p-suilfciksycynam^

3-cefemokarboksylowy-4 o wzorze 2. Związek ten
jest związkiem o wzorze 1, w którym R oznacza
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grupę sulfoksylową. Cenne właściwości mają rów¬
nież sole tego związku. Związek o wzorze 2 jest
bardziej odporny na [rozkładowe działanie cefalospo-
rynaz, a doświadczenia wykonane ma myszach wy¬
kazały, że jego toksyczność jest ibairdizo mała. Wpro¬
wadzony doustnie obroni przed infekcjami Proteus
vul"garis, zaś podawany podskórnie jest sikuteczny
przy zwalczaniu infekcji ibakteriami CkianiHujemny-
mi i Gram-dodałnimi.

Mikroorganizm, wytwarzający antybiotyk 810 A,
został wyodrębniony z gleby jako pojedyncza ko¬
lonia. Kolonię tę przeniesiono na płytę iz pożywką
o następującym składizie:

Pożywka A-.r
ekstrakt drożdżowy
dekstroza

woda destyflowana

10 g
10 g
20 g

1000 ml

Po kilku dniach wizrostu mikroorganizm wytwa¬
rzał antybiotyk 810 A. Antybiotyk (reprodukowano
następnie w kolbach, umieszczonych na wytrząsar¬
ce, a na podstawie porównawczych badań biolo¬
gicznych i chemicznych, przeprowadzonych z tym
antybiotykiem i z innymi, znanymi, stwierdzono,
że 810 A jest antybiotykiem nowym.

Taksonomia i morfologia antybiotyku 810 A.
Mikroorganizm, wytwarzający antybiotyk 810 A,

zidentyfikowano jako Streptomyces gsriseus, a kul¬
tury jego są zdeponowane pod numerami NRRŁ
3851, NRRL 3951, NRRL 3953 i NRRŁ 395(2. Takso¬
nomia, którą posłużono się w identyfikacji jest opi¬
sana w „Bergey's Manuał of Determinaitdve Baote-
iiology", wydanie VII oraz w 'książce S. A. Wak-
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smana „The Actinomycetes" Vol. 2 (19611). Opis, wy¬
twarzanie melaininy i przyswajanie węgla przypo¬
minają Strepitomyces griseinus — -według danych
„International Journal of Systemie Baoteriology",
wydanie VII (1957), ponieważ grupa Streptomyces
griseus została podzielona w r. 1959, dwa lata po
wydrukowaniu tego wydania. Jednakowoż zarów¬
no w dziele Waksmiana, jak i w „International
Journal of Systemie Bacteriology", Srtreptomyces
griseinus jest zdefiniowany jako „wyttwarzający gry-
zainę szczep Streptomyces griseus" lub jako „wy¬
twarzający gryzeirię lub substancje gryzeino-po-
dobne".

Streptomyces griseus, NRRL 3851 jest szczepem
różniącym się od klaJsycznego opisu w dziełach
Bergey'a i Waksmana tym, że ma powietrzną grzyb¬
nię o zabarwieniu głównie żółtym, a na niektórych
pożywkach zielonawo-żółtym oraz nieco innym
przyswajaniem węgla. Na stronach 111—133 „The
Actinomycetes" Waksman opisuje tę rodzinę Strep¬
tomyces griseus jako obejmującą wiele pokrewnych
gaituinków i szczepów, chairakteiy^ujących się wzro¬
stem substratu bezbarwnego lub o zalbarwieniu
oliwkowym, grzybni powietrznej o barwie żółta¬
wej o odcieniu zieionawym lub zielonawo-szarej,
melaniną ujemną, sporoforanii prostymi ldb zgię-
tymi, produkowanymi w kępkach, zarodnikami
owalnymi. W poniższych tablicach scharakteryzo¬
wano kultury szczepów, wytwarzających antybiotyk
810 A oraz kultury szczepów Streptomyces griseus
i Streptomyces griseinus.

W tablicach 1 i la porównano szczep NRRL 3851
z opisanym przez Bergey'a i Waksmana szczepem
Streptomyces griseus oraz z opisanym przez Wak¬
smana szczepem Streptomyces griseinus.

Tablica 1

Porówinawcza charakterystyka szczepu NRRL 3851

NRRL 3851 Streptomyces griseus
(Bergey1)

Streptomyces griseus
(Waksman2)

Streptomyces griseinus
(Waikstman2)

Sporofory w postaci mono
podialnie rozgałęzionych |
wiązek, łańcuchy zarodni
ków proste, do lekko fali
stych. Zarodniki kuliste doi
lowalnych, średnica 0,9 \i do
0,9 X 1,2 \jl w łańcuchach]
|po około 10-^15 jednostek,
Strzępki grzybni wegeta-l
tywmej szerokości 0,9 \i\
(agar z gliceryną i aspara
giną — 970 X)

[Grzybnia powietrzna: obfi¬
ta, pudrowata, o barwiel
zielonej (water green). Spo¬
rofory produkowane w|
wiązkach. Zarodniki kuli-
|ste do eUpsoidalnych, 0,8
do 1,7 X 0,8 \i.
Wzrost wegetatywny: kolo
tnie gładkie lub pofałdowa¬
ne bezbarwne (colorless),
później przechodzące w|
loliwkowe (olive-ibu±f)

Sporofory proste, produko¬
wane w wiązkach.
Zarodniki kuliste do owal¬
nych, 0,8 X °>8 d° 1>7 \*>> Po¬
wierzchnia gładka

Sporofory proste, produ¬
kowane w gronach lub|
wiązkach, bez spiral.
Zarodniki pałeczkowatel
1,0 do 1,8X0,8 do 1,0 \jl\

fcBergej^s Manuał of Determinative Bacteriology", wydanie VII (1957)
IWaksman, S.A., „The Actinomycetes", vol. 2 (1961)

Jeżeli nde podano inaczej, powyższe obserwacje
poczyniono po upływie 3 tygodni inkubacja w tem-
peraiturze 28°C. Odczyn stosowanych w 'badaniach
pożywek był mniej więcej obojętny, to jest war-^
tość pH była w granicach 6,8—7,2. Próby fizjolo- 65

giczne przeprowadzano po upływie 7 i 22 dni. Sto¬
sowane w opisie barwy są zgodne ze zdefiniowa¬
nymi w „Color Harmony Manuał", wydanie IV,
1958, Comtadner Corporation of Ameriica.

Antybiotyk 810 A. Utylizacja węglowodanów.
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Tablica la

Porównawcza charakterystyka szczepu NRKL 38(51

Pożywka

1

Agar z pastą
pomidorową
i mąką
owsianą

Agar iz gliceryną
i aspajraginą

Agar
Czapek-Doxa
(agar z sachairoizą
i azotanami)

X

Agar z albuminą
jaja

Agar
odżywczy

Agar

NRRL 3851

2

Wzrost wegetatywny: spód o
barwie brązowej, płaskie irozpiize-
stiizendający się.
Grzybnia powietrzna: środek o
barwie brązowej do szairawożół-
tej, krawędzie o barwie brązowo-
żółtej.
Brak rozpuszczalnego pigmentu.

Wzrost wegetatywny: spód o bar¬
wie brązowej, płaski, rozprze¬
strzeniający się.
Grzybnia powietrzna: pudrowa¬
ła, o <barwde brązowawo-żółtej.
Rozpuszczalny pigment: jasny o
barwie brązowawo-żółtej.

Wztrost wegetatywny: spód o bar¬
wie żółtawo^rjoniarańczonej, pła¬
ski, rozprzestrzeniający się.
Grzybnia powietrzna: pudmowaita,
o barwie brązowawo-żółtej (kilka
odcieni, głównlie na krawędziach
barwa brązowawe-żółta), wzrost
jasny w cenitrum, ciemniejszy na
krawędziach. Rozpuszczalny pig¬
ment: jasny, o barwie brązowa¬
wo-żółtej.

Wzrost wegetatywny: spód o bar¬
wie szarawo-brązowej, płaski,
rozprzestrzeniający sdę.
Grzybnia powietrzna: barwa brą-
zowo-żółta z zielonym odcieniem,
wzrost jasny w centrum, ciem¬
niejszy na krawędziach.

Wzrost wegetatywny: spód o bar¬
wie brązowawo-żółtej.
Grzybnia powietrzna: aksamitna,
o barwie brązowawo-żółtej, kra¬
wędzie o barwie brązowawo-żół¬
tej.

..

S. gmiiseus
(Bergey)

3

,

''

Obfity, 'kremowy
prawie przezroczy¬
sty wzrost. Grzyb¬
nia powietrzna pu-
drowaita, o barwie]
białej do jasnosza¬
rej. Brak rozpusz¬
czalnego pigmen¬
tu.

S. girfiiseus
(Waksman)

4

Wzrost rzadki, roz¬
przestrzeniający
się, bezbarwny,
następnie przecho¬
dzi w oliwkowy.
Grzybnia po¬
wietrzna : gęsta,
pudrowaita, o bar¬
wie zielonej, pig¬
ment nierozpusz-
czaliny.

* o'' ' ; .' o .

Wzrost obfity, pra¬
wie przejrzysty,
kremowy. Grzyb¬
nia powietrzna
pudrowata, o bar¬
wie białej do ja¬
snoszarej. Erakf
rozpuszczalnego
pigmenitu.

S. Msednuis

(Waksman)
 1 

5

Wzrost suibstrato-

wy pomarszczony,

spód o barwie kre¬
mowej do brązo¬
wawej.
Grzybnia powiet¬
rzna o barwie bia-'

łej do kremowej
z odcieniem jasno¬
zielonym.
Brak rozpuszczal¬
nego pigmentu.
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Tablica lia (ciąg dalszy)

1 1
Agar
syntetyczny

Skos

żelatynowy

Agar
odżywczy
z żelatyną

/*

Mleko
lalkmosowe

Mleko

odtłuszczone

Agar
z odtłuszczonym
mlekiem

Agar
■z glukozą

Bulion

z glukozą

Agar
.skrobiowy

2

Płatkowaty, kremowy wzrost,
opadający ma dno probówki. Cał¬
kowite upłynnienie.

Wzrost wegetatywny: /kremowy.
Grzybnia -powietrzna: jasna o
barwie brązowawo-żółtej. Brak
rozpuszczalnego pigmentu. Upłyn¬
nienie żelatyny dobre.

Częściowy pierścień.
Wzrost wegetatywny: brązowa¬
wy. Grzybnia powietrzna: skąpa,
biaława. Peptonizacja, następnie
alkalizacja.

Częściiowy pierścień.
Wzrost wegetatywny: 'brązowa¬
wy. Brak grzybni powietrznej.
Rozpuszczalny pigment: jasno -
brązowy. Peptonizacja, następnie
alkalizacja.

Wzrost wegetatywny: kremowy,
płaski. Grzybnia powietrzna: ską¬
pa, o barwie żółtowo-białej do
kremowej.
Rozpuszczalny pigment: bardzo
jasmobrązowy. Hydroliza kazeiny:

1 3
Rzadki, 'rozprze¬
strzenia jacy się
bezbarwny wzrost
później przecho¬
dzący w oliwko¬
wy. Grzybnia po¬
wietrzna gęsta* pu¬
drowana, o barwie
pielonej.

Obfite, żółtawe
obłe otwory z ztie-
lonawym odcie¬
niem, silne sfałdo-
wanie.

Rzadka, rozprze¬
strzeniający się,
przezroczysty
wzrost.

Hydroliza skrobi.

| 4 | 5

>

TAełonawo-żółty
wzrost powierzch¬
niowy iz brązowa¬
wym odcieniem.
Szybkie upłynnie¬
nie.

Kremowy pier¬
ścień. 'Koagulacja
z szybką peptoni¬
zacja, następnie
alikaldizaqja.

Wzroist podwyż¬
szony w centrum,
promienisty o bar¬
wie kremowej do
pomarańczowej,
brzegi uniesione.

Wzrost skąpy, mofc-
przesitrizeniający
się, przezroczysty,
silna hydroliza.

Wzrost [kremowy z
oddaniem brązom
wawym. Grzybnia
powietrzna nie
występuje, względ¬
nie skąpa:, o bar-1
wie białej. Szyb¬
kie upłynnienie.

Wzrost kremowy.
Koagulacja i pep-
toniaaicja.

Wzrost bezbarwny
do kremowego.
Grzybnia po¬
wietrzna o barwie
szarawo - oliwko¬

wej. Szybka hy-
droOiiaa.
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Tablica la (ciąg dalszy)

• 1 1
Agar
odżywczy
ze skrobią

Skos

ziemniaczany

Agar
z jabłczainem
wapnia

'

Agar
odżywczy
z tyrozyną

X

Agar z żelazem,
pepttonem
li ekstraktem*
drożdżowym
Produkcja H^S
Skosy Łoefflera
Iz osoczem krwi

Zakres
1 temperatury
(skosy agarowe

Iz ekstraktem /
dirożdżowym,
dekstrozą i solami)
Wzrost
mikroaerodnlny
(skos o głębokości
40 mm)
Z ekstraktem

drożdżowym,
dekstrozą i solami

Redukcja
azotanów

|do azotynów

2 ^ I

Wzrost wegetatywny: kremowy.
Grzybnia (powietrzna: jasna, oj
barwie brązowawo-żółtej. Drak
rozpuszczalnego pigmentu, hydro¬
liza dobra.
Wzrost wegetatywny: jasnobrązo-
wy. Grzybnia powietrzna: umiar¬
kowanie obfiita* brązowa.
Słabe zbrązowanie ziemniaka.

-

Wzrost wegetatywny: płaski, roz¬
przestrzeniający się, prześwieca¬
jący, bezbarwny na krawędziach,
a nieprzejrzysty i (kremowy w
centrum.

Grzybnia powietrzna; umiarko¬
wanie obfita, o barwie kremowej
do żółtej.
Brak rozpuszczalnego pigmentu.
Wzrost wegetatywny: płaski, roz¬
przestrzeniający się, 'kremowy.
Grzybnia powietrzna o barwie
żółtawo-brązowej z zielonawym
odcieniem, brzegi o barwie brą¬
zowawo-żółtej .
Rozpuszczalny pigment: bardzo
jasnobrązowy.
Rozłożone kryształy tyrozyny.
Wzrost wegetatywny: kremowy.
Grzybnia powietrzna: brak.
Rozpuszczalny pigment: brak.
Melanina negatywna
negatywna
Wzrost wegetatywny: o barwie
brązowej.
Grzybnia "powietrzna: o barwie
lekko żółtawej.
Rozpuszczalny pigment: brązowa¬
wy.

Całkowite upłynnienie.
28°C — doibry wzrost
37°C — dobry wzrost
50°C — btrafc wzrostu.

Dobry wzrost pokrywający całą
powierzchnię skosu.

negatywna

3 1

Żółtawy, .pomarsz¬
czony wzrost, poJ
kryty białą, pu-
drowatą grzybnią
powietrzną.

'

i

Optymalna
temperaitura —
37°C

Aecofoowy

pozytywna

4 I 5 1
 i L 1

Wzrost pomarsz¬
czony, żółtawy do
brązowawego, po¬
kryty białą, pudro-
watą grzybnią po¬
wietrzną.

Zielony lub żółty
rozpuszczalny pig¬
ment w pożyw--
kach z jaibłczanem
i bursztynianem
wapnia.

Często procjuko-
wany ciemny pig¬
ment.

negatywna

•

pozytywna

Wzrost pomarsz¬
czony, żółtatwo-
biały. Grzybnia
powietrzna o bar¬
wie szarawo-bia-

łej z odcieniem
oliwkowym.
Brak rozpuszczal¬
nego pigmentu na
pożywkach z jabł-
czanem i burszty¬
nianem wapnia.

Brak pigmentu.

negatywna

'

ipozytywna
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Szczep streptomyces griseus NRRL 3851 zbadano
również na zdolność utylizacji względnie asymilacji
różnych węglowodanów, hodując oiigandizmy na za¬
sadowej syntetycznej pożywce (T. G. Pnidham,
D. Gottlieb, 1948), zawierającej 1% węglowodanów,
w ternperaituirze 28°C, w oiajgu 3 tygodni. W tabli¬
cy 2 przedstawiono utylizację względnie asymilację
węglowodanów przez Streptomyces griseus NRRL
3851. Znaczenie symboli użytych w tablicy 2 jest
■następujące: + dobry warost, ± słaiby wzrost,
— bna&^warostiu.

Charakterystyka przedstawiona w tablicach 1, la
i 2 miała na celu sklasyfikowanie szczepu Strepto-
myces griseus NRRL 3651 według klucza opisanego
w „Bergey's Manuał of Determiiinaibive Bacteriolo-
gy", wydanie VII, str. 694—829 (1957) oraz w „The
Actinomycetes" vol. 2, str. 61—292 (1961). Porów¬
nanie szczepu NKRL 3851 ze znanymi gatunkami
wskazuje na jego podobieństwo do Streptomyces
griseus.

Występują pewne różnice morfologiczne, jak np.
w zabarwieniu igrzybni powietrznej,'która w przy¬
padku Streptomyces griseus ma barwę głównie żół-
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tą lub zielonawo-żółtą, lecz w świetle znacznej licz¬
by cech podobnych i jedynie nieznacznych różnic,
nie ma podstaw do nadania szczepowi NRRL 3851
odrębnej nazwy gatunkowej. Tak więc mikroorga¬
nizm z kultury NiRiRL 3851, wytwarzający antybio-
tyk 810 A został zidentyfikowany jako gatunek
Streptomyces griseus.

Charakterystyka kultur NRRL 3951, NRRL 3053
i NRRL 395i2 irnikroorganiamu z gatunku Strepto¬
myces griseus jest przedstawiona w talblicy 2a.

Węglom
wodan

glukoza
arabinoza

ktsiyfcTza
maltoza

mannoza

fruktoza

mannitol

Tabl

Kultura

NRRL 3851

+
+
-I-

+
.+
—

+

lica 2

Węglo¬
wodan

laktoza
inozytol
sacharoza
ramnoza

iratffrnotza
celuloza

Kultura

NRRL 3851

+
±
+

±
+
—

Tablica 2a

Charakterystyka kultur gatunku streptomyces griseus wytwarzających antybiotyk 810 A

Pożywka NRRL 3951 .NRRL 3953 NRRL 3952

Morfo¬
logia

Agar
z pastą
pomidoro¬
wą i mąką
owsianą

Agar
z gliceryną

Sporofary tworzą wiązki z łańcuchami zarodników prostymi do lekko sfałdowanych.
Zarodniki kuliste do owalnych — średnicy 0,9 \i do 0,9 X !>£ V — w łańcuchach składają¬
cych się z 10—16 jednostek.

Wzrost wegetatywny: dobry, płaski, rozprzestrzeniający się, o barwie brązowej.
Grzybnia powietrzna:
pudrowata, o barwie brązowej
z zielonawym odcieniem

Grzybnia powie^ma;:7• <.v~
pudrowata, o barwie brązowej
z silnym zielonym nadtonem

Grzybnia powietrzna:
pudrowata, o barwie brązowej
z silnym zielonym nadtonem

Grzybnia powietrzna:
zielonymi.

Rozpuszczalny pignient: barwa jasnobrązowa

Wzrost wegetatywny: dobry, płaski, brązowy
pudrowata* o barwie brązowej z zielonym odcieniem i* pasmami szaro-l

Agar
Gzapek-
Doxa

Rozpuszczalny pdgmemf: barwa jasnobrązowa
Wzrost wegetatywny: płaski, (rozprzestrzeniający się, przezroczysty

Rozpuszczalny pigment: barwa gasnobrązowa
Grzybnia .powietrzna:
umiarkowanie obfita,
wie brązowej

o bar-
Grzybnfia powietrzna:
umiarkowanie obfita,
wie brązowej

o bar-
Grzybnia powietrzna:
umiarkowanie obfitai,. o
wie brązowej

bar-

z ekstraktem
drożdżo¬
wym, de-
kstrozą
i solami

Rozpusz¬
czalny pig^
ment na

agarze

z peptonem,
żelazem
i ekstraktem
drożdżo¬

wym .

Wzrost wegetatywny: płaski, rozprzestrzeniający się, barwa brązowa

Grzybnia powietrzna: dobra, pudrowata, barwa •beżowa

Rozpuszczalny pigment: barwa jasnobrązowa

brak brak brak
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Badania in vitro i in vivo. BioLogiczną charakte-
rysttykę a/ntyfbioitykiu 810 A iin viitro prowadzono me¬
todą krąńko«woHdyEu<zyjną na płytkach z agarem.
Krążki zwilżone roztworem anirtybitatyfcu umieszcaaa-
no na powiemzchmi płyftek Petriego, ina które wle-
wainio po 5 ml agam odżywczego (Difco) z 0,2% do¬
datkiem ekstraktu drożdżowego z posiewem 5 lub
10 ml hodowli posiewowej na 150 'ml pożywki, pro¬
wadząc inkubację w temperaturze 25°C lub w tem¬
peraturze 37°C, w ciągu 16 godzin.

Powyższa metoda opisana jest w publikacji „Cross 10

Resistance Studies aind Anitibioctic Identification",
Applied Microbiology, vol. 6, str. 392—398 (1'958).
W poniższych tablicach 3—5 pirizedsrt&wioino wyniki
badań własności anitybaMeryjnych i badań opor¬
ności krzyżowej, z podaniem orjgandlzimów, stosowa¬
nych do badań i wanunków badań.

Do badań stasowano płytki Amaltech G. F. Pla-
tes. Są to płytki z żelu krzemionkowego z sdarcza-
.nem wapnia jako środkiem wiążącym, o grubości
0,25 mm. AnaMech Inc., 100 Souith Jusitdsan Street,
wiknimgton, Delaware, 19801.

Tablica 3

Antybiotyk 810 A spefctirum antybakteryjne. Aktywność in vitro

Organizm stasowany
do badań

Escherichia ooild
Barcillus spedes
Protteus yuigairis
Pseudomoinas aeruginoisa
Serraitaa marcesceais

Staphylooaccus auireus
BaoMuis s/ubtilis

Sarcilna kitea
Staphylocoocus auneus
(odporny na streptamycynę
i stoeptotirycynę)
Streptococous faeealis
Alcaligenes faecaliis
Brucella bronchiiseptiica
Salmonella galMoaimn
Vibirio pemcolans
Xan1homoinas vesŃcaitaria

Warunki badania r

Posiew**

| 150 ml/ml
5

5
5

5

5
5

5
5

5

15

" 5 '
10

.10
10

5

Temperatura
inkubacji °C

'25

*' 25 '
37

25
25

25
25

25

37

37 "■
37

.37
25

27

25 |

Średnica strefy
zahamowania mm*

810 A

| 5 mg/ml
' 15

22

29
7

7
26

33

26
19

7

25
21

15

36

15 1
* 7 mm średnica krążka (brak strefy zahamowania)

** Hodowla prowadzona w ciągu nocy rozcieńczona do odczytu mu ha kolorymetrze Lumetrbn

Tablica 4
Antybiotyk 810 A — opooiność krzyżowa; -badania in vidiro

*: Szczep Esoherichda coli**

Wrażliwy szczep wyjściowy
Od|porny na: streptamycynę

streptatrycynę
oksamycynę
pleocydynę "
chloramfenikol

chlortelmćyłldjmę
oksjrtetjracykliLnę
neomycynę
tetracykldnę
wiomycynę
poiLLmytasynę

1 gryzednę

Wairunki badania ,

Posiew***

ml/150 ml
5

5

10 "
10

10
10

10

10
10

10
10

10

5

Temperatura
inkubacji °C

25

25 .
25

25
37

25

25
25

37

25
37

25
25

Średnica strefy
zahamowania mm*

810 A .

5 mg/ml

15
13

17
10

26

7
7

7
20

7

17
15

15 |
* 7 mm = średnica krążka (brak strefy zahamowania).

** Próby wykonane z serią szczepów E. coli, izolowanych z tej samej kultury wyjściowej, a następ¬
nie wystawionych na działanie indywidualnych antybiotyków.

*** Hodowla prowadzona w ciągu nocy, rozcieńczona do odczytu 60 m na kolorymetrze Lumetron.
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Tablica 5
Antybiotyk 810 A spektrum efektów specjalnych; badania im vitro

Escherichia coli W-MB-60

(ze specjalnymi dodatfcairni,
jak zaznaczono)

Kontrola (bez dodatków)
0,1 m bufor fosfeitajnowy — pH == 5
0,1 tm bufor fosforanowy — pH =i 7
0,1 m feufor fosforanowy — pH e= 9
20% plazma krwi ludzkiej
Żywica kaitiontitowa
(Dow ET 91—1%; stężenie agaru
obniżane do 1% jedynie w przypadku -

| płyt z żywtLcą) %

Warunki badania

Posiew**

ml/150 ml

5
5

5
5

5

5

Temperatea
inkubacji °C

25

25

25
25

25
25

Średnica strefy
zahamowania mm*

810 A
5 mg/ml

13

13
16

. 18

" 15
12

* Średnica krążka 7 mm
** Hodowla prowadzona w ciągu nocy, rozcieńczona do odczytu m na kolorymetrze Lumetron

Antybiotyk 810 A in vivo. Charakterystyka biolo¬
giczna in vivo wykazuje, że antybiotyk 810 A ma
szerokie spektrum, dirondące przeciwko infekcjom
trzema gaitunkamd Pmoteuis, dwoma Salmonella, jed¬
nym szczepem Escherdiohia coli, dwoma Klebsiella
i trzema gramHdadatnimi organizmami: Staphylo-
coccus aureus, Streptococcus pyogenes i Diplococ-
cus pneumoniae.

Sposób prowadzenia badan. Samice białych myszy
0 przeciętnej wadze 20—23 g zaikażono dootrzewno-
wo 'mikrooriganazniami w ilości 3—20-forotnie prze¬
wyższającej wartości określane jako śmiertelne dla
50% zakażanych zwierząt kontrolnych (3^20 Ll3i0).
W momencie zakażenia i w 6 godzin po zakażeniu
stosowano określoną terapię. Badano również
zjadliwość szczepu i "toksyczność, przejawianą przez
antybiotyk w stosunku do niezakazonych myszy.
W 7 dni po infekcji badanie zakończono i obliczo¬
no ilość antybiotyku, potrzebną do ochrony 50%
zakażonych i poddanych terapii zwierzaj;, stosując
sposób Knudsena i Curtisa; J. Amer. Stait. Assoc.
vol. 42 str. 202 (1947).

Wyniki. Wyndki powyższych badań przedstawione
są w tablicy 6. Wykazują one, że antybiotyk 810 A,
otmzymany z hodowla szczepu (NiRKL 3851, jest an¬
tybiotykiem o szerokim spektrum, chroniącym przed
mdkrooirganizmaimi zairówno giram^dodatnimi, jak
i igram^ujemnynii.

Antybiotyk 810 A przejawia aktywność przy
wprowadzeniu doustnym (p.o.), jednak najlepsze
wyniki uzyskuje się przy podawaniu podskórnym
(s.c.) lub dootrzewnowym (i.p.). Kompleks antybio-
tyczny nie zabija myszy przy dwóch dawkach po
1 mg produktu, wprowadzonych dootrzewnowo lub
przy dwóch dawkach po 18 mg, wprowadzanych
podskórnie kib doustnie.

Jak wyżej wspomniano, antybiotyk 810 A wytwa¬
rza się na.dirodjze aerobowej hodowli, w kontrolo¬
wanych warunkach, pożywek zaszczepionych kultu¬
rami Streptoimyces griseusNRRL 38i51, NBRL 3951,
NRRL 3953, NRRL 3952.

Do wytwarzania antybiotyku 810 A nadają się
również pożywki, stosowane do wytwarzania in¬
nych antybiotyków. Pożywki takie zawierają źró-

25

30

35

40

45

50

55

dla węgla i azotu przyswajalnego przez mikroorga¬
nizmy oraz nieorganiczne, sole.

Tablica 6

Antybiotyk 81fr A. Aktywność in vivo

Mikroorgandzm
stosowany do badań

Proteus vul@airiB

Proteuis rniralbillis

Salmonella
schottmuelleri

Escherichia coli

Eschefriichia coli
Klebsiella pneumoniae
Salmonella @al<ldnarum
Sataon^la pidlorum
Diploccoccus

pneumoniae
Staphylococeus aiareus
Streptococous pyogenes

Sposób
wprowa¬

dzania

i.p.
s.c.

p.o.
i.p.
p.o.
i.p.
S.C.

i.p.
i.p.
i.p.
i.p.
i.p.

i.p.

i.p.
i.p.

ED60X
X2 dawka

33

500

12100

200
5 000

419
9000

3 750
1330

2 500
1670

625

258

927
625

65

Ogólnie jako źródło przyswajalnego węgla moż*-
na stosować osobno lub w mieszaninie węglowo¬
dany takie, jak cukry, mp. iglukozę, arabinozę, mal¬
tozę, ksylozę, mannitol itp., skrobię w postaci ziar¬
na np .owsa czy ryżu, skrobi kukurydzianej, mąki
■kukurydzianej. Ilość źródła względnie źródeł węglo¬
wodanów jest częściowo zależna od innych składni¬
ków, na ogół jednak wynosi 1^6% wagowych tej
pożywki. Jako źródło azotu w procesie fermenta¬
cyjnym może być stosowany w zasadzie każdy ma¬
teriał białkowy. ^\

Odpowiednimi źródłami są np. hydrolizaty droż¬
dżowe, mąka sojowa, hydrolizaty kazeiny, wyciąg
z namoku kukurydzianego* oleje fuzlowe, pasta
pomidorowa itp. Źródła azotu, osobno lub w mie¬
szaninie, stosowane są w ilościach od około 0,2 do
6% wagowych wodnej pożywki.
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Tyipawe pożywki, nadające się do wytwarzania
antybiotyku 810 A, są podane poniżej. Pożywki te,
jak również pożywki, opasane w przykładach, ma¬
ją charalster jedynie alustetywiny i inie ogranicza¬
ją 'zakresu wynalaizku.

woda destylowana 1000,0 ml
pH doprowadzone ^do 6,5 przy pomocy NaOH

Pożywka I

ekstrakt drożdżowy Difco
glukoza

♦bufor fosforanowy
MgS04.7 HjjO
woda destyOowaina
agar Difco

* bufor fosforanowy

KH*P04
NajjHP04
woda destylowana

Pożywka n ,
ekstrakt wołowy

*NZ Amiine

defcstroaa
NaCl

woda destylowana

10,0 g
10,0 g

2,0 ml
0,05 g

1000,0 ml
25,0 g

91,0 g
95,0 g

1000,0 g

3,0 g
10,0 g
10,0 g

5,0 g
1000,0 ml

pH doprowadzone do 7,2 pnzy pomocy NaOH

* enzymatycznie zhydrolizowana* kazeina

Pożywka III
dekstroiza

asparagina
KjHPC^
MgSO*.7 H20
ekstrakt drożdżowy

♦mieszanina pierwiastków śladowych
Nr 2

woda destylowana

* mieszanina pierwiastków śladowych

Nr 2:

EeSo4.7 H20
MmS04 • H20
CuCl2 • 2 H«?0
CaClf
H8BOs
(NH4)6Mo7024.4H20
ZnS04.7 H20
woda destylowana v

Pożywka IV .

sok pamidorowy z dodatkiem soku
z marchwi, buraka i pietruszki
mąka sojowa Staley 4S
dekstroca

10,0 g
1,0 g
0,1 g
0,5 g
0,5 g

10,0 ml
1000,0 ml

«

1,0 g
1,0 g

26,0 mg
100,0 mg
56,0 mg
19,0 mg

200,0 mg
1000,0 ml

100,0 ml
20,0 g

2,0 g

woda destylowana

Pożywka V
autolizat drożdżowy (Ardamine)
glukoza

♦bufor fosforanowy
MgS04.7H2O

10,0 g
10,0 g

2,0 ml
0,05 g

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

91,0 g
95,0 g

1000,0 ml

* bufor fosforanowy

KH2P04
NaHP04
woda destylowana

Pożywka VI
wyciąg z inamolku kukurydzianego
(w odmesieniiu do cieczy) 40,0 g
dekstroza 20,0 g
NaCl 2,5g
MgS04. 7H20 0,5 g
Polyglycol 2000 0,25%

otojęto&aiowych
(dodaje się do
każdej koiłby
indywidualnie)

woda destylowania 1000,0 ml
pH — doprowadza sdę do 7,0 za pomocą NaOH

Polyglycol 2000 jest to środek pirzeciwkb pienieniu,
będący polimerem glikolu propylenowego o prze¬
ciętnym ciężarze cząsteczkowym 2000. Dow Chemi¬
cal Company Midland, Michigan.

Pożywka VII

L-asparagina
L-histydyna
DL-fenyloalainina
^uilaminaan jedno-
sodowy
NaCl

K^PO*
OaCl2.2 H^O
MnS04 • Tł/D
FeS04.7H20
ZnS04.7 H20
MgS04.7H20
gliceryna
sacharoza
woda destylowana

Posiew

5,0 g
4,0 g

5,0 g
2,0 g
0,4 g
0,1 g
0,1 g
0,05 g
1,0 g

20,0 g
2,5 g

Wytwarzanie
5,0 g
4,0 g
2,0 g

1,5 g
5,0 g
2,0 g
0,4 g
0,1 g
0,1 g
0,05 g
1,0 g

20,0 g '
2,5 g

*1000,0 rni **1000,0 ml

* pH doprowadzone do wartości 7,0 za pomocą NaOH
** pH doprowadzone do wartości 7,1 za pomocą NaOH

Pożywka VIII

wyciąg mięsny
NaCl
NZ Amkie

dekstroiza
pH = 7,0

0,3%
0,5%
1%
1%

Fermentację prowadzi się w temperarbuiiize 20—
37°C. Optymalne wyniki uzyskuje się prowadząc
fermenitację w temperaturze 22°C—30°C. pH po¬
żywek do hodowli Strepitomyces griseus NRRL 3851
i wytwarzania antybiotyku 810A winno wynosić
5,5—8,0.

Na małą skalę wytwarzanie antybiotyku 810 A
korzystnie jest przyprowadzać, szczepiąc odpowied¬
nią pożywkę kulturą, wytwarzającą antybiotyk, po
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czyim ^utrzymywać ją w stałej temperaturze 24—
28°C ima wytrząjsairoe, w ciągu diużsaego okiresu. cza¬
su* np. w ciągu (kilku dmd. Po zaikończentiu okresu
inkubacji usuwa się grzybnię, a przesączoną brzecz¬
kę (poddaje się badaniom.

W praktyce wytwarzanie antybiotyku 810 A pro¬
wadzi się w steryldizowanym naczyniu, przeprowa¬
dzając .posiew jedno-, dwu-, trzy- lub czterokrot¬
nie. W stadium posiewu pożywką może być jaka¬
kolwiek odpowiednia kombinacja źródeł węgla
i azotu taka, jafc mp. jedna z wyżej opasanych po¬
żywek I—VIII. Naczynie z posiewem wytrząsa się
w teimiostatowej komorze, utrzymywanej w tem-
peraturze około 28°C w ciągu 1—3 dni, a uzyskaną
hodowlę bądź to wykorzystuje się do drugiego po¬
siewu, bądź też szczepi się nią pożywkę produkcyjną,
jeżeli stosuje się posiew pośredni, ito naczynie z tym
posiewem . traktuje się zasadniczo w taki sam spo¬
sób, to znaczy izawartość naczynia stosuje się do
szczepienia ,"pożywki produkcyjnej, szczepione na¬
czynie^ wytrząsa się w stałej temperaturze w ciągu
kilku lćmi', a po zakończeniu okresu inkubacji za¬
wartość naczyń poddaje się wirowaniu w celu (usu¬
nięcia grayflbmd. Pozostałą ciecz aatęża się i oczysz-
oza, olrizymarjąc lantybiotyk 810 A.

T^rzy produkcji na większą skalę korzystnie jest
przeprowadzać wytwarzanie anlybdotyffcu 810 A
w odpowiednich zbiornikach, wyposażonych w mie¬
szadło d urządzenia do napowietrzania pożywki. We¬
dług tego sposobu, pożywkę praygotowuje się
w zbiorniku, w którym następnie wyjaławia się, ją
przez podgnzainie do temperaitUTy około 120°C. Po
ochłodzeniu wyjałowioną pożywkę szczepi się szcze¬
pem produkcyjnym i prowadzi fermentację w ciągu
kilku, np. 2—4 dni, mieszając i/lub napowietrzając
pożywkę, utrzymuje się temperaturę w zakresie
24—28f°C. Zmiany w rozwoju posiewu i w pożywce
produkcyjnej umożliwiają kilkakrotny wzrost ilości
wyprodukowanego awtytodotyku ouaz wzrost jego
mocy. ' :

Oznaczanie antybiotyku 810 A z zastosowaniem
Proteus Yulgaris,

Dogodnym sposobem oznaczania antybiotyku
8i0 A jest metoda 'krążkowo-płytowa z zastosowa¬
niem szczepu Proteus vulgairis MB-838 (ATCC 21100
i NRRL B-3361),-hodowanego na agarze skośnym
(Ddfco) z 0,2% dodatkiem ekstraktu drożdżowego
(Difco). Zaszczepiane • skosy inkubuje się w tempe-
ratuirze 37ÓC, w ciągu 18—24 godzin, a następnie
aż do użycia przechowuje się w lodówce. Zaszcze¬
pione skosy można przechowywać w ciągu tygod¬
nia.

Posiew dla płyt testowych przygotowuje się co¬
dziennie, szczepiąc w kolbie Erlenmayera 50 ml
bulionu odżywczego (Difco) z 0,2% dodatkiem eks¬
traktu drożdżowego (Ddfco) kulturą zeskrobaną ze
skosów. Inkubację prowadzi się na wytrząsarce

Wgj^ye^ucze 37°C, w ciągu 18—24 godzin. Na¬
stępnie bulion rozcieńcza się do 40% przepuszczal¬
ności światła o długości fali 660 mu, mierzonej na
przyrządzie Ba^sch and Lomb Spectrondc 20, 0,2%
(roztworem" ekstraktu drożdżowego. Jako odniesie¬
nie stosuje się i^eszczepiony bulion. Odpowiednio
rozcieńczony bulion (30 ml) służy do szczepienia
1 litra .pożywtki.

Jako pożywkę testową stosuje się agar odżyw¬
czy. (Difco) z 0,2% dodatkiem ekstraktu drożdżowe¬
go (Ddfco), wyjałowiony w autoklawie i ochłodzony
do temperatury 50°C. Zaszczepioną pożywkę rozle-

5 wa się na płytki Petriego, w ilości po io ml na
płytkę i pozostawia -do zastygnięcia.

Na tak przygotowanych płytkach przeprowadza
się test krążkowo-płytkowy, stosując krążki bibu¬
ły o średnicy 0,5 cala. Płytki testowe imkubuje się

10 w ciągu 20—24 godzin w .temperaturze 37°C. Wy¬
niki wyraża się w mm średnicy strefy zahąmowa-

^nia. Określa się aktywność względną, odniesioną do
wzorca (roboczego (reference standard), wyrażając
ją w iig/ml. Przeprowadzając badania w sposób

15 ilościowy można wykryć antybiotyk w ilości 2—4
lig/ml.

Oznaczanie antybiotyku 810 Az zastosowaniem
Vibrio„percolans.

Oznaczanie antybiotyku 810 A z zastosowaniem
20 Vibrio percolans (MB-1272) przeprowadzano rów¬

nież metodą krążkowo-płytową, stosując kraiki bi¬
buły o średnicy* 0,5 cala. Płytki do badan przygo¬
towywano stosując agar odżywczy (Ddfco) z do¬
datkiem ekstraktu drożdżowego Ddfco w ilości"

25 2,0 g/l. Na płytki wylewano po 10 ml pożywki. Pro¬
wadzoną w ciągu nocy hodowlę organizmu testo¬
wego Vdibrio percolans (MB-1272) w bulionie odżyw¬
czym z 0,2% dodatkiem ekstraktu drożdżowego roz¬
cieńczano wyjałowionym fizjologicznym roeitworem

30 soli do zawiesiny o 40% przepuszczalności światła
o długości fali 660 m^i. Zawiesinę tę wprowadzano
do pożywtki w ilości 20 ml/1, a następnie pożywkę
rozlewano na płytki.

Płytki do badań przechowywano nie dłużej niż
35 5 dni, w temperaturze 4°C. Po nałożeniu krążków

nasyconych antybiotykami, płytki ankubowano
w temperaturze 28°C, w ciągu 3—24 godzin. Wiel¬
kość strefy zahamowania wyrażano w mm średnicy

Jnaktywaeja bakteryjna antybiotyku 81fr A. c ;
40 Prowadzone on vitro badania miały na celu—po¬

równawcze określenie odporności antybiotyku 810 A
na inaktywację przez bakterie w stosunku do od¬
porności cefaiosporyny C, cefalosporydyny i cefalo-
tyny. Badania te wykazały, że antybiotyk 810 A jest

45 bardziej niż wyżej wymienione odporny na działa¬
nie pewnych mikroorganizmów. * ;

Badanie przeprowadzono z zastosowaniem bak¬
teria, które całkowicie inaktywują cefaiosporynę C,
mianowicie Alcaligenes faecalis (MB-9).

50 a) Hodowla komórek bakteryjnych. Komórki
Alcaligenes faecalis (MB-9) wyhodowano w sposób
następujący: zawartość probówki wymieszano
z kilkoma ml bulionu odżywczego, zawierającego
0,2% dodatek ekstraktu drożdżowego. Zawiesinę

55 w ilości jednego oczka naniesiono na powierzchnię
skosu agarowego i inkubowano w ciągu 18 godzin
w temperaturze 37°C. Skosy .przechowywano w tem¬
peraturze 5°C, nie dłużej niż tydzień po inkubacji:
Oczko powierzchniowego wzrostu z każdej kultury

60 przenoszono aseptycznie do 50 ml bulionu z 0,2%
dodatkiem ekstraktu drożdżowego i inkubowano na
wytrząsarce w ciągu 18 godzin w temperaturze
28°C. Następnie hodowlę poddano wirowaniu
z prędkością 4000 obrotów na minutę, w ciągu

es 10 minut. Ciecz zdekantowano, a pozostałe w osa-
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dzie komórki dwukrotnie przemyto wyjałowionym
0,1 m buforem fosforanowym o wartości pH = 7,5
(6,8 g KHjjlPC^ + 7,1 g Na^HPOt ina litr wody desty¬
lowanej). Przemyte komórki zawieszono w roztwo¬
rze 4 mg/ml antybiotyku w 0,1 m buforze fosfo¬
ranowym, użytym w ilości równej 0,1 początkowej
objętości hodowli bakiteryjnej. Mieszaninę testową
inkubowano, bez wytrząsania, na łaźni wodnej,
utrzymywanej w temperaturze 37°C, w ciągu 4 go¬
dzin. Następnie mieszaninę tę poddano wirowaniu
z prędkością 2000 obrotów ma min/utę, w ciągu
10 minut, a <uzyskaihą klarowną ciecz zdekantowa-
no do wyjałowionych probówek, (natychmiast za¬
mrożono w suchym lodzie i przechowywano w tych
warunkach do badań biologicznych, które zwykle
przeprowadzano ipo 3 godzinach. Próby kontrolne
inkubowano w identyczny sposób, nie wprowadza¬
no jednak komórek bakteryjnych.

b) Zakres inaktywacji antybiotyku 810 A^ Ba¬
dania aktywności antybakteryjnej płynów pofer¬
mentacyjnych przeprowadzano w następujący spo¬
sób: ikrążki bibuły o średnicy 6 mm wysycano cie¬
czą i umieszczano na powierzchna płytek pokrytych
agarem z dodatkiem ekstraktu drożdżowego (0,2%);
zakażonym odpowiednim mikroorganizmem stoso¬
wanym do badań. W przypadku B. subtilis
(MB-964) płytki do badań przygotowywano w na>
stępujący sposób: 5 ml zawiesiny przemytych za¬
rodników w 0,9% roztworze soli wprowadzano do
150 ml agaru z 0,2% dodatkiem ekstraktu drożdżo¬
wego, a zakażoną pożywkę rozlewano na płytki
Petriego o wymiarach 15 X100 mm, w ilości po
5 mil pożywki na płytkę. Płytki do badań inkuibo¬
wano w ciągu nocy w temperaturze 25°C, a następ¬
nie mierzono strefy zahamowania wokół krążków.

W celu wykreślenia krzywej dla wzorca robocze¬
go, przeprowadzono*próby kontrolne z wolnym oó^
komórek bakteryjnych antybiotykiem w rozcień-
czeniach 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 i 1:32. Roz¬
twory testowanych antybiotyków badano w pełnej
ich mocy, po inkubacji w obecności przemytych
komórek bakteryjnych. Wszystkie próby przeprowa¬
dzano trzykrotnie.

c) Wyniki. Procent inaktywacji obliczano w ten
sposób, że na podstawie wielkości strefy zahamo¬
wania (średniej z trzech pomiarów), posługując się
krzywą wzorcową, obliczano ilość antybiotyku po¬
zostałego w badanym roztworze: wartość tę odej¬
mowano od stężenia wyjściowego (4 mg/ml), a resz¬
tę dzielono przez stężenie wyjściowe a mnożono
przez 100. W tablicach 7 i 8 przedstawiono wartości
inaktywacji cefalosporyny C, cefalotyńy i antybio¬
tyku 810 A, zmierzone w wyżej opisany sposób.

Tablica 7

Procent inaktywacji po inkubacji
z przemytymi komórkami bakteryjnymi

Próby na płytkach zakażonych B. subtilis (MB-964).

Antybiotyk

810 A

Cefalosporyna C
Cefalotyna

3 godziny inkubacji
Alcaligenes faecalis

0

99+
62,5

Tablica 8
Procent inaktywacji po inkubacji

z przemytymi komórkami bakteryjnymi
Próby na płytkach zakażonych V. percolans

(MB-1272).

Antybiotyk

810 A

Cefalosporyna C
Cefiadotyna

3 godziny inkubacji
Alcaligenes faecalis

0

99+
50

Zbadano również odporność aintyJbiotyiku 810 A
i cefialosporyny C na degraclacyjny wpływ kultury
Aerobacter cloacae (MB-264i8). Mikroorganizm jest
gram^ujemny i odporny na cefelosporynę C. Spo¬
rządzono mdeszanihy mikroorganizmu z antybioty¬
kiem, /które inkubowano w ciągu 2 godzin i następ¬
nie badano na aktywność antybiotyczną. Metoda
jest identyczna z opisaną powyżej dla Alcaiigenes
faecalis. Źródłem materiału inaktywującego jest roz¬
cieńczony w stosunku 1 :160 przesącz hodowli Ae-f
robacter cloacae (MB-2646) w bulionie z 0,2% do-
daiMem etestralktu drożdżowego, wytrząsanej w cią¬
gu 13 godzin w temperaturze 37°C. W tablicy 9
przedstawiono zmierzony w powyższy sposób przy
użyciu Yiibrio percolans (MB-1272), procent inakrty¬
wacji antybiotyku 810 A, cefailotyny, caMorydyny
i cefalosporyny C.

Tablica 9
Procent inafetyiwacji po inkubacji

z ekstraktem pozbawionym komórek
Próby na płytach zakażonych V. percolans

(MB-1272).

Antybiotyk

810 A
Cefalotyna -
Cefalorydyna

| Cefialosporyna C

2 godziny iLniktubacji
Aerobacter cloacae

- W ' '
■ . ■•■■■ «$ -'■ -

99 . '
96

Stosując wyżej opisaną metodę^ zbadano przed¬
stawioną w tablicy 10 względną odporność anty¬
biotyku 810 A na enzymatyczną inaktywaeję przez
Aerobacter cloacae. Stężenie wyjściowe wynosi
250 |xg/ml, wyniki wyrażono w ^ig/ml.

Tablica 10
Pozostała aktywność antyWotyczna (ng/ml)

Stężenie wyjściowe 250 jig/ml

Antybiotyk

"

810 A

Cefalotyna
Cefalorydyna
810 A

Cefalotyna
| Cefalorydyna

Organizm
stosowany
do badań

B. subtilis
B. subtilis
B. subtilis

V. percolans 1272
V. percolans 1272
V. percolans 1272

2 godizuny
BJrtkubacji
z Aero¬
bacter i

cloacae*

190
140

<10
210

85

<10 |
65 * ekstrakt pozbawiony komórek
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W świetle powyższych danych jest oczywiste, że
antybiotyk 810 A jest bardziej juiż cefalosporyna C,
oefialotyna i oefalorydyna odporny na inaktywację
przez Aerobacter cloaeae.

Ponieważ antybiotyk 810 A oraz jego sole sku¬
tecznie irihiibiitują wzrost różnych gatunków Salmo¬
nella, przeto związki te mogą być stosowane jako
środki dezynfekujące w gospodarstwie domowym
i w przemyśle. Antybiotyk 810 A wykazuje np. ak¬
tywność w stosunku do SaJknonellia schottmuellerii
i S. gallinairum,

Wyosabnianic i oczyszczanie antybiotyku 810 A.
Antybiotyk 810 A można oczyszczać drogą adsorp¬
cja ma żywicy jonitowej -takiej, jak np» syntetycz¬
na żywica anaonitowa wytworzona z dekstranu, ko¬
polimery akrylowe lub -niejonowe, usieciowane poli¬
mery. Zaadsorbowtany antybiotyk eluuje się z ży¬
wicy, względme polimeru wodą lub wodno-alkoho-
lowym roztworem odpowiedniej soli takiej, jak
chlorek amonu, chlorek sodu dtp. (Przykładami żywic
jonitowych i polimerów, które nadają się do sto¬
sowania są opasane poniżej DEAE Sephadex A-25,
Amberlite IRA-68 i Amberlite XAD-2. W razie po¬
trzeby otrzymany eduat można oczyścić po raz drugi
i trzeci, w drodze adsorpcji i ekicji. Z koncentra¬
tów ekiatów otrzymuje się .produkt oczyszczony.

Antybiotyk 810 A można rozdzielić chromatogra¬
ficznie na następujące sMadndki: kwas 7g^(D-5-
-iaimimo-S^fiajrbctoywa^ -8-i(a-<netokisy-pHsul-
foksycynamoiloldsymetylo) -7-m€rtoksyceifemo-3-kar-
botósylowy-4 i kwas 7p-^D-5Hamdno-5^karboksywa-
leramidofr-Mai^efok^
tylo)-7^netokeyic»femo-3^flar!boksylowy-4. Stosuje się
następujące metody chromatograficzne:

1) Chromatografia na silnie hydrofiłowych żywi¬
cach anlc^fowych .takich, jak DEAE Sephadex
A-25 z zastosowaniem układu eluującego: bromek
amonu + kwas mrówkowy. Stosować można układy
o różnym stężeniu, w praktyce jednak korzystnie
jest stosować iroztwór 0,5 m bromku amonu + 0,1
kwasu* mrówkowego.

2) ChiTomatografia na słabo zasadowej żywicy
anionditowej itaMej^ <jak Amiberilite IBA-68. Jest to
rozdział grupowy, w którym surowy materiał adsor-
bowany jest iprzy waitfości pH^3 — 3,5, a eluo-
wany jest początkowo kwasem o wartości pH oko¬
ło 2, a* następnie mieszaniną NaO/HCl przy war¬
tości pH około 1.

3) Chromatografia ma niejonowych, usieciowa-
nych polimerach polistyrenowych takich, jak Am¬
berlite XADh2. Eluuje się odpowiednim układem
wodnym, pi^y czym na ogół karzystoae jest stoso¬
wać mdeszanlinę wody i niższego allkiloketonu. Ty¬
powymi eiuenitami, które mogą być w tym przy¬
padku stosowane są np. 10% wodny roztwór me¬
tanolu, a następnie (roztwór 50%. Zamiast 50%
wodnego roztworu metanolu stosować można 20%
wodtny roztwór acetonu.

tlndywiduaHne składniki otrzymane tym sposobem
mogą być oczyszczane także na drodze chromato¬
grafii. Taknp. kwas 7fl-i(D-5HamMo-5-kiairboksywale-
ramiido) -3-(a-metoksy^pJsulfoksycynamodiloksymety-

lo)-7Hmetoiksyce(emo^-!kaii^boto (Ic) można
dalej oczyścić sposobem (1) uzupełnionym odsole-
ndem na adsorbencde Amberloite XAD-2. Kwas

70-(D-5^mino-5-karboksywalera(mido)-3-(a-meto-
iksy-p^ydroksycynamo^loksymetyło)-7-łmetoksycefe-
mo-3^karboksylowy-4 można dodatkowo oczyścić,
stosując chromatografię na żywicy anioniix)wej Sep-
hadex A-25, eluując 0,5 m bromkiem amonu
i 0,05 m kwasem octowym.

Podane wyżej nazwy handlowe środków stosowa¬
nych w tych procesach miają następujące znaczenia:

DEAE Sephadex A^25 jest syntetyczną żywicą
anibnitową opartą na polisacharydzie, dekstranie,
w postaci chlorkowej, to jest, obsadzoną jonami
chlorkowymi. [Producent: Phartmacia Pine Chemi¬
cals, Inc.

Amberlite IRA-08 jest to syntetyczna żywica amo¬
nitowa; usdeciowany kopolimer akrylowy, zawiera¬
jący słabo zasadowe ;trzedorzędowe grupy aminowe.
Producent: Rohm and Haas Co., Philadelphia, Pen¬
sylwania.

Amberloite XAD-2 jest to sorbent niejonowy, usie-
ciowany polimer styrenowy. Producent: Rohm and
Haas Co., Philadelphia, Pensylwania,

Antybiotyk 810 A i jego składniki oraz sole mogą
być stosowane pojedynczo lub w mieszaninie, jako
aktywna grupa składników 'różnorodnych prepara¬
tów fairmaceutycznych. Mogą \być one stosowane
w postaci kapsułek, (tabletek, proszków lub ciekłych
roztworów, jako zawiesiny lub eliksiry. Wprowadza
się je doustnie, dożylnie lub domięśniowo. Odpo¬
wiednimi nośnikami, mogącymi stanowić składniki
mieszanin są np. mannitol, sacharoza, glukoza lub
wyjałowione ciecze tafcie, jak woda, fizjologiczny
noztwór soli, glikole lub oleje — pochodzenia naf¬
towego, zwierzęcego, roślinnego lub syntetyczne
takie, jak np. olej arachidowy, olej parafinowy lub
sezamowy. Mieszaniny obok nośników mogą zawie¬
rać również inne składniki takie, jak stabfiflizaitory,
środki wiążące, piraeciwutlendaicze, środki konserwu¬
jące, środki smarnie, środki dyspergujące, środki
zmieniające lepkość, środki zapachowe itjp. Miesza¬
nina zawierać może również inne aktywne skład¬
niki, zwiększające spektrum aktywności antybio-
tycznej.

Wielkość dawki w znacznej mierze zależna jest
od wairunków leczenia i wagi żywiciela. Przy zaka¬
żeniach ogólnych wskazane jest wprowadzanie po¬
zajelitowe* doustne przy zakażeniach jelitowych.
Ogólnie dawka dzienna wynosi od około 15 do oko¬
ło 175 mg aktywnego składnika na kg wagi ciała,
przy czym dawka ta może być wprowadzana jed-
nomazowo lub rozdzielana na mniejsze i wprowa¬
dzana kilkakrotnie w ciągu dnia.

Mieszaniny mogą być stosowane w różnych po¬
staciach, np. jako stałe lub ciekłe, wprowadzane do¬
ustnie formy leków. Jednostkowe dawki, ciekłe lub
stałe, zawierają na ogół od około T5 do około
700 mg aktywnego składnika. Na ogół korzystne
jest stosowanie dawek wielkości od około 80 do
320 mg. Przy wprowadzaniu pozajelitowym jed¬
nostką leku jest zwykle czysty składnik w wyjało¬
wionym roztworze wodnym lub w postaci rozpuisz-
czakiegb proszku, przeznaczonego do rozpuszcze¬
nia.

Typową jednostkową dawką leku jest żelatynowa
kapsułka Nr 3, zawierająca 100 mg antybiotyku
810 A lub 120 mig jednego z jego składników lub
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jego soli, 20 mg laktozy i 5 mg stearynianu magne¬
zu. Stosując większą ilość aktywnego składnika
i mniejszą ilość laktozy można do kapsułki Nr 3
wprowadzać większe dawki, a jeżeli konieczne jest
zmieszamie więcej nilż 145 mg składników, można
stosować większe kapsułki. W podobny sposób moż¬
na sporządzać inne jednostkowe dawki Hakie, jak
sprasowane italblertM i pigułki. Ilustrują ito poniższe-
przepisy.

napełniane na sucho kapsułki, zawierające po
120 mg związku o wzorze 2.

ma kapsułkę
kwas 7P^(D-5Hamiino-5Hkairboksy-
waleramiido) -3-J(anmetdksy-ip-sul-
Mcsycynamoiloiksymetylo) -7-meito-
ksycefemo-3nka<rboksyiowy-4
laktoza
steairyiniain magnezu

tycznie i zawartością jej szczepi się 4 skosy pożywki
o następującym składzie:

Pożywka I
ekstrakt drożdżowy Difco
glukoza

♦bufor fosforanowy
woda destylowana

agar Difco

kapsułka iNir 3

120 mg
20 mg

5 mg

145 mg

Kwas 7P^(D-5Ha!rnmo^5-kaiiboksywaleTamido)-3-(pi-
^mertx>ksyip-sulfcteycynamoilokisymetyio) -7-metoksy-
refenio-3^air1baksyllowy-4 rozciera się na proszek
Nr 60, do którego przez sito Nir 60 dodaje się lakto¬
zę i stearynian magnezu. Składniki miesza się w
ciągu 10 minut, a mieszaniną napełnia suchą ka¬
psułkę Nr 3.

Tabletki, zawierające po 250 mg związku o wzo¬
rze 2, wyttwairza się, stosując ma 1 taibleitkę nastę¬
pujące składniki:

kwas 7P-(D-5-am!imo-54sarboksy-
waderaniido) -S-iCa-metoksy-pnSud-
foksycynaimoiloksymetylo) -7-meto-
ksycefemo-3Hkairboksylowy-4
fosforan dwuwapmiowy, U.SJP.
stearynian magnezu

10
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30

10,0 g
10,0 g

2,0 g
1000,0 ml

25,0 g

91,0 g
95,0 g

1000,0 ml

1 bufor fosforanowy

KH2P°4
Na2HP04
woda destylowana

Skosy przygotowano w probówkach 14 ml/22 X
X 75 mm. Probówki zamyka się korkiem z waty,
po czym wyjaławia, ogrzewając w temperaituirze
120°C w ciągu 15 minut i odstawia do wystygnię¬
cia pożywki w położeniu skośnym. Zaszczepione
skosy inkulbuje się w temperałtuirze 28°C w ciągu
tygodnia, a nasltępmie aż do użycia przechowuje
w temperaiturze 4°C. Hodowlą na jednym z tych
skosów szczepi się przewężone koliby Erlenmayera
0 pojemności 250 ml, zawierające po 50 ml po¬
żywki II. Szczepienia dokonuje się w ten sposób,
że do pożywki ze skosem wprowadza się 5 ml
wyjałowionej pożywki, zesfcrobuje się z powierzchni
skosu hodowlę, a następnie odpipetowuje się po
1 ml cieczy do każdej z (trzech kolb posiewowych,
Pożywka II ma następujący skład:

250 mg
192 mg

5 mg

Pożywka II
wyciąg wołowy
NZ Aminę (enzymatycznie
zhydrolizowana kazeina)
dekstroza

NaO
woda destylowana

3,0 g

10,0 g
10,0 g

5,0 g
1000,0 ml

TT Ar. fi

laktoza, U.S.P. 65 mg

Aktywny składnik miesza się z fosforanem dwu-
wapniowym i laktozą. Mieszaninę 'granuluje się
15% pastą ze skrobi kukuirydzoanej (6 mg) i prze¬
siewa. Suszy w tempera/turze 45°C i ponownie prze-
siewa przez siło Nr 16. Dodaje się stearynian ma¬
gnezu i sprasowujje w tableitkę o średnicy około
12,5 mm.

Roztwór injekcyjny, zawierający w ampułce
500 mg związku o wzorze 2, wyitwamza się, stosu¬
jąc na 1 ampułkę 500 mg kwaisu 7|MDJ5-amino-5-
-karboksywaleramido)-3^(anmeitoksyHp-sulfioksycyna-
moiloksymeitylo) -7-meto-ksył(^emo^4Qa^italffiylowe-

go-4 i 2 ml wyjałowionej wody.
Kwas 7pH(D^5Hamino-54^Tiboksywal€tramido) -3-(<x-

-mertx>ksy-p-Bulfoksycynamoiloksymetylo)-7-meto^
cefemo-3-kaffiiboksylowy-4 można stosować sam lub
w • mieszaninie z dirmymi 'biologicznie aktywnymi
składnikami, nip. z innymi amtybiotykaimi takimi,
jak Mnkomycytna, dowoflna penicylina, streptomycy¬
na, nowobiocyma, igeautoamycyna, neomycyna, koli-
styna, czy kainamycyna.

Niżej podane przykłady ilustrują sposób według
wynalazku.

Przykład I. Probówkę z liofilizowaną kulituirą
Streptomyces griseus NRRL 3851 otwiera się asep-
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Kolby posiewowe umieszcza się na okres 3 dni
na obracanej z prędkością 220 obrotów na minuftę
wytrząsarce obrotowej o 5 cm wykorbieniu. Hodow¬
lę z kolb posiewowych szczepi się 11 przewężonych
kolb JMenniayera o pojemności po 2 litry, zawie¬
rających po 350 ml pożywki III, wprowadzając po¬
siew w ilości 2—3% w stosunku do pożywki.

65

Pożywka III
dekstroza

aspamagiina
K2HPC4
MgS04.7H20
ekstrakt drożdżowy

♦mieszanina pierwiastków
śladowych Nr 2
woda destylowana

10,0 g
1,0 g
0,1 g
0,5 g
0,5 g

10,0 ml
1000,0 ml

watttość ptH doprowadzona NaOH do 7,2

* mieszanina pierwiastków śladowych Nr 2
FeS04 . 7 H20
MnS04 . HO
CuCl2 . 2 HJO
CaCl2
H3B°3
(NH4)6M07024.4H20
ZnS04 . 7 H20
woda destylowana

1,0 g
1,0 g

25,0 mg
100,0 mg

56,0 mg
19,0 mg

200,0 mg
1000,0 ml
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Kolby umieszcza się na okres 4 dni na obracanej
z prędkością 135—450 Obrotów ma (minutę wytrzą¬
sarce obrotowej o 5 cm wykorbieniu, ^utrzymując
temperaturę 28°C. Po zakończeniu inkubacji za¬
wartość kolb miesza się razem i .poddaje badaniom.
Odwirowana brzeczka wykazuje 22 mm strefę za¬
hamowania (krążki o średnicy 12,7 mm) na płycie
badawczej, zakażonej kulturą Piroteus vulgairis. Pro¬
dukt stanowi antybiotyk 810 A, to jest mieszanina
kwasów 7P-(D-5namiiino-5-kafl1x>ksywa^
-onetoksy-p-hydroksycynaim^ -7-meto-
ksycefemo-3-kairbofcsylowego-4 i 7P^(D-5-amino-5-;
-kamboksywaleramddo)-3H(a-metoksy-p-sulfioksycyna-
moiloksyimetyilo) -7-metofcsycefemo-3^k»rbcteylowe-
go-4 (wzór 1).

Przykład II. Probówkę z liofilizowaną kultu¬
rą Streptcmyces griseus NRRL 3851 otwiera się
aseptycznie, a zawartością szczepi się skosy, opisa¬
ne w przykładzie I jako pożywka I. Skosy imkubu-
je się w temperaturze 28°C w ciągu tygodnia, a na¬
stępnie przechowuje w temperaturze 4°C. Częścią
hodowli na jednym ze skosów szczepi się przewę¬
żoną kolbę Erlenmayera o pojemności 250 ml, za¬
wierającą 50 ima pożywki M, opisanej w przykła¬
dzie I. Zaszczepioną pożywkę iinkubuje się w tem¬
peraturze 28°C w ciągu 2 dni, na wytrząsarce obro¬
towej z 5 om wykorbieniem, obracanej z prędkością
220 obrotów na minutę. Następnie posiew przemywa
się aseptycznie odwkowuje grzybnię, zlewa ciecz
.pofermentacyjną, zawiesza grzybnię w takiej samej
Objętości fizjologicznego roztworu soli, ponownie
odwirowuje i zawiesza w 0,9% roztworze chlorku
sodowego. (Przemytą grzybnię szczepi się (posiew
w ilości 2%) 2 przewężone -koliby Erlenmayera
o pojemności 250 ml, zawierające po 50 ml pożywki
produkcyjnej, wyjaławianej w temperaturze 120°O
w ciągu 15 minut. Pożywka produkcyjna ma na¬
stępujący sktad:

Pożywka produkcyjna
L-prolina 15,0 g
^Mceryna 20,0 g
sacharoza 2,5 g
glutaminian jednosodowy 1,5 g
NaOl 5,0 g
K,HP04 2,0 g
OaClt 0,4 g
MnCl^HjO 0,1 g
FeCIł-6H10 0,1 g
ZnCli 0,05 g
MgS04.7H,0 1,0 g
woda destylowana 1000,0 mi
wartość pH (niekorygowana) = 7,1.

Kolby produkcyjne umieszcza się na okres 4 dni
na wytrząsarce obrotowej z 5 cm wykorbieniem,
obracanej z prędkością 220 obrotów na minutę,
utrzymując temperaturę 28PC. Zawartość odwiro¬
wuje się, a ciecz pofermentacyjną bada metodą
krążkowo-płytową. Na krążkach o średnicy 0,5 cala,
strefa zaheropwenia po 3 dniach inkube&ji wynosi
21 mm, a po 4 dniach 26 mm. Produkt stanowi an¬
tybiotyk aio a.
Przykład III. Wytwarzanie antybiotyku 810 A

i rozdział na składniki, Stadium A. Hodowla.
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Etap 1. Zawartość probówki z liofilizowaną kul¬
turą Streptomyces griseus NRRL 3851 miesza się
z 2 ml pożywki I, opisanej w przykładzie I, po
czym otrzymanym posiewem szczepi się skosy z tej
samej pożywki. Skosy inkubuje się w temperaturze
28°C w ciągu 5 dni, względnie do osiągnięcia in¬
tensywnej sporulacji, a następnie do skosów doda¬
je się po 10 ml pożywki VIII.

Pożywka Vm
wyciąg mięsny
NiaCl
NZ Amme

dekstroza

wartość pH ='7,0.

0,3%
0,5%
1%
1%

Wzrost z każdego ze skosów zeskrobuje się do po¬
żywki, a otrzymaną zawiesinę używa się jako .po-,
siew w etapie 2.

Etap 2. Zawiesiną, otrzymaną w etapie 1, szczepi
się przewężoną kolbę Erlenmayera o< pojemności
250 ml, zawierającą 50 ml wyjałowionej pożywki
VIII. Zaszczepioną kolbę umieszcza się na okres
48 godzin na wytrząsarce obrotowej, obracanej
z prędkością 220 obrotów na minutę, utrzymując
temperaturę 28°C

Etap 3. Hodowlą z etapu 2 szczepi się kolbę
Erlenmayera p pojemności 2 litrów, zawierającą
500 ml pożywilęi VIII, opisanej w etapie 1. Zaszcze¬
pioną ktolbę umieszcza się na wytrząsarce obrotowej,
obracanej z prędkością 220 obrotów na minutę i in¬
kubuje się w ciągu 48 godzin w (temperaturze 28°C.

Etap. 4 500 ml hodowli z etapu 3 stosuje się do
zaszczepienia zbiornika fermentacyjnego ze stall
kwasoodjpornej o pojemności 760 lutrów, zawierają¬
cego 407 litrów wyjałowionej pożywki VIII (opisa¬
nej w etapie 1). Fermentację prowadzi się w ciągu
65 godzin w temperaturze 26°C, mieszając z pręd¬
kością 130 obrotów na minutę i przepuszczając po¬
wietrze z prędkością 0,28 m* na minutę. W celuj
zapobieżenia nadmiernemu pienieniu, w czasie fer¬
mentacji dodaje się w małych ilościach środek prze¬
ciwko pienieniu Polyglycol 2000.

Etap 5. 400 liitrów hodowli z etapu 4 stosuje się
do szczepienia zbiornika fermentacyjnego ze stali
kwasoodpomej o pojemności 6000 lałtrów, zawiera¬
jącego 4600 litrów pożywki IX.

Pożywka IX
wyciąg riamoku kukurydzianego 4%
dekrtroza 2%
wartość pH doprowadzono NaOH do 7,2.

(Fermentację prowadzi się, mieszając zawartość
zbiornika z prędkością 120 obrotów na minutę,
przepuszczając powietrze iz prędkością 1,5 m* na
minutę, w ciągu 30—36 godzin, w temperaturze
28°C. W celu zapobieżenia nadmiernemu pienieniu
w czasie fermentacji dodaje się w małych ilościach
środka przeciwko pienieniu Polyglycol 2000. Po 31
godzinach fermentacji krążki o średnicy 12,7 mm
wysycone brzeczką dają na płytkach zakażonych
kulturą Piroteus vuftgaris MBh836 strefę zahamowa¬
nia o średnicy 3(2,5 mm.

Stadium B. Wyosahnianie kompleksu antybiotycz*
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nego 810 A. Po 36 godzinach. fermentacji brzeczkę
ze stadium A, etapu S zakwasza się w zbiorniku
fermentacyjnym kwasem fosto^wym, doprowadza¬
jąc wartość pH do 3 z 7—i. Grzybnię usuwa się
na prasie filtracyjnej i odrzuca, otrzymując 4300 li¬
trów pmzeMtrowanej ibrzeczki, którą przepuszcza
Glię przez złoże adsorbentu — żywicy Ąmberłfte
XAD~2 o objętości 400 litrów z prędkością 40 litrów
na minutę. Wyciek analizuje się i odrzuca, a złoże
przemywa dwiema objętościama wody. Antybiotyk -
eluuje się z żywicy 60% wodnym roztworom meta¬
nolu, paizepuszczanyim z prędkością 20 litrów na
minutę. Zbiera się i analizuje 40 frakcji o obję¬
tości po 20 litrów. Z połączonych frakcji 2—40 od¬
parowuje się metanol pod zmniejszonym ciśnieniem.
Wartość pH koncentratu 1166 litrów doprowadza się
wodorotlenkiem amonu do 3,5 i koncentrat zamra¬
ża się.

Pobrane próbki poddaje się badaniom biologicz¬
nym metodą ikrąjżkowo-płytową, stosując do badań
szczep Proteus vulgaris.

Przesączona Rzeczka. Piróby przeprowadzone
z przesączoną brzeczką o objętości 4240 litrów dają
następujące (wartości strefy zahamowania.

Przesączona brzeczka

Rozcieńczenie

1:2

.1 :4
1 :8

Wielkość strefy
zahamowania

26,8 mm
23,8 imm
21,1 mm |

Wyciek i popłuczyny. 10 frakcji po 400 Mtrów
wykazuje wartości zerowe ibez rozcieńczenia. War¬
tość zerową wykazują również popłuczyny.

Frakcje eluatu. Przebadano wszysflcie frakcje.
Średnice stref zahamowania zestawione są poniżej.

| Frakcje eluatu |
Frakcja

1

2
3

4

5
■ 6

7
8

9
1 - 10

' ■ U
12

■ .13- .

14
15

- 16
17
18
19 : < '
20

Wielkość
strefy

0

'28 mm
35
34

'36
36.

36

06
■38

"36
36
38

'40
r37
36
137
r38
86

36 ""*'
315

Frakcja

21

22
23

24

25

26
27

28

29
30

31
32

33

34
35

36

37
38

39"
40 '

Wielkość
strefy

03 mm

* 33
34
34

33

\ **
' **

33

32
92

132 1
30
30

30
-28

27

-28
26
26 :

-26 1

39

Eluat 1 koncentrat eluatu. Zbadano również eluat
(780 litrów) i koncentrat eluatu (166 litrów), za¬
wierające antybiotyk 810 A.

Rozcień¬

czenie

. 1 :5. ' ..
1 :10
1:20

1:40

Wielkość
strefy

28,8 mm
27,0 mm
03,8 mm
£1,0 mm

Rozcień¬
czenie

1 :16
1:32

Wielkość
strefy

27,25 mm
24,5 mm

Oznaczenie suchej masy
15 Przesączona brzeczka 119 kg

780 litrów eluatu 7,23 kg
166 litrów koncentratu eluatu 7,20 kg

Studium C. Adsorpcja na żywicy anionitowej.
20 83 litry koncentratu ze Stadium 8 rozcieńcza się

wodą do objętości 124 Jotiry i przepuszcza przez zło¬
że słabozasadowej żywicy anionitowej (Aniberliite
IRA-68 w postaci chlorkowej) o objętości 22,5 li¬
tra. Koncentrat o wartości pH = 4 przepuszcza się

23 przez złoże z prędkością 8 litrów na minutę. Na¬
stępnie złoże przemywa się 46 litrami wody, po
czym przeprowadza się elucję roztworem 1 m azo¬
tanu sodu i 0,1 m octanu sodu o wartości pH = 7,5.
Zbiera się 10 frakcji o objętości po 20 litrów, które

30 zakwasza się kwasem solnym do wartości pH = 4.
Wszystkie frakcje poddaje się badaniom biologicz¬

nym metodą fcrajźfcowo-płyrtawą z zastosowaniem do
badań szczepu Proteus vulgaris. Otrzymuje się na¬
stępujące wyniki:

Roztwór
(zasilający

Roz-

oień-
cze-

nię

1:10

1:20
1:40

Wielkość
strefy

28,5 mm
26,5 mm
24 mm

;— —4 —
Erekcje eluatu;

rozcieńczenie 1:10 |

E\ra-
Woja

1
2

3
4

5

-t

Wielkość
strefy

27 mm

30 mm
28,5 mm
26 mm

26 mm.

Fra¬
kcja

6
7

8

9
40

Wielkość
strefy

25 mm
23 mm

22 mm

21 mm
17,6 mm

Dla wycieku uzyskuje się /wartość strefy zahamo¬
wania 25 mm bez iroejćieńczeife, a dla popłuczyn
23 miti bez rozcieńczania.'

Stadium D. Adsorpcja ma żywicy anionitowej. Po-
55 łączone firafcoje 1—40 ze stadium C, o wartości

pH 3,0 przepuszcza się przez złoże adsorbentu Ąm- 7
beriite XAD-2 o objętości 45 Jdtrów, z prędkością
5 litrów/min. Złoże przemywa się następnie 90 li¬
trami wody, przepuszczanej z taką samą prędfco-

60 śdą. Następnie efluuje się antybkrtyfc 25% wod¬
nym roztworem acetonu, z prędkością 5 łJtrówAnain.
Zbiera się 16 frakcji o objętości po 23 litry. . v

Wszystkie firafccje analizuje się metodą krążko-
05 wo-płytową, stosując do badań szczep Proteus wĄ?/?.



85 57<5

31 32

garis. Dla roztworu zasilającego (190 lalrów) uzy¬
skuje się następujące średnice stref zahamowania:

1 Roztwór zasilający
Rozcieńczenie

1:5

1 :10

| 1 :20

Wielkość strefy

30 imm

27,5 mm
24,2 imm

Średnice stref zahamowania frakcji eluatu zesta¬
wione są w poniższej (tablicy.

1 Eraikcje eluatu
Frakcja

1

2

3
4

5

6
7

8

9
10

11
12

13
14

15

1 16

Roizcieńczenie

1 :10
1 :10

1 :10
1 :10

ii : 10

1:10
1 :10

.1 :10
1 :10

1 :10

1:5
1 :5

1 :5
1 :5

1 :5

1 :5

Wielkość strefy

20,5 mim
29 mim

29 mim
29 ram

28 ram

27 mm i
26 ram

26 mm
25 mim

26,5 mm
26 m

28 mim

27,5 mm
25 imim

25 mm

24,5 mim |

Frakcje 2-16 łączy się i odparowuje pod zmniej¬
szonym ciśnieniem aceton, otrzymując 17,4 liiteia
koncentratu, którego wartość pH doprowadza się
wodorotlenkiem amonu do wartości 4,0. Następnie
koncentirajt liofilizuje się, otrzymując 620 g amfty-
bdotyiku 810 A, to jest mieszaniny kwasów 70-(D-5-
-amiinD-S-kairfboto -3-)(a-metofcsy^p-sułr

foksycynamoiloksytmetylo)-7-m^
bdksylowego-4 i 7P-.(D-5Hamino-5^karboksywaieriami-
do)-3-(a-metdksy-p^hydax)Qnsy«y!naimoiloksymetylo)-7-
-metoksycefemo^^k^rłjoksylowego^. Suchy pirodiulklj
daje przy stężeniu 320 pg/ml strefę zahamowania
o średnicy 25 ram.

Stadiom E. Kwas 7Pn((D-5Haimiino-5-lkattibok!sywaile-
ramido)-3H(a-metoksy-p^ydiio(ksyeyinan^
lo)-7nme1x)lkisytcefemo-3^adx)!ksylowy-4.

Kolumnę chrornaix)gDa£iC23ną o średnicy 2,5 cm
napełnia się do wysokości 100 cm żywicą amonito¬
wą DEAE Sephaidex' A-25. Stosuje się układ elu-
ujący 0,5 m bromku amonu -|- 0,05 m kwasU octo¬
wego. 10,0 g kompleksu anitybiotyiczmego 810 A,
otaymanego w stadium D, rózpuszcza się w 18 ml
itego układu i wprowadza ma kolumunę. Roztwór elu-
ująey p^epompowruje się przez złoże z prędkością
18 ml/gocMnę, odbierając autanaityaznie frakcje
o objętości 10 mi. Strumień eluaiu kontroluje się
refraktometrem (różnicowym. Zapite irefrakitometryicz-
my wykazuje maksima masowe dlia próbek 19, 36,
79, 109 i 206. Co trrccią frakcję poddaje się bada¬
niom biologkazmym metodą fcrążkowo-płytową

z użyaiem kultury Proteus vulgaris (MB-838), sto¬
sując krążki o średnicy 12^7 mm, wysycone bufo-
irem o wartości pH = 7. W poniższej (tablicy zesta¬
wione są średnice stref zahamowainia (dla frakcji

5 1—66 otrzymano waiiitości zerowe).

1 Rrakcja

r

-

69
72

75

78
81

83
86

89
92

95
98

101
104

107

110
113

116
119

122

125
128

131
134

137

140
150

160
170

180
183

186

189
192

195

198
201

204
207

210

- 213
216

219
(222

225

228
231

234

237
240

243
246

249

252 |

Średnica strefy""

18 mm

24
26

31
—

35

37

38
38

40+
■ 40+
40+
40+
40+
40+
40

38
33

29
28

27
26

24

21
20

18
20

29

35
38

40

40+
40+
40+
40+
40+
40+
40+
40+
40+
40+
40

38
35

32

31
27

24
23

19

17
0

o 1
Łączy się frakcje 80—133 oraz frakcje 170—230.
Powtarza się powyższy sposób rozdziału i łączy
się frakcje 82—130 oraz 180—234.
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40

45

50

55

60
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Łączy się frakcje z obu rozdziałów, zawierające
pierwszy aktywny składnik i (przepuszcza przez
złoże żywicy Amiberlite XAD-2 o objętości 100 ml.
Złoże przemywa się jedną objętością wody, a na¬
stępnie eluuje 90% iroztworem wodnym metanolu.
Metanol odparowuje się pod zmniejszonym ciśnie¬
niem, a wodny koncentrat liocCiilaizuje się. Otrzy¬
muje się 810 mg produkitu izadentyffiik0wianego jako
kwas 7B-*(D-5HaminOn5^kaa±iokB^ -3-(a-
Hmetoksy-p-hydrofcsycynamri -7-meto-
ksycefemo-3-kairboksylowy^4. Aktywność produktu
określona metodą kirażkowoipłyitową w stosunku do
Proteus vulgaris wynosi 18 g/ml roztworu, dającego
strefę zaihaniowanua o średnicy 25 mm. Produkt
charakteryzuje się następującymi wskaźnikami ab¬
sorpcji w nadfiolecie:

roztwór w 0,1 n HOl Xmax 305 m^ e}% om 524
roztwór wJ[ln NaOH Xmax 328 mu e{% cm 564

Stadium F. Kwas 7P-(D^Hamdno-5-kiafl^bokisywa-
leramddo) -3-(anmetoksyip-sulfoteycynamoiiloksyme-
tylo) -7nmetok&ycefemo^-karb^

Frakcje z rozdziału na adsorbencie Sephadex
A-25, zawierające drugi aktywny składnik, łączy się
i przepuszcza przez złoże żywicy Airiberłiite XAD-2
o objętości 100 ml. Złoże przemywa się 1 objętością
wody, a następnie eluuje 3 otojętosciaimi 90% wod¬
nego (roztworu metanolu. Łączy się bogate w skład¬
nik eduaty i odparowuje z nich pod próżnią meta¬
nol. Wodny koncenitrat liofiliauje się otrzymując
720 mg kwasu 7|3-CD-:5-amiino-5-tejarbo(^^
do)-3-(a-mełoksyHp-sulfoksycytna^^
-metokBycefemo-3-karbcteyaowego-4 (Ic). Produkt
charakteryzuje się następującymi wiskaźnakami Ab¬
sorpcji w ultrafiolecie:

roztwór w 0,1 n HC1 Xmax 287 m\k e{% cm 432
roztwór w 0,1 n NaOH Xmax 280 m^ E*% om 432
Przykład IV. Wydzielenie z kompleksu anty-

biotycznego kwasu 7P-<D-5-amdno-5-ibarboiIcsywałe-
ramido)-3j(a-metoksyip-sul^
lo)-7-metoiksycef€mo-3Jkia(r1boks^

20 g kompleksu antybiotycznego 810 A z przy¬
kładu XII, Btadaflim D, «wwtera4^ce«o kra©sy 7p-(D-5-
^amijiuHS-tainbofcayw^
fctaycynamoiłc&Bym
boksyłowy-4 <wzor 2) i 7P-(D-5-amino»5-karboksy-
walerainido)-3-(a^metoksy-p-hydrctoycynamoiloksy-
metylo)-7~m€tolkByce£emo-3~k^ rozpusz-
cza się w 200 ml wody i wartość pH (roztworu do¬
prowadza się do 3,5. Roztwór przepuszcza mą pnzez;
200 ml złoża żywicy andonitowej Amłberlite HŁA-88
w postaci chlorkowej, po czym izłoże przemywa się
300 ml wody. Elucję złoża praeprowadiza się 1%
(objętoścdbwo) roztworem wodnym kwasu mrówko¬
wego. Następnie przez złoże przepuszcza się 2 por¬
cje TOBCóeńcaonegp kwasu solnego (pH =0,95). Roz¬
twór zasilający, wycieki, popłuczyny i eluaity 1, 2
i a anatolje .się roetodą <*kktro£orezy ma batalie
(pH = 4,0, prąd stoły o napięciu 1000 V przywożo¬
ny na okres 1 głodzony). Eletatrotoregrarn suszy się
i wystawiła na działanie par amoniaku w celu zo¬
bojętnienia kwasu, po czym aintaubuje się na płycie
z agarem zakażonym kulturą Proteus vul@atris
(MB-838). Po inkubacji w ciągu 17 godzin w tem¬

peraturze 37°C stwierdza się obecność dwóch stref
zahamowania wzrostu szczepu testowego (przesu¬
nięcie w kierunku anody) w przypadku roztworu
zasilającego, jednego tyfbko składnika (wolniej wę¬
drującego) w przypadku wycieku i eluaitu kwasem
mrówkowym i jednego składnika (szybciej wędru¬
jącego) w przypadku drugiego eluaitu kwasem sol¬
nym. W poniższej tabeli przedstawione są dane do¬
tyczące ilości suchej masy i oznaczeń biologicznych.

Roztwór
izasilający
Wyciek +>
popłuczyny
Eluat kjwa-
sem mrów¬
kowym
I eluat

kwasem
solnym
2 eluat
kwasem
solnym

Masa

20 g

11*15 g

4,52 g

—

V0g

Obgęłość

1200 ml

i500 ml

1000 ml

500 ml

500 ml

Biolo¬

giczne
jednostki

suma

■

60,000

7,500

20,000

1,000

10,000

Pro¬
dukty)

la i Ib

Ib

Ib

^

—

la

Z powyższych frakcji wydziela się kwas 7P-(D-5-
-amino-5^ka'rix)ksywaleiiamido) -3-(a-metctey-P-sul-
foksycynamoiloksymetylo) -7-mefcoksyoelemo-3-kar-
boksylowy-4 (Ic) o wysokiej czystości, drogą adsorp¬
cji na żywicy Amberlite XAD-2 i elucji 50% roz¬
tworem wodnym metanolu.

Przykład V. Wydzielenie z kompleksu anty-
biotyoznego 810 A kwasu 70-(D-5-amiitt-54cart>oksy-
waleramddo)-3-(a-metcteynp-sulfoksycynamodlokB^
metylo) -7Hn^toksycefemo-3-ka^boksylowe@o-4.

5,0 g kompleksu antybiotycznego z przykładu III
stadium D, zawierającego kwasy 7P-(D-5^amdno-5-
-karfook&ywaleTamiido)-3-(a-meio(kisy^HsulIoksycyna-
moilokisymetylo) -7Hmetoflosycefemo-3-<kaff1bo1jasyllowy-4
i 70- (D-SHamgno-e-kartodksywaleramicto^-3-(a-meto-
ksy-p^hydroksycynamodi^^ -7-metotasycefe-

mo^34oarboksylowy-4 rozpuszcza się w 20 ml 20%
roztworu wodnego acetonu, a wartość pH roztworu
doprowadza się do 4,0. Roztwór przepuszcza się przez
złoże adsorbentu Amberlite XAD-2 o średnicy 5 cm
i wysokości 100 cm w 20% roztworze wodnym ace¬
tonu. Taki sam (roztwór przepompowywuje się na¬
stępnie prtoez złoże z prędkością 880 ml/^odzinę, od¬
bierając auticffftatycznie frakcje o objętości 20 ml.
Co trzecią frakcję poddaje się badaniom biologicz¬
nym metodą krążkowonołytową z Proteus vulgairis
(MB-838) jako szczepem testowym, stosując krążki
o średnicy 0,$ cm.

{Średnice stref zestawione są w poniższej tablicy.

| Frakcja
1—41

44

| 47

Średnica strefy

0

12 mm
22

19

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60
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35
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50

53
56

59
62

65
68

71
74

77

80
83

86
89

92
95

m
101

104 .
-107

110
113

116

119
122

125
128

131
134

137

140
143

146
149

152

155
158

161
164

167
170

173

.176
179

182
185

188

191
194

197

200
203

206
209

212

ais
210

221
224

227

(230

Średnica strefy

25
29

31
35

30
28

27

25
24

21
20

19
16

14

13
13

13
13
14

13

13
11

10
9

8
8

8

0
0

0
8

11
13

13

15
15

16
17

18

17
18

20
21

21
21

21

22

23
23

23

.22
24
24

.24
24
24

19
18

18

18
17
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233

236
239

242
245

248
251

254
257

260

263
266

269
272

275

278
281

284
287

290

293
296

299
302

330 |

Średnica strefy

17

15
15

15

15
14
14

14

13
13

12
12

12

11
11

1(P
10

9

8
0

0
0

0
0

aeno 1
Łączy isiię frakcje 44—90 i pod zmniejszonym

ciśnienieni odpairoiwuje się aceton, a widdny koncen¬
trat liofilizuje się, otrzymując 3,3 g surowego kwa¬
su 7|3- (iD-5Hamiino-5Hkariboksyrwale(riainMo) -3- (a-meto-
ksy-p-sulfoiksycynamoiloksymetylo)-7Hrne'tO(ksycefe-
mo-3-kiarboksylowego-4 o wzorze 2.

W podobny sposób iz połączonych frakcji 150—
225 otrzymuje się 700 mg 'kwasu 7|3-<iD-5-aimiino-5-
-ikarboksywaleramido)-3-(a-rnetoksy-p-hydroksycy-
namoil'oksymetylo)-7-metoksycefemo-3Jkarboksylo-
wego-4.

W powtórnym irozdziale otrzymuje się 3,1 g su¬
rowego kwasu 7p-(D-5namioiJo-5Hkarboiksywaleramii-
do) -3- (a-metoksy-pnsiuMoiksycyniamoiloIksyTneftylo) -7-
-meto'ksycefeimo-3-kar'bo!ksylowego-4 (Ic) i 400 mg
kwasu 7(3- (D-5-amino-5-kariboksywaleraniido)-3- (<x-
-metoksy-p-hydroksycynamoiloksymetylo)-7-meto-
ksycefemo-3-karbóksylowego-4.

Połączone porcje 6,4 g kwasu 7|3-'(D-5Hamino-5-
-kai7bdksywałeramido)-3-!(a-m
moiloiksymetylo)-7-meto^^
go-4 marnosi się na złoże adsorbentu AmberMte
XAD-2 w 5% roztworze wodnym metanolu (śred¬
nica 5,7 cm, wysokość 100 cm). Przez złoże prze¬
pompowuje isię 5 % roztwór wodiny metanolu z pręd¬
kością 880 ml/goidzinę, odbierając laiutomaitycznie
frakcje o objętości 20 ml. Zbiera się 287 frakcji,
poddając co czwartą z nich badaniom biologicz¬
nym metodą krążkowo-płytową z Proteuis viulgarls
(MBh838) ijiaiko szczepem testowym, stosując krążkij
o średnicy 6,5 mm. Wyniki pa^zedstawtibne są w po¬
niższej tablicy. Frakcji 1—50 nie badano.

Frakcja

61

| 56

Wielkość strefy

- 23 ■ mm

26
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Frakcja

59

63
67

71
75

79
83

87

91
95

99
103

107

111
115

119
123

127

131
135

139
143

147
151

155
150

163

167
171

287

Wielkość strefy

23
18

12

0
0

0

7
9

13
10

21
22

22

21
20

20
10

18
19

16
17

15
16

15

13
11

9
0

0

zero

toksyrefemo-3-karboksylowego-4
następująco:

przedstawia się

Łączy się frakcje 95—159 i odparowuje pod
zmniejszonym ciśnieniem metanol, a wodny kon¬
centrat liofilizuje się, otrzymując 700 mg kwasu 70-
- (D^Hamino-5-tkarfeoksywaleramaidio) -3- (anmetofcsy-
HP-sulfoksycynamotfoksyimetylo)-7-metoksycefemo-3-
Hkarboksylowego-4 o wizorze 2. Widimo w ultrafio¬
lecie kwasu 7P-(D-5-amrno-54oarboksywaleaTamido)-
-3-(a-me»to(ksyHp-siulfo^

10

15

20

25

30

35

40

roztwór w 0,1 n HC1 Xmax 285 m^ Ej/o cim 160
roztwór w 0,1 n NaOH Xmax 277 m\i e}% cm 166

Badany metodą krążkowo-płytową wobec Proteus
vulgamis, przy krążkach o średnicy 12,7 mm, kwas
70-(D-5-amdno-5-karboksywaieraimido)-3- (a^meto-
ksyHp-sulfoksycynairrwailoiksy^
mo-3-karboksylowy-4 daje strefę zahamowania
o średnicy 25 mm przy stężeniu 88 |i/ml, a kwas 70-
-(D-5^amino-5-kaa^bokisywaleaiamijdo) -3- (a-metoksy-
-p-hydroksycynamoiloksymetylo)-7-metoksycefemo-
-3Hkarboksylowy-4 taką samą strefę przy stężeniu
167 ng/iml.

Zastrzeżenia patentowe

1. Sposób wyiAvanzanda nowego amtybioftyku 810 A,
będącego mieszaniną kwasów 70^(D-5Hamino-5-kar-
boksywaleramddo)-3-(a-metokisy-p-su'Lfioksycynamo-
iloksymetylo) -7-metoksycefemo-3-lkarboiksylowego-4
i 70-(D-5nanT!iino-5-karboksywa^
]^y-p-hydiroksy<^^amailoksymeftylo)-7nmetoksycefe-
mo-3^karfoofcsylowego-4, znamienny tym, że wodną
pożywkę szczepi się nowym mikroorganizmem
z gatunku Streptomyces giiseus, którego kultury są
zdeponowane pod nomeraml NKRL 3©51, NKRL
3951, NRRL 3953, NRBL 3952 i poddaje hodowli
w warunkach aerobowych, po czym wyosaibnia się
antytoiatyk 810 A w znany sposób.

2. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym, że
stosuje się wodną pożywkę, w skład której wcho¬
dzą węglowodany w ddości 1—6% wagowych oraz
składniki, zawierające przyswajalny azot w ilości
0,2—6% wagowych.

3. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym, że
hodowlę prowadzi się w temperaturze około
20—37°C.

4. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym, że
wartość pH wodnej pożywki utrzymuje się w gra¬
nicach 6,0—8,0.
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H0X-CH-(CH2)3-C-NHJ-^ »_c=cH^RNH2 O I Aru WCOOH

Wzór 7
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Wzór 2
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