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Sposéb wytwarzania nowego antybiotyku 810 A

1

Przedmiotem wymalazku jest sposéb wytwarzania
nowego amntybiotyku 810 A, bedgcego mieszaning
kwias6w 0 ogblnym wmzorze 1, w ktérym R oznacza
grupe wodorotlenowg lub sulfoksylowg — OSO,H.

Zwigzki 0 ogdlnym wzorze 1 majg budowe po-
dobng do zwigzkéw szeregu cefalosporyn. Cefalo-
sporyna C ma podstawnik D-5-amino-5-karboksy-
waleramidowy w pozycji 7 pierdcienia cefemowego,
natomiast zwigzki o wzorze 1 oprécz tego podstaw-
nika w pozycji 7 majg takze podstawnik metoksy-
lowy. W pozycji 3 pierscienia cefalosporyna C jest
podstawiona grupa acetoksymetylowa, mnatomiast
zwigzki o wzorze 1 majg w tej pozycji grupe a-
metoksy-p-sulfokisycynamoilowsg albo o-metoksy-p-
-hydroksycynamoilowg. Wytwarzane sposobem we-
diug wynmalazku zwigzki o ogélnym wzorze 1 maja
podstawnik 5-amimo-5-karboksywaleramidowy w
konfiguracji f w stosunku do pierscienia cefemo-
‘wego.

Sposobem wedlug wynalazku amntybiotyk 810 A
otrzymuje si¢ na drodze aerobowej hodowli w kon-
trolowanych warunkach wodnych pozywek zaszcze-
pionych nowym mikmoorganizmem z gatunku Strep-
tomyces griseus, ktérego kultury sg zdeponowane
w Northen Utilization Research and Development
Branch of the U.S. Department of Agriculture Peo-
ria, Illinois, Stany Zjedn. Amer., pod numerami
NRRL 3851, NRRL 3851, NRRL 3953 i NRRL 3952,

Jedng z gléwnych trudnosci, napotykanych w te-
rapii antymikrobowej, jest sklonno$é do degradacji
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enzymatycznej, wykazywana przez wiekismosé zna-
nych antybiotykéw. Na przyklad, penicylina G jest
skuteczna w zwalczaniu wielu mikroonganizméw
Gram-dodatnich i Gram-ujemnych, lecz w obecnosci
penicyliny rozkbada sie produkt, ktéry w stosundu
do wickszodci organizméw chorobotwdérczych mie
wykazuje wladciwosci antybiotyczmych. Cefalospo-
ryna C jest wprawdzie odpornma na dzialanie peni-
cyliny i jest aktywma w stosunku do bakterii Gram-
-dodatnich i Gram-ujemnych, ale aktywnos¢ ta nie
jest duza. Poza tym istniejg enzymy inne miz pe-
nicylina, zwane cefalosporynazami, ktére dezakty-
wuja cefalosporyne.

Antybiotyk 810 A jest odpormy mie tylko ma pe-
nicylinaze, ale i na cefalosporynazy i réwmnocze-
$nie jest aktywny w sbosunku do bakterii Gram-
-dodatnich i Gram ujemnych. Przejawia on aktyw-
no$é in vivo w stosunku do mikmoorganizmow
Gram-ujemnych takich, jak Proteus vulgaris, Pro-
teus mirabilis, Salmonella pullorum, Escherichia
coli i Kiebsiella pneumoniae oraz w stosunku do
mikroorganizméw Gram-dodatnich takich, jak Sta-
phylococcus aureus, Strepbococcus pyogenes i Di-
plococcus pneumoniae. i

Sposréd zwigzkéw, wehodzgcych w skiad anty-
biotyku 810 A, szczegélnie cenne whasciwosci ma
kwas 7 p-(D-5-amino-5-karboksywaleramido)-3-(a-
metoksy-p-sulfoksycynamoiloksymetylo)-7-metoksy-
3-cefemokarboksylowy-4 o wzorze 2. Zwiazek ten
jest zwigzkiem o wzorze 1, w ktérym R oznacza
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grupe sulfoksylowsg. Cenne wlaSciwosci majg réw-
niez sole tego zwigzku. Zwigzek 0 wzome 2 jest
bardziej odporny na rozkladowe dzialanie cefalospo-
* rynaz, a do$wiadozenia wykonane ma myszach wy-
kazaly, ze jego toksycznos$é jest bardzo mata. Wpro-
wadzony doustnie chroni przed infekaojami Probteus
vulgaris, za§ podawany podskérnie jest skuteczny
przy zwalczaniu infekeji bakteriami Gram-ujemny-
mi i Gram-dodatnimi.

Mikroorganizm, wytwarzajgcy antybiotyk 810 A,
zostal wyodrebniony z gleby jako pojedyncza ko-
lonia. Kolonie te przeniesiono ma plyte z pozywka
o nastepujgcym skladzie:

ekstrakt dmozdzowy 10 g
dekstroza 10 g
“agar 20 g
woda destylowana 1000 ml

Po kilku dniach wezrostu mikroorganizm wytwa-
rzal antybiotyk 810 A. Antybiotyk reprodukowano
nastepnie w kolbach, umieszczonych na wytrzasar-
ce, a na podstawie poréwnaweczych badan biolo-
gicznych i chemicznych, przeprowadzonych z tym
antybiotykiem i z innymi, znanymi, stwierdzono,
ze 810 A jest antybiotykiem nowym.

Taksonomia i morfologia antybiotyku 810 A.

Mikroorganizm, wytwarzajacy antybiotyk 810 A,
zidentyfikowano jako Streptomyces griseus, a kul-
tury jego s3 =zdeponowane pod mumerami NRRL
3851, NRRL 3951, NRRL 3953 i NRRL 3952. Takiso-
nomia, ktérg postuzono sie w identyfikacji jest opi-
sana w ,,Bergey’s Manual of Determinative Bacte-
1iology”, wydanie VII oraz w ksigzce S. A. Wiak-
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smana ,, The Actinomycetes” Viol. 2 (1961). Opis, wy-
twarzanie melaniny i przyswajanie wegla przypo-
minajg Streptomyces griseinus — wedlug danych
»International Journal of Systemic Baocteriology”,
wydanie VII (1957), poniewaz grupa Streptomyces
griseus zostala podzielona w r. 1959, dwa lata po
wydrukowaniu tego wydania. Jednakowoz zardéw-
no w dziele Waksmana, jak i w ,International
Journal of Systemic Bacteriology”, Streptomyces
griseinus jest zdefiniowany jako ,,wytwarzajacy gry-
zaine szczep Streptomyces griseus” lub jako ,wy-
twarzajacy gryzeine lub substancje gryzeino-po-
dobne”,

Streptomyces griseus, NRRL 3851 jest szczepem
rézmigcym sie od Kklasycznego opisu w dzielach
Bergey’a i Waksmana tym, ze ma powietrzng grzyb-
nie o zZabarwieniu gléwnie zéMym, a na niektérych
pozywkach zielonawo-z6Mym ormaz mnieco innym
przyswajaniem wegla. Na stronach '111—133 ,,The
Actinomycetes” Wiaksman opisuje te rodzine Strep-
tomyces griseus jako obejmujgcg wiele pokrewnych
gatunkéw 1 szczepéw, charakteryzujacych sie waro-
stem substratu bezbarwnego lub o zabarwieniu
oliwkowym, grzybni powietrzmej o barwie zélta-
wej o odcieniu zielonawym lub zielonawo-szarej,
melaning ujemng, sporoforami prostymi lub zgie-
tymi, produkowanymi w kepkach, zarodnikami
owalnymi. W ponizszych tablicach scharakiteryzo-
wano kultury szczepéw, wytwarzajacych antybiotyk
810 A oraz kultury szczepéw Streptomyces griseus
i Streptomyices griseinus.

W tablicach i1 i la poréwnano szczep NRRL 3851
z opisanym przez Bergey’a i Waksmana iszczepem
Streptomyces griseus oraz z opisanym przez Wak-
smana szczepem Streptomyces griseinus.

Tablica 1
Poréwnawcza charakterystyka szczepu NRRL 3851

Streptomyzes griseus
(Bergey?)

NRRL 3851

Streptomyces griseinus
(Wakisman )

Streptomyces griseus
(Wiaksman %)

podialnie

kéw proste, do lekko fali-lrofory produkowane

0,9X12 p w Ilaficuchach|do 1,7 X 0,8 p.

oliwkowe (olive-buff)

ging — 970 X)

Sporofory w postaci mono-|Grzybnia powietrzma: obfi-
‘ rozgalezionych|ta, pudrowata, o barwie
wigzek, tarcuchy zarodni-(zielonej (water green). Spo-
w|
stych. Zarodniki kuliste do|{wigzkach. Zarodniki kuli-
owalnych, érednica 0,9 p do|ste do elipsoidalnych, 0,8

po okolo 10—15 jednostek.|Wzrost wegetatywny: kolo-
Strzepki grzybni wegeta-jnie gladkie lub pofatdowa-
tywnej szerokoSci 0,9 plne bezbarwme (colorless),
(agar z gliceryng i aspara-|p6Zniej przechodzace W

Sporofory proste, produko-|Sporofory proste, produ-
wane w ‘'wigzkach. kowane w gronach lub
Zarodniki kuliste do owal-| wigzkach, bez spiral.

nych, 0,8 X 0,8 do 1,7 p; po-| Zarodniki paleczkowate
wierzchnia ghradka 1,0 do 1,8 0,8 do 1,0 p

Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology”, wydanie VII (1957)

Waksman, S.A., ,,The Actinomycetes”, vol. 2 (1961)

Jezeli nie podano imaczej, powyzsze obserwacje
pocazyniono po uplywie 3 tygodni tinmkubacji 'w tem-
peraturze 28°C. Odczyn stosowanych w badaniach
pozywek byl mmiej wigcej obojeimy, to fjest war-
to§¢ pH byla w gramicach 6,8—7,2. Préby fizjolo-

65

giczme przeprowadzano po uplywie 7 i 22 dni. Sto-
sowane w opisie barwy sg zgodne ze zdefiniowa-
nymi w ,Color Harmony Manual”, wydanie IV,
1958, Container Corporation of America.
Antybiotyk 810 A. Utylizacja weglowodanéw,

4,0 ‘-‘
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Tablica la
Poréwnawicza chmak‘teryst&ka szczepu NRRL: 3851
Pozywka NRRL 3851 S. griseus S. grtiseus S. friseinus
(Bergey) (Waksman) (Waksman)
1 2 3 4 - 5"
Agar z pastg Wzrost wegetatywny: sp6d o
. |pomidorowa barwie brazowej, plaski, nozprze-
i maka strzeniajgcy sie.
owsiang Grzybnia powietrzna: $rodek o
barwie brazowej do szarawozo6l-
tej, kmawedzie o barwie brgzowo-
zoltej.
Brak rozpuszezalnego pigmentu.
Agar z gliceryna |Wazrost wegetatywny: spéd o bar-|.
i asparaging 'wie brazowej, plaski, rozprze-
strzeniajacy sie.
Grzybnia powietrzna: pudrowa-
ta, 0 barwie brazowawo-zo6ttej.
Rozpuszezalny pigment: jasny o
barwie bragzowawo-zotte]j.
Agar Wazrost wegetatywny: spéd o bar- Warost rzadki, roz-|Wazrost substrato-
Czapek-Doxa 'wie zoéltawo-pomaranczonej, pla- przestrzeniajacy |wy [pomarszczony,
(agar z sacharozg |ski, rozprzestrzeniajgcy sie. sie, bezbarwny,|spéd o barwie kre-
i azotanami) Grzybnia powietrzna: pudrowarta, nastepnie przecho-lmowej do brazo-
o barwie brazowawo-z6ttej (kilka dzi w oliwkowy. wawej. '

. |odcieni, gléwnie ma krawedziach Grzybnia po- Grzybnia powiet-
barwa brazowawo-z6tta), wezrost wietrzna:  gesta,|/rzna o barwie bia-
jasny w centrum, ciemmniejszy na pudrowata, o bar-|lej do kremowej
krawedziach. Rozpuszczalny pig- wie zielonej, pig-|z odcieniem jasno-
ment: jasny, o barwie brazowa- ment nierozpusz-|zielonym.
wo-z6ttej. czalny. Brak rozpuszczal-

nego pigmentu.
Agar z albuming |Wazrost wegetatywny: spéd o bar-
jaja wie szarawo-brazowej, plaski, :
rozprzestrzeniajacy sie. :
Grzybnia powietrzna: barwa brag- ? 2
zowo-z6ta z zielonym odcieniem, o
wzrost jasny 'w -centrum, ciem-
niejszy ma krawedziach.
Agar Wzrost wegetatywny: spéd o bar- Warost obfity, pra-
odzywczy wie brazowawo-z6ttej. wie  przejrzysty.
' Grzybnia powietrzna: aksamitna, kremowy. Grzyb-
0 barwie brgzowawo-zoltej, kra- nia powietrzna
wedzie 0 barwie brazowawo-z61- pudrowata, o bar-
tej. wie bialej do j&-
L - snoszarej. Brak
" 5 - rozpuszczalnego
Agar Obfity, kremowy
-: prawie przezroczy-
- - sty wizrost. Grzyb-
S nia powietrzna pu-
o ’ drowata, o barwie
bialej do jasnosza-
N rej. Brak rozpusz-
czalnego pigmen-
tu.
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z zelatyng

~
/

Mileko
lakmusowe

Mleko
odtluszczone

Agar
z odtluszczonym
mlekiem

Agar
z glukozg

Bulion
z glukoza

Agar
skrobiowy

barwie brgzowawo-zéttej. Brak
rozpuszezalnego pigmentu. Uplyn-

" |nienie Zelatyny dobre.

CzesSciowy pierscief.

Wazrost wegetatywny: brazowa-
wy. Grzybnia powietrzna: skapa,
bialawa. Peptonizacja, nastepnie
alkalizacja.

CzeSciowy pierscien.

Wazrost wegetatywny: brazowa-
wy. Brak grzybni powietrznej.
Rozpuszezalny pigment: jasno-
brazowy. Peptonizacja, nastepnie
alkalizacja.

Wzrost wegetatywny: kremowy,
plaski. Grzybnia powietrzna: skg-
pa, o barwie zdéltowo-bialej do
kremowej.

Rozpuszczalny mpigment: bardzo
jasnobrgzowy. Hydroliza kazeiny:

Obfite, zbltawe
oble otwory z zie-
lonawym odcie-
niem, silne sfaldo-
wanie.

Rzadki, rozprze-
strzeniajgcy sie,)
przezroczysty
wzrost.

Hydroliza skcobi.

Kremowy pier-
Scienn. Koagulacja
z szybka peptoni- |
zacja, nastepnie
alkalizacja.

Wzrost podwyz-
szony w cenirum,
promienisty o bar-
wie kremowej do
pomaranczowej,
brzegi uniesione.

Wzrost skapy, roz-

] 8
Tablica la (cigg dalszy)
1 2 | 3 4 | 5
Agar Rzadki, rozprze-
syntetyczny strzeniajgcy  sie,
bezbarwny wizrost,
pézniej przecho-
dzgcy w oliwko-
wy. Grzybnia po-
wietnzma gesta, pu-
drowata, o barwie
zielonej. )
Skos Platkowaty, kremowy  wuzrost, Zielonawio-zolty |Wazrost kremowy z
zelatynowy opadajgcy ma dno probéwki. Cal- wzrost powierzch-loddieniem brgzo-
kowite uplynnienie. niowy 1z brazowa-[wawym. Grzybnia
wym odcieniem. |powietrana nie
Szybkie uplynnie-wystepuje, wzgled-
nie. nie skapa, o bar-
wie biatej. Szyb-
kie uptynnienie.
Agar Wazrost wegetatywny: kremowy.
odzywiczy Grzybnia powietrzna: jasna o

Warost kremowy.

Koagulacja i pep-
tonizacja.

Wezrost bezbarwny

przestrzeniajagcy |do kremowego.
sie, przezroczysty,Grzybnia po-
silna hydroliza. wietrzna v barwie

szarawo - oliwko-
wej.
dxu]ﬂm. .

Seybka hy-




.

85 576

10

Tablica la (ciag dalszy)

1 2 | 3 4 [ 5
Agar Wazrost wegetatywny: kremowy.
odzywiczy Grzybnia mpowietrzna: jasna, q
ze skrobig barwie brazowawo-zéltej. Brak|
rozpuszezalnego pigmemntu, hydro-
ljza dobra. )
Skos Warost wegetatywny: jasnobrazo-|Zéttawy, pomarsz-(Wizrost pomarsz-|Wizrost pomarsz-
ziemniaczany wy. Grzybnia powietrzna: umiar-|czony wzrost, po-|czony, zédawy do|czomy, z61tawo-
kowanie obfita, bragzowa. kryty bialg, pu-|brgzowawego, po-|bialy. Grzybnia
Slabe zbrgzowanie ziemniaka. [(drowats grzybnigkryty biala, pudro-powietrzna‘:o bar-
powietrzng. watg grzybnia po-lwie szarawo-bia-
. wietrzng. lej z odcieniem
) loliwkowym.
Agar Wazrost wegetatywny: plaski, roz- Zielony lub z6ltyBrak rozpuszozal-
z jablczanem przestrzeniajacy sie, prze$wieca- rozpuszczalny pig-inego pigmeniu na
wapnia jacy, bezbarwny na krawedziach, ment 'w pozyw-[pozywkach z jabl;
a mnieprzejrzysty i kremowy w kach z jablczanem|czanem i bursaty-
centrum. i  bursztynianem|nianem wapnia.
Grzybnia powietrzna: umiarko- wapnia.
wanie obfita, 0 barwie kremowej
, do z6ttej.
Brak rozpuszczalnego pigmentu.
Agar Warost wegetatywny: plaski, roz- Czesto  produko-(Brak pigmentu.
odzywezy przestrzeniajacy sie, kremowy. ' wany ciemny pig- '
z tyrozyng Grzybnia powietrzna o barwie| - ment.
z6thtawo-brazowej z zielonawym
" odcieniem, brzegi o barwie bra-
ZOWawo-z06tbej.
Rozpuszczalny pigment: bardzo
jasnobrazowy.
. Rozlozone krysztaty tyrozyny.
Agar z zelazem, |Wzrost wegetatywny: kremowy.
pepibonem Grzybnia powietrzna: brak.
i ekstrakteme Rozpuszczalny pigment: brak.
drozdzowym Melanina negatywna
Produkcja H,S  |negatywma negatywma negatywna
Skosy Lioefflera (Warost wegetatywny: o barwie
z osoczem krwi |brazowej.
Grzybnia powietrzna: o barwie
lekko zéhtawej.
Rozpuszczalny pigment: brgzowa-
wy.
Calkowite uplynnienie. '
Zakres 28°C — dobry wazrost Optymalna
temperabury 37°C — dobry wmrost temperatura —
(skosy agarowe [50°C — brak wzrostu. 37°C
|z elsstraktern
drozdzowym,
dekstmozg i solami) Aerobowy
Wazrost Dobry warost pokrywajacy calg ‘
mikroaerofilny powierzchnie skosu. .
(skos o glebokosci
40 mm)
Z ekstraktem
drozdzowymm,
dekstroza i solami
Redukcja negatywna pozytywna pozytywna pozytywna
azotanéw
do azotynéw
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Szczep streptomyces griseus NRRL 3851 zbadano
réwniez na zdolnoéé utylizacji wzglednie asymilacji
réimych weglowodanéw, hodujac onganizmy na za-
sadowej symbetyczmej pozywee (T. G. Pridham,
D. Gottlieb, 1948), zawierajgcej 1% weglowodanéw,
w temperaturze 28°C, w cdiggu 3 tygodni. W tabli-
cy 2 przedstawiono utylizacje wzglednie asymilacje
'weglowod.amf'xw przez Streptomyces griseus NRRL
3851. Znaczenie symboli uzytych w tablicy 2 jest
. nastepujgce: - dobry ‘wazrost, isllaiby warost,

— brak’ virzrositiu. :

Chzamlnﬁerystyka przedstawiona w tablicach 1, la
i 2 miala na celu sklasyfikowanie szczepu Strepto-
myces griseus NRRL 3851 wedtug kiucza opisanego
w ,,Bergey’s Manual of Determinative Bacteriolo-
gy”, wydanie VII, str. 694—829 (1957) oraz 'w , The
Actinomycetes” vol. 2, str. 61—292 (1961). Poréw-
nmuesmzepuNR’RLasslzemamywm gatunkami
wskazuje na jego podobieristwo do ~ Streptomyces
griiseus.

Wystepuja pewme réznice morfologmzme, jak np.
w zabarwieniu grzybmi powietrznej,’ ktéra w przy-
padku Streptomyces griseus ma barwe gléwmie z6t-
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ta lub zielonawo-zéltg, lecz w Swietle enaczmej licz-
by cech podobnych i jedynie niezmacznych rézmic,
nie ma podstaw do madania saczepowi NRRI, 3851
odrebnej nazwy gatunkowej. Tak wiec mikroorga-
nizm z kultury NRRL 3851, wytwarzajgcy antybio-
tyk 810 A zostal zidemtyfikowany jako gatunek
Streptomyoces griseus.
Charakterystyka kultur NRRL 3951, NRRL 3953
i NRRL 3952 mikmoorganizmu z gatunku Strepto-
myces griseus jest przedstawiona w tablicy 2a.

Tablica 2

Weglo- Kultura Weglo- Kultura

wodan |NRRL 3851 wodan NRRL 3851
glukoza + laktoza *- +
arabinoza + inozybol ’ +
ksyloza -+ sachamoza +

_maltoza + ramnoza *

mannoza + rafinoza t
fruktoza — celuloza —
mannitol +

Tablica 2a

Charakterystyka kultur gatunku streptomyces griseus wytwarzajacych antybiotyk 810 A

z gliceryng
i asparaging | zielonymi.

Pozywia | NRRL 3951 | NRRL 3953 | NRRL 3952
Moxrfo- -Sporofory tworzg wigzki z daricuchami zamdm'kéw prostymi do lekko sfaldowanych.
logia Zarodniki kuliste do owalnych — $rednicy 09 p do 0,9 X 1,2 p — w lahocuchach skladaja-

: cych sie z 10—16 jednostek. .

Agar ‘Wzrost wegetatywny: dobry, plaski, mzprzestmemaaacy sig, o barwie brazowej.
2 pasty Grzybniia powietrzmna : Grzybnia po'wnem Gmybmsa powietrzna:
pomidoto- |pudrowata, o barwie bramwej pudrowata, o barwie . brqmwe: pudmwarha 0 barwie brazowej
wg i maka |z zielonawym odcieniem | z silnym znelonym nadtonem z silnym zielonym nadtonem
owslang ’ N Rozpuszezalny pigment: barwa Jamoibmmwa -

Agar Warost wegetatywny: dobry, plaski, brazowy
Grzybnia powietrzna: pudrowata, o barwie ba'azuwe] z Zielonym odciéniem i pasmami szaro-

. Rozpuszczalny pigment: barwa jasnobrazowa
Agar Wazrost wegetatywny: plaski, rozprzestrzeniajgcy sie, przezroczysty

-]?:gk' Rozpuszczalny pigment: barwa jasnobrazowa
Grzybnia powietrzma: Grzybmnia powietrzma: Grzybnia powietrana: .
umiarkowanie obfita, o bar-|umiarkowanie obfita, o bar-|umiarkowanie obfita, o bar-
wie brazowej wie brgzowej wie brgzowej .

Agar Wazrost wegetatywny: plaski, rozprzestrzeniajgcy sie, barwa brazowa

elastraitem Grzybnia powietrzna: dobra, pudrowata, barwa bezowa - :

wym, de- Rozpuszezalny pigment: barwa jasnobrazowa -

kstrozg

i solami . .

Rozpusz-

czalny pig- I had

ment na ‘

agarze

z peptonem, brak brak bralk

zelazem

i ekstraktem ~.

drozdio- A

wym . \
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Badania in vitro i in vive. Biologiczng charakte-
rystyke amtybiotyku 810 A in vitro prowadzono me-
toda krazkowo-dyfuzyjng na mpiytkach z agarem.
Krazki Zzwilzone roztworem antybiotyku umieszcza-
no na powierzchni piytek Petriego, na ktére wie-
wamno po 5 ml agaru odzywezego (Difico) z 0,2% do-
datkiem ekistraktu drozdzowego z posiewem 5 lub
10 ml hodowli posiewowej na 150 ml pozywiki, pro-
wadzge inkubacje w tempenraturze 25°C lub w tem-
peraturze 37°C, w ciggu 16 godzn.

85576 o
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Resistance Studies and Antibiotic Identification”,
Applied Microbiology, vol. 6, str.” 392—398 (1958)
W ponizszych tablicach 3—5 przedstawiono wymfkn
badari - 'wlasno$ci amrbybakbe'ryjmyuh i badan opor-
noéci krzyzowej, z podaniem dngarmlzm(rw stosowa-
nych do badan i warunkéw badan.

Do badan stosowano plytki Amaltech G. F. Pla-
tes. Sg to plytki z Zelu krzemionkowego z siarcza-

.nem wapnia jako érodkiem wigzacym, o grubosci

0,25 mm. Analtech Inc., 100 South Justison Street,

Powyzsza metoda opisana jest w publikacji ,,Cross 10 Wwilmington, Delaware, 19801. N
Tablica 3
Antybiotyk 810 A spektrum antybakteryjne. Aktywnosé in vitro
Warunki badama - Srednica strefy
Oreani v zahdmowania mm *
do badari Posiew ** Temperatura 810 A
150 ml/mil inkubacji °C 5 mg/ml
Escherichia coli 5 25 15
Barillus species 5 25 22
Proteus vulgaris 5 37 29
Pseudomonas aeruginosa 5 25 7
Serratia marcescens 5 25 7
Staphylococcus aureus 5 25 26
Bacillus subtilis 5 25 33
Sarcina lutea 5 25 26
Staphylocoocus aureus 5 37 19
(odporny na streptomycyne
1 streptotrycyne) : .
Streptococous faecalis 15 37 : 7
Alcaligenes faecalis ' 5 37 25
Brucella bronchiseptica 10 37 21
Salmomnella gallinamim 10 25 15 N
Vibrio percolans 10 27 36
Xanthomonas vesicatoria 5 25 15
* 7 mm S$rednica krgzka (brak strefy zahamowania)
** Hodowla prowadzona w ciagu nocy rozcieficzona do odezytu 60 mp na kolorymetrze Lumetron
o . Tablica 4
- L Antybwtyk 810 A — opomosé krzyzowa; badahia in vitro
Srednica strefy
: ' . Warunki badania zahamowania mm *
.. Szczep Escherichia coli** -
- : Posiew *** Temperatura 810 A .
mil/150 ml imkubacji °C 5 mg/ml
Wrazliwy szczep wyijsciowy 5 “ 25 15
Odporny na: streptomycyne 5 25 13
streptotrycyne 10 25 17
oksamycyne 10 25 10
pleocydyne ! 10 37 26
. chloramfenilkol 10 25 7
’ chloftetracykline 10 25 7
oksytetracykline 10 25 _ 7
' neéomycyne - 10 37 ‘ 20
tetracykline 10 25 7
‘wiomycyne 10 37 17
polimyksyne 10 25 15
gryzeine 5 25 15

* 7 mm = érednica krazka (brak strefy zahamowania).

** Pr6by wykonane z serig szczepéw E. coli, izolowanych z te] samej kultury wyjScilowej, a nastep-
nie wystawionych na dzialanie indywidualnych antybiotykoéw.
**+ Hodowla prowadzona w ciggu nocy, rozciericzona do odczytu 60 m na kolorymetrze Lumetron
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Tablica 5
Antybiotyk 810 A spelttrum efektéw speegalnych 'baldama in vitro
Escherichia coli W-MB-60 : Warunki badania raba—Y |
(ze specjalnymi dodatkami, om
" jak zawnaczomo) Posiew ** Temperatura 810 A
mil/150 ‘'ml inkubacji °C 5 mg/ml

Kontrola (bez dodatkéw) 5 25 13
0,1 m bufor fosforamowy — pH=>5 5 25 13
0,1 m bufor fosforanowy — pH=17 5 25 16
0,1 m pufor fosforanowy — pH=9 5 25 -~ 18
20% plazma krwi ludzkiej 5 25 C 15
Zywica kationitowta ) ’ 5 25 12
(Dow ET 91—1Y% ; stezenie agaru
obnizone do 1% jedynie w przypadku - -
plyt z zywicq)

* Srednica krazka 7 mm

** Hodowla prowadzona w ciggu nocy, rozcieficzona do odezytu 60 m na kolorymetrze Lumetron

Antybiotyk 810 A in vive. Charakiterystyka biolo-
giczna in vivo wykazuje, 2e antybiotyk 810 A ma
‘szerokie spektrum, chronigce przeciwko infekcjom
trzema gatunkami Probteus, dwoma Salmonella, jed-
nym szczepem Escherichia coli, dwoma Klebsiella
i tmzema gram-dodatnimi organizmami: Staphylo-
coccus aureus, Streptococcus pyogenes i Diplococ-
cus pneumoniae.

Sposéb prowadzenia badain. Samice biatych myszy
o przecietnej wadze 20—23 g wakazono dootrzewno-
wo mikroorganizmami w iloSci 3—20-kmotnie prze-
wyzszajgcej wartosci okreSlane jako §miertelne dla
50% zakazomych zwierzat kontrolnych (3—20 LDj,).
W momencie zakazenia i w 6 godzin po zakazeniu
stosowano wokre§long terapie. Badano réwniez
zjadliwo$é szezepu i toksyczno$é, przejawiang przez
antybiotyk w stosunku do mniezakazonych myszy.
W 7 dni po infekcji badanie zakorficzono i obliczo-
no ilo§é antybiotyku, potrzebmng do wochrony 50%
zakazonych i poddanych terapii zwierzag, stosujgc
spos6b Knudsena i Curtisa; J. Amer. Stat. Assoc.
vol. 42 str. 282 (1947).

Wyniki. Wyniki powyzszych badaf przedstawione
s3 'w tablicy 6. Wykamuja one, ze antybiotyk 810 A,
otrzymany z hodowli szczepu NRRL 3851, jest an-
tybiotykiem o szerokim spekitrum, chronigcym przed
mikroorganizmami zaréwno gram-doda\tmrm jak
i gram-ujemmnymi.

Antybiotyk 810 A przejawia a:kstywmbsé przy
wprowadzeniu doustnym (p.o.),
wyniki uzyskuje sie przy podawaniu podskérnym
(s.c.) lub dootrzewmowym (i.p.). Kompleks antybio-
tyczny mie zabija myszy przy dwéch dawkach po
1 mg produktu, wprowadzonych dootrzewnowo lub
przy dwéch dawkach po 18 mg, wprowadzanych

6rmie lub doustnie.

Jak wyzej wspomniano, antybiotyk 810 A wytwa-

sie na .«drodze aerobowej hodowli, w kontrolo-
wanych warunkach, pozy“(ek zaszczepionych kultu-
rami Streptomyces griseus NRRL 3851, NRRL 3951,
NRRL 3953, NRRL 3952.

Do wytwarzania antybiotyku 810 A nadajg sie
réwniez pozywki, stosowane do wytwarzania in-
nych - antybiotykéw. Pozywki takie zawierajg Zré-

jednak mnajlepsze .
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da wegla i azotu przyswajalnego przez mikroorga-

nizmy oraz nieorganiczne, sole.

Tablica 6
Antybiotyk 816 A. Aktywmo&é in vivo
Mikroorganizm Sposib EDjy X
stosowany do badari WDTOWR- | v 2 dawki
Proteus vulgaris ip. 33
s.C. 500
p.o. 12100
Proteus mirabillis ip. 200
. p.o. 5000
Salmonella ip. 419
schottmuellerd s.c. 9000
Escherichia - coli ip. 3750
Escherichia coli ip. 1330
Klebsiella pneumoniae ip. 2500
Salmonella gallinarum ip. 1670
Salmomélla pullloram ip. 625
Diplocooccus
pneumoniae ip. 258
Staphylococcus aureus ip. 927
Streptococcus pyogenes ip. 625

Ogélnie jako 7rédlo przyswajalnego wegla moz-
na stosowaé osobno lub w mieszaninie weglowo-
dany takie, jak cukry, np. glukoze, arabinoze, mal-
toze, ksyloze, mannitol itp., skrobi¢ w postaci ziar-
na np .owsa czy ryzu, skrobi kukurydzianej, maki
kukurydzianej. Iloéé zrddla wzglednie Zrddel weglo-
wodanéw jest czeSciowo zalezma od imnych skladni-
kow, na ogét jednak wynosi 1—69% wagowych tej
pozywki. Jako zrédio amotu w procesie fermenta-
cyjnym moze byé stosowany w zasadzie kazdy ma-
teriat biatkowy. - RN

Odpowiednimi Zrédiami sg np. hydrolizaty droz-
dzowe, maka sojowa, hydrolizaty kazeiny, wyciag
z namoku kukurydzianego, oleje fuzlowe, pasta
pomidorowa itp. Zrédla azotu, osobno lub w mie-
szaninie, stosowane s3 w ilociach od okolo 0,2 do

6% wagowych wodnej pozywii,
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Typowe pozywki, nadajace sie¢ do wytwarzania
antybiotyku 810 A, s3 podane poniZej. Pozywki te,
jak réwmiez pozywki, opisane w przykladach, ma-
ja charakter jedymie ilustratywmny i nie ogranicza-

ja zakresu wynalazku. 5
Pozywka I ] :
ekstrakt drozdzowy Difco 10,0 g
glukoza 10,0 g
*bufor fosforanowy 2,0 ml 10
MgSO, « 7TH,0 0,05 g
woda destylowana 1000,0 ml
agar Difco ' 25,0 g
* bufor fosforanowy 15
KH,PO, 91,0 g
Na,HPO, 95,0 g
woda destylowana 1000,0 g
: 20
Pozywka II .
ekstrakt wolowy 30¢g
*NZ Amine 10,0 g
dekstrioza 10,0 g
NaCl 50 g 2%
woda destylowana 1000,0 ml

pH doprowadzone do 7,2 przy pomocy NaOH

* enzymatycznie zhydrolizowana kazeina

Pozywka III 30
dekstroza 10,0 g
asparagina 10¢g
K,HPO, 01 g
MgSO, - 7TH,0 05 g 35
ekstrakt drozdzowy 05 g
*mieszanina pierwiastkéw Sladowych
Nr 2 10,0 ml -
wioda destylowana 1000,0 ml

* mieszanina plerwiastké6w Sladowych ot 40

Nr 2:

FeSo, « 7TH,0 1,0 g

MnSO, « H,O 1,0 g

CuCl; . 2 H;O 25,0 mg 45
CaCl, 100,0 mg
H,BO, 56,0 mg
(NH,)¢Mo0,0,, « 4 H,O 19,0 mg
ZnSO, « TH,0 200,0 mg
woda destylowana . 1000,0 ml 50

Pozywka IV . '
sok pomidorowy z dodatkiem soku
z marchwi, buraka i pietruszki 100,0 ml
make sojowa Staley 4S 20,0 g 55
dekstroza 20 g
agar 25,0 g
woda destylowana do 1000,0 mil

Potywka V 6
autolizat drozdzowy (Ardamine) 10,0 g
glukoza 10,0 g

*bufor fosforanowy 2,0 ml
MgSO, - TH,O 0,05 g 65

18

woda destylowana 1000,0 mi
. pH doprowadzone do 6,5 przy pomocy NaOH

* bufor fosforanoWy

KH,PO, 91,0 g
NaHPO, 95,0 g
woda destylowana 1000,0 ml
Pozywka VI
wycige z namoku kukurydzianego
(w odniesieniu do cieczy) 40,0 g
dekstroza 20,0 g
NacCl 25 g
MgSO0, « 7 H,0 05 g
Polyglycol 2000 0,25%
objetosciowych
(dodaje sie do
kazdej  kolby
indywidualnie)
woda destylowana 1000,0 mi

pH — doprowadza sie do 7,0 za pomocg NaOH

Polyglycol 2000 jest to $rodek przeciwko pienieniu,
bedgcy polimerem glikolu propylenowego o prze-
cietnym ciezarze czgsteczkowym 2000. Dow Chemi-
cal Company Midland, Michigan.

Pozywka VII
) Posiew Wytwarzanie
L-asparagina 5,0 g 50¢g
L-histydyna 40 g 40 g
DL-fenyloalanina —_ 20 g
glutaminian jedno- -
sodowy — 15 g
NaCl 50 ¢ 5,0 g
K,HPO, 2,0 g 2,0 g
CaCl, - 2 HyO 04 g 0,4 g
MnSO, « H,O 01¢g 0,1 g
FeSO, « TH,0 0,1¢g 01¢g
ZnSO, « TH,0 0,05 g 0,05 g
MgSO, « TH;0 10 g 10 g
gliceryna 20,0 g 20,0 g
sacharoza 25 g 25 g
woda destylowana *1000,0 ml  **1000,0 mi

* pH doprowadzone do wartoScl 7,0 za pomocg NaOH
** pH doprowadzone do wartoScl 7,1 za pomocg NaOH

Pozywka VIII
wyciag miesny 0,3%
NaCl 0,5%
NZ Amine 1%
dekstroza 1%
pH = 1,0

Fermentacje prowadzi sie¢ w temcpera%ume 20—
37°C. Optymalne wymniki uzyskuje sie prowadzac
fermentacje w ftemperaturze 22°C—30°C. pH po-
zywek do hodowli Strepbtomyces griseus NRRL 3851
i wybtwarzania antybiotyku 810A winno wynosié
5,5—8,0.

Na malg skale wytwarzanie antybiotyku 810 A
korzystnie jest przyprowadzaé, szczepiac odpowied-
nig pozywke kultura, wytwarzajgca antybiotyk, po
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czym utrzymywaé ja w stalej temperaturze 24—

’ '28°mequsamoe w ciggu diuZzszego okresu cza-

su, mp. wclq,gulk:llﬂm.dm ‘Po zakoriczeniu okresu
. inkubacji usuwa si¢ grzybnie, a przesgczong brzecz-
ke poddaje si¢ badaniom.

W praktyce wytwarzanie antybiotyku 810 A pro-
wadzi sie w sterylizowanym naczyniu, przeprowa-
dzajac posiew jedno-, dwu-, trzy- lub czterokrot-
nie. W stadium posiewu pozywks moze by¢ jaka-
kolwiek odpowiednia kombinacja Zrédel wegla
i azotu taka, jak np. jedna z wyzej opisanych po-
2ywek I—VIII. Naczynie z posiewem wytrzgsa sie
w termostatowej komorze, utrzymywanej w tem-
peraturze okolo 28°C w ciggu 1—3 dmni, a uzyskang
hodowle badZ to wykorzystuje si¢ do drugiego po-
siewu,. badz teZ szczepi sie nig pozywke - produkcyjna
Jeeli stosuje sie posiew posredni, to naczynie z tym
posie'wem'mﬁkbwjememdmmowbalmsamspo-
séb, " to maczy mawarbo§é maczynia stosuje sie do
szaepnen:la .pozywki produkcyjnej, szczepione ma-
czyme wytrzasa sie w stalej temperaturze w.ciggu
kilku 'dni, @ po zakoficzeniu okresu tinkubacji za-
warto$é naczyhi poddaje sie wirowaniu w celu usu-
nigcia grzybmi. Pozostaly decz zateza si¢ i oczysz-
cza, otrzymujac nntybinoty'k 810 A.

Przy produkcji na wiekszg skale korzystnie jest
pmzeprowadzaé¢ wytwarzanie antybiotyku 810 A
w odpowiednich zbiornikach, wyposazonych w mie-
szadlo i urzadzenia do napowietrzania pozywki. We-
diug tego sposobu, pozywke przygotowuje ste
w zbiorniku, w ktérym mastepnie wyjalawia sig ja
pizez podgrzanie do temperatury okolo 120°C. Po
ochlodzeniu wyjalowiong pozywke Szczepi si¢ szcze-
pem produkcyjnym i prowadzi fermentacje w ciagu
kilku, np. 2—4 dmni, mieszajgc a/lrub napowietrzajac
pozywke, utrzymuje si¢ temperatur¢ w zakresie
24—-28°C. Zmiany w rozwoju posiewu i W pozywce
produkeyjnej umnoﬂi'wdaqa kilkakrotny wzrost ilojci
wypiodﬁlnowanego antybwtyﬂm orez. wzmst Jego
mocy.: =

Oznaczanie antyblotyku 810 A z za.stosowamem
Proteus vulgaris, -

Dogodnym sposobem ozmaczania antybiotyku
8i0 A jest metoda krgzkowo-plytowa z zastosowa-
niem szczepu Proteus vulgaris MB-838 (ATCC 21100
i NRRL B-3361),- hodowanego ma agarze skosnym
(Difco) z 0,2% dodatkiem . ekstraliitu dmzdzowego
(Difoo). Zasmemme . dkogy mnk;ubu;e si¢ w. tempe-
raturze 37°C, w ciggu 18—24 godzin, a mastepnie
az do uZycia przechowuje si¢ w lodéwce. Zaszcze-
pione skosy mozna przechowywaé w ciggu tygod-
nia.

Posiew dla piyt tesbowych przygotpwuje sig¢ co-
dziennie, szczepigc w kolbie Enlmmayera 50 ml
bulionu odzywczego (Difco) z 0,2% dodatiiem eks-
traktu drozdzowego (Difco) kulburg zeskrobang ze
skoséw. Iﬁkubac;e prowadzi si¢ na wytrzasarce

?eratmze 31°C, w ciggu 18—24 godzin. Na-
:&ﬁ bulion rozcieficza sie do 40% przepuszczal-
_ noéa ﬁwmth_ o0 dlugoéci fali 660 mp, miermonej na
pmymadzne Bai;sch and Lomb Spectronic 20, 0,2%
roztworem  ekstraltu dmmdwwego Jako odmesne-

nie stosuje si¢ nieszczepiony - bulion. Odpomedmo,

rozcieficzony bulion (30 mi) sluzy do szczepienia
1 litra poywhi. -
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Jako pozywke testowsq. stosuje sie. agar odzyw-
czy .(Difco) z 0,2% dodatkiem ekstrakiu dmﬁdzawe
go (Difco), wyjalowiony w sutoklawie i ochlodzony
do temperatury 50°C. Zaszczepiong pozywke rozle-
wa sie na plytki Petriego, w iloéci po 40 ml ra
plytke i pozostawia do zastygniecia.

Na tak preygotowanych plytkach przeprowadza
si¢ test krazkowo-plytkowy, stosujac Grazki bibu-
ly o Srednicy 0,5 cala. Plytki testowe inkubuje sie
w ciggu 20—24 godzin w temperaturze 37°C. Wy-
niki wyraza si¢ w mm $rednicy strefy zahamowa-
“nia. Okreéla si¢ aktywno$é wzgledng, odniesiong do
‘wzorca roboczego (reference stamdamd), wyrazajac
ja w pg/ml. . Przeprowadzajgc badania w sposéb
iloSciowy mozna wykryé antybiotyk w iloSci 2—4
pg/mil. o

Oznaczanie antybiotyku 810 A e zastosowaniem
Vibrio. percolans.

Oznaczanie antybiotyku 810 A z zasbosowaniem
Vibrio percolans (MB-1272) przeprowadzano réw-
niez metoda lnra,zkowo-ply*towa, stosujac: krazki bi-
buly o $rednicy’ 0,5 cala. Plytki do badan przygo-
towywano stosujac agar odzyweczy (Difco) z do-

" datkiem ekstraktu drozdzowego Difico w  ilo§ci

2,0 g/l. Na plytki wylewano po 10 ml pozywki. Pro-
radzong w ciggu nocy hodowle organizmu testo-
wego Vibrio percolans (MB-1272) w biilionie odzyw-
czym z 0,2% dodatkiem ekstraktiu droégdzowego roz-
cieficzano wyjalowionym fizjologicanym mnoztworem
soli do zawiesiny o 40% przepuszczalnodei Swiatla
o dlugosci fali 660 mp. Zawiesine te wprowadzano
do pozywki w ilo§ci 20 mi/l, a nastepnie pozy'wke
rozlewano na plytki.

Plytki do badan przechowywano mnie:dluzej niz
5 dni, w temperaturze 4°C. Po malozeniu krazkéw
plytki inkubowano
W temperaturze 28°C, w ciggu 3—24 godzin. Wiel-
ko&é sirefy zahamowama wyrazano w mm $rednicy

Inaktywaeja bakteryjna antybiotyku 810- A.: . |

Prowadzone in vitro badania mnaly na celw .
réwmwczg olreslenie odpormodcl ‘atitybiotyku 810 A*
na imaktywacje przez baktemie w stosunku do od-
pormmoéci cefalosporyny C, cefalosporydyny i cefalo-
tyny. Badania te wykamzaly, ze antybiofyk 810 A jest
bardziej jniz wyzej wymienione odporny m dziam
nie ‘pewnych mikmoorganizméw. .

Badanie przeprowadzono z zasboso'wmmem haak-
terii, ktére catkowicie inaktywujg cefalosporyne C, -
mianowicie Alcaligenes faecalis (MB-9). -

a) Hodowla komérek bakteryjnych. Komérkx
Alcaligenes faecalis (MB-9) wyhodowano w sposéb
nastepujacy: zawarto§é probéwki wymieszano
z kilkoma ml bulionu odzywczego, zawiefajgcego
0,2% dodatek ekstraktu drozdzowego. Zawiesine
w ilo§ci jednego oczka maniesjond na powierzchnig
skosu agarowego i inkubowano w ciaggu 18 godzin
w temperaturze 37°C. Skosy przechowywano w tem-
peraturze- 5°C, mie dtuzej miz tydziern po inkubacji:
Oczko powierzchniowego wzrostu z kazdej kultury
przenoszono aseptycznie do 50 ml bulionu z 0,2%
dodatkiem ekstraktu drozdzowego i inkmbowano ‘na.
wytrzgsarce w ciggu 18 godzin w' temperaturze
28°C. Nastepnie hodowle poddano wirowaniu
z predkosScia 4000 obrotéw na minute, w. ciggu
10 minut. Ciecz zdekantowano, a pozostale w osa-
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dzie komoérki dwukrotnie rpmemyto wyjatowionym
0,1 m buforem fosforanowym o warto$ci pH ="1,5
(6,8 g KH,PO, } 7,1 g Na,HPO, ma litr wody desty-

lowanej). Przemyte komérki zawieszono w roztwo-

rze 4 mg/ml antybiotyku w 0,1 m buforze fosfo-
ranowym, uzytym w iloSci ré6wnej 0,1 poczatkowej
objetosci hodowli baktberyjnej. Mieszanine testowsg
inkubowano, - bez wyirzasania, ma lazni wodnej,
utrzymywanej w temperaturze 37°C, w ciggu 4 go-
dzin. Nastepnie mieszanine te poddano wirowaniu
z predkos$cig 2000 obrotéw ma minute, w. ciggu
10 minut, a uzyskang klarowng ciecz zdekantowa-
no do wyjatowionych probéwek, natychmiast za-
mrozono w suchym lodzie i przechowywano w tych
warunkach do badan biologicemych, ktére zwykle
przeprowadzano po 3 godzinach. Préby kontrolne
inkubowano w identyczny sposéb, nie wprowadza-
no jednak komoérek bakteryjnych.

b) Zakres inaktywacji antybiotyku 810 A. Ba-
dania aktywno$ci amtybakteryjnej plynéw pofer-
mentacyjnych przeprowadzano w nastepujgcy spo-
sbéb: krazki bibuly o $rednicy 6 mm wysycano cie-
czg i umieszczano na powierzchni piytek pokrytych
agarem z dodatkiem ekstrakiu d.mzdvzowego 0,2%),
zakazonym odpowiednim mikroorganizmem stoso-
wanym do badain. W przypadku B. subtilis
(MB-964) piytki do badan przygotowywano w nas
stepujacy sposéb: 5 ml zawiesiny przemytych za-
rodnikéw w 0,9% roztworze soli wprowadzano do
150 ml agaru z 0,2% dodatkiem ekstraktu drozdzo-

wego, a makazong pozywke rozlewano mna plytki ..

Petriego o wymiarach 15X 100 mm, w iloSéai po
5 ml pozywki na piytke. Plytki do badan inkubo-
'wano 'w ciggu nocy w temperaturze 25°C, a nastep-
nie mlemomo strefy . zahamowania woké6t krazkéw.

W celu wykreslenia kizywej dla ‘wzorca robocze-
go, przeprowadzonos préby kontrolne z wolnym od
komérek bakteryjnych antybiotykiem w. rozcieni-
czemach111214181161132an-
twory testowanych amyblottyfkdw badano w pelnej
ich mocy, po inkubacji w obecnosc przemyrtych
komoérek bakteryjnych. Wszystkie préby przeprowa-
dzano trzykrotnie. .

¢) Wyniki. Procent inaktywacji obhczamo w ten
sposéb, ze ma podsbaWJe‘ wielkoéci strefy wahamo-
wania (Sredniej z trzech pomiaréw), poslugujac sie
krzywa wzorcows, obliczano ilo§é antybiotyku po-
zostalego w badanym roztworze: wartodé te odej-
mowano od stezenia wyjSciowego (4 mg/ml), a resz-
te dzielono przez stezenie wyjSciowe i mmnozono
przez 100. W tablicach 7 i 8 przedstawiono wartosci
inaktywacji cefalosporyny C, cefalotyny i antybio-
tyku 810 A, zmierzone w wyzej opisany spos6b.

Tablica 7
Procent inaktywacji po inkubacji
z przemytymi korpéxﬂcami bakteryjnymi
Préby na plytkach zakazonych B. subtilis (MB-964).

e . 3 godziny inkubacji
A otyk
ntybioty Alcaligenes faecalis
810 A . . 0
Cefalosporyna C 994
Cefalotyna 62,5
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.Tablica 8
Procent inaktywacji po inkubacji
z przemytymi komérkami bakteryjnymi
Préby ma ptytkach mzakazonych V. percolans
(MB-1272).

. 3 godziny inkubacji
ntybiot
Antybiotyk Alcaligenes faecalis |
810 A ' 0
Cefalosporyna C 994
»Ce;fal;ot}’lna o _ ) _50.

b

- Zbadano réwnies odpamoéé amtyhotyku 810 A
i cefalosporyny C na degradacyjny wplyw kultury
Acrobacter cloacae (MB-2648). Mikroorganizm- jest
gram-ujemny i odpomy na celﬁalosporyne C. Spo-
rzadzono mnesza«nmy miknoorganizmu z antybmty-
ilme-m, ktére inkubowano w ciggu 2 god'zm i nastep-
nie bada.no na aktyw'noéé antybiotyczng. Metoda

. jest identyczna z opisang rpowyzeJ dla“ Alcaligenes

faecalis. Zrédlem materialu inaktywujacego jest roz-
cieficzony w stosunku 1 :160 przesgcz hodowli Ae-
robacter cloacae (MB-2646) w bulionie z 0,2% do-
datkiem ekstraktu droadZzowego, wytrzasanej w cig-
gu 13 godzin w temperaturze 37°C. W tablicy 9
przedstawiono zmierzony w powyzszy sposéb przy
ufyciu Vibrio pencolans (MB-1272), procent inakty-
wacji antybiotyku 810 A, cefalotymy, cefalorydyny
i cefalosporyny C. '
. Tablica 0
Procent imaktywacji po inkubacji
z ekstrakbern pozbawionym komérek
Préby na plytach zakazonych V. percolans
(MB-1272).

- Antybiotyk 2. godziny inkubacji
Aerobacter cloacae
810 A K R R
Cefalotna = | 1 e :
Cefalorydyna - 99
Cefalosporyna C © 96

Stosujac wyzej opisang metode, mbadano przed-
stawiong w tablicy 10 wzgledng odpormoéé anty-
biotyku 810 A na enzymatyczng inaktywacje przez
Aemobacter cloacae. Stezenie wyjSciowe wynosi
250 pg/ml, wyniki wyrazono w pg/ml.

Tablica 10 R
Pozostala akitywno$é antybiotyczna (p.g/ml)
Stezemie wyjsciowe 250 pg/fml

Pt T 2 godziny
Omnganizm inkubaicji
Antybiotyk stosowany Zz Aero-
do badan bacter
) : cloacae*
810 A B. subtilis - 190
Cefalotyna B. subtilis, 140
Cefalorydyna B. subtilis <10
810 A V. percolans 1272 210
Cefalotyna V. percolans 1272 85
Cefalorydyna V. percolans 1272 <10
* ekstrakt . pozbawiony komérek
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W s$wietle powyzszych danych jest oczywiste, ze
antybiotyk 810 A jest bardziej niz cefalosporyna C,
cefalotyna i cefalorydyna odporny ma imaktywacje
przez Aerobacter cloacae.

Poniewaz antybiotyk 810 A oraz jego sole sku-
teoznie inhibityjag wazrost réznych gatunkéw Salmo-
nella, przeto zwigzki te mogg byé stosowane jako
Srodki dezynfekujgce w gospodarstwie domowym
i w przemysle. Antybiotyk 810 A wykazuje np. ak-
tywnoé§é w stosunku do Salmonella schottmuellerii
i S. gallinarum,

Wyosabnianiq 1 oczyszczanie antybiotyku 810 A.
Antybiotyk 810 A meana omyszczaé drogg adsorp-
cji ma zywicy jonitowej takiej, jek np. syntetycz-
na zywica anianitowa wytworzona z dekstranu, ko-
polimery akrylowe lub niejonowe, usieciowane poli-
mery. Zaadsorbowany antybiotyk eluuje sie z zy-
wicy, wzglednie polimeru wodg lub wodno-alkoho-
lowym roztwaorem odpowiedniej soli takiej, jak
chlorek amonu, chlorek sodu itp. Przykladami zywic
jonitowych i polimeréw, ktére madajg sie do sto-
sowania sq opjsane ponizej DEAE Sephadex A-25,
Amberlite IRA-68 i Amberlite XAD-2. W razie po-
trzeby otrzymany eluat mozna oczyscié po maz drugi
i trzeci, w drqodze adsorpeji i elucji. Z kencentra-
téw eluatéw ofrzymuje sie produkt oczyszezony.

Antybiotyk 810 A meozna rozdzieli¢ chromatogra-
ficznie ma mnagtepujace sldadniki: kwas 78-(D-5-
-amino-5-karboksywaleramido) -3-(a-metoksy-p-sul -
foksycynamoilokisymetylo)-7-metoksycefemo-3-kar-
boksylowy~4 i kwas Tp-(D-5-amino-5-karboksywa-
leramidey-3-(a-metolcsy-p-hydroksycynamoiloksyme-
tylo)-7-metoksycefemo-3-karboksylowy-4. Stosuje stie
nasfepujgce metody chromatograficzne:

1) Chromatografia na silnie hydrofilowych zywi-
cach anionitowych takich, jak DEAE Sephadex
A-25 z mastosowaniemn ukladu eluujgcego: bromek
amonu 4 kwas mréwkowy. Stosowaé movma ukiady
o rémym stezeniu, w praktyce jednak korzystnie
jest stosowaé moztwér 0,5 m bromku amonu -4 0,1
kwasu mréwkowego.

2) Chromatografia mna shtabo zasadowej zywiey
anionitowe] talkiej, jak Amberlite TRA-68. Jest to
rozdzial grupowy, w ktérym surowy materiat adsor-
bowany jest przy warto$ei pH=3 — 3,5, a eluo-
wxany:estpoawﬁlwwokwrasemowamboémpHoﬂm-
lo 2, a' nastepnie mieszaning NaCl/HCIl przy war-
toéci pH okolo 1.

3) Chromatografia ma mniejonowych, wusieciowa-
nych polimerach polistyrenowych takich, jak Am-
berlite XAD-2. Elyuje si¢ odpowiednimn ukladem

wodnym, przy czZym na ogét korzystnie jest stoso--

waé mieszanine wody i nizszego alkiloketonu. Ty-
powymi eluentami, ktére mogg byé w tym przy-
padiktu stosowane sg np. 10% wodny roztwér me-
tanolu, @ nastepnie roztwér 50%. Zamiast 50%
wodnego roztworu metanolu stosowaé mozma 20%
wodny moztwér acetonu.

Indywidualne skladniki otrzymane tym sposobem
mogg byé oczyszezane takze ma drodze chromato-
grafii. Tak np. kwas 7f4(D-5-amino-5-kiarboksywale-
ramido)-3-(a-metoksy-p-sulfoksycynamoiloksymety-
lo)-7-metoksycefemo-3-karboksylowy-4 (I¢) mozna
dalej oczys$cié sposobem (1) uzupeinionym odsole-
niem na adsorbencie Amberlite XAD-2, Kwas

10

15

25

30

35

45

55

65

4

78- (D-5-amino-5-karboksywaleramido)-3-(a-meto-
ksy-p-hydroksycynamoiloksymetylo)-7-metoksycefe-
mo-3-karboksylowy-4 mbozna dodatkowbo oczyscié,
stosujge chromatografie na zywicy anionitowej Sep-
hadex A-25 eluujgc 0,5 m bromkiem amonu
i 0,05 m kwasem oetowym.

Podane wyzej mazwy handlowe $rodkéw stosowa-
nych w tych procesach maja nastepujgce znaczenia:

DEAE Sephadex A-25 jest syntetyczng zywicg
anionitows oparta na polisacharydze, dekstramie,
w postaci chlorkowej, to jest, obsadzong jonami
chlorkowymi. Producent: Pharmacia Pine Chemi-
cals, Inc.

Amberlite IRA-68 jest to syntetyczna zywica anio-
nitowa; usieciowany kopolimer akrylowy, zawiera-
jacy skabo zasadowe trzeciorzedowe grupy aminowe.

- Producent: Rohm and Haas Co., Philadelphia, Pen-

sylwania.

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

Antybiotyk 810 A i jego skladniki oraz sole moga
by¢ stosowane pojedynczo lub w mieszaninie, jako
aktywma grupa skladnikéw réznorodnych prepara-
tow farmaceutycznych. Moga byé one stosowane
w postaci kapsulek, tabletek, proszkéw lub cieklych
roztworéw, jako zawiesiny lub eliksiry. Wprowadza
sie¢ je doustnie, dozylnie lub domiesniowo. Odpo-
wiednimi noé$nikami, moggcymi stanowié skladniki
mieszanin s3 np. mannitol, sacharoza, glukoza lub
wyjalowione ciecze takie, jak woda, fizjologiczmy
noztwér isoli, glikole lub oleje — pochodzenia naf-
towego, zwierzecego, roSlinnego lub symbetyczne
takie, jak np. olej arachidowy, olej parafinowy lub
sezamowy. Mieszaniny obok nodnikéw miogg zawie-
raé rowniez inne skladniki takie, jak stabilizatory,
drodki wigZgce, mzeclwuﬂenmacze, Srodki konserwu-
jace, &rodki smamme, &odki dyspergujace, S$rodki
zmieniajgce lepko$é, srodki zapachowe itp. Miesza-
nina zawiera¢ moze réwniez inne aktywne sklad-
niki, zwickszajgce spektrum aktywmnodei antybio-
tyczmej.

Wielko$¢é dawki w znaczmej mierze malezma jest
od warunkéw leczenia i wagi zywiciela. Przy zaka-
zemiach ogélnych wskazane jest wprowadzanie po-
zajelitowe, doustne przy zakazeniach jelitowych.
Ogélnie dawka dzienna wymnosi od okolo 15 do oko-
lo 175 mg aktywmego skiadnika ma kg wagi ciala,
przy czym dawka ta moze byé wprowadzama jed-
norazowo lub mozdzielana ma mniejsze i wprowa-
dzana kilkakrotnie w ciggu dnia.

Mieszaniny moga byé stosowane w réimych po-
staciach, np. jako state lub ciekle, wprowadzane do-
ustnie formy lekéw. Jednostkowe dawki, ciekle lub
stale, zaWwieraja ma ogél od okolo 15 do okolo
700 mg waktywnego skladnika. Na o0g6él! korzystme
jest stosowanie dawek wielko$ci od okoto 80 do
320 mg. Przy wprowadzmaniu pozajelitowym jed-
.nost:ka leku jest zwykle czysty skbladnik w wyjato-
waomym roztworze wodnym lub w postaci rozpusz-
czalnego proszku, przeznaczonego 'do rozZpuszcze-
nia.

Typowga jednostkows dawks leku jest Zelatynowa
kapsulka Nr 3, zawiemajaca 120 mg antybiotyku
810 A lub 120 mg jednego z jego skladnikéw Ilub
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jego soli, 20 mg lakbozy i 5 mg stearynianu magne-
zu. Stosujgc wickszg ilo§¢é aktywmego skladnika
i mmiejszg ilo§é¢ lakbozy mozma do kapsutki Nr 3
wprowadzaé wieksze dawki, a jezeli konieczne jest
zZmieszanie wiecej miZz 145 mg skbadnikéw, mozna
stosowaé widksze kapsulki. W podobny sposéb moz-
na sporzgdzaé inne jednostkowe dawki takie, jak
sprasowane ttabletki i pigulki. Ilustrujg to ponizsze
przepisy.

Mapelniane na sucho kapsulki, zawierajgce po
120 mg zwigzku 0 wzorze 2.

ma kapsutke

kwas 7p-~(D-5-amino-5-karboksy-
waleramiido)-34(a-metoksy-p-sul-
foksycynamoiloksymetylo)-7-meto-
ksycefemo-3-karboksylowy-4 120 mg
la'kiboza 20 mg
stearynian magnezu 5 mg
kapsulka Nr 3 145 mg

Kwas 78-(D-5-amino-5-kanboksywaleramido)-3- (-
-metoksy-p-sulfoksycynamoiloksymetylo)-7-metoksy-
cefemo-3-karboksylowy-4 rozciera wsie ma proszek
Nr 60, do ktérego przez sito Nr 60 dodaje sie lakto-
ze i stearynian magnezu. Skradniki miesza sie w
ciggu 10 minut, a mieszaning mapelnia suchg ka-
psutke Nr 3.

Tabletki, zawierajagce po 250 mg zwigzku 0 Wzo-
Tze 2, wytwarza sie, stosujac ma 1 tabletke naste-
pujgce skladniki: -

kwas 78-(D-5-amino-5-karboksy-
waleramido) -3-(a-metoksy-p-sul-
foksycynamoiloksymetylo)-7-meto-

ksycefembo-3-karboksylowy-4 250 mg
fosforan dwuwapniowy, U.S.P. 192 mg
stearynian magnezu 5 mg
laktoza, U.S.P. 65 mg

Aktywny skladnik miesza sie z fosforanem dwu-
wapniowym i Qlaktozg. Mieszanine granuluje sie
15% pasta ze skrobi kukurydzianej (6 mg) i prze-
siewa. Suszy w temperaturze 45°C i pomownie prze-
siewa przez sito Nr 16. Dodaje sie stearynian ma-
gnezu i sprasowuje w ‘tabletke o Srednicy okolo
12,5 mm.

Roztwér injekcyjny, =zawierajacy w ampulce
500 mg zwigzku o wrzorze 2, wytwarza wsie, stosu-
jgc ma 1 ampulke 500 mig kwasu 78~(D-5-amino-5-
-karboksywaleramido)-3-(a-metoksy-p-sulfoksycyna-

moiloksymetylo)-7-metoksycefemo-3-karboksylowe-
go-4 i 2 ml wyjalowionej wody.

Kwas 78-+(D-5-amino-5-karboksywaleramido)-3-(a-
-metoksy-p-sulfoksycynamoiloksymetylo)-7-metoksy-

" cefemo-3-karboksylowy-4 mozna stosowaé sam lub

W -mieszaninie z innymi biologicznie aktywnymi
skladnikemi, np. z innymi antybiotylkami takimi,
Jak linkomycyna, dowolna penicylina, streptomycy-
na, nowobiocyna, gentamycyna, meomycyna, koli-.
styna, czy kanamycyna.

Nizej podane przykiady ilustruja sposéb wedlug
wynalazku.

Przyklad I. Probéwke z liofilizowang kulturg
Streptomyces griseus NRRL 3851 otwiera sie asep-
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tycznie i zawartoscia jej szczepi sie 4 skosy pozywki
o nastepujgcym skladzie:

Pozywka I
ekstrakt drozdzowy Difco 10,0 g
glukoza 10,0 g
*bufor fosforanowy 20 g
woda destylowana 1000,0 ml
agar Difco . 25,0 g
* bufor fosforanowy
KH,PO, 91,0 g
Na HPO, - 95,0 g
woda destylowana 1000,0 ml

Skosy przygotowano w prob6wkach 14 ml/22 X
X 75 mm. Probéwki zamyka sie korkiem z waty,
po czym wyjalawia, ogrzewajgc w temperaturze
120°C w ciggu 15 minut i odstawia do wystygnie-
cia pozywki w polozeniu skoSnym. Zaszczepione
skosy inkubuje sie w demperaturze 28°C w ciggu
tygodnia, a nastepnie az do muzycia przechowuje
w temperaturze 4°C. Hodowlg ma jednym z tych
skoséw szczepi sie przewezone kolby Erlenmayera
o pojemno$ci 250 ml, zawierajagce po 50 ml po-
zywiki IT. Szczepienia dokonuje sie w ten sposéb,
ze do pozywki ze skosemm wprowadza sie 5 mi
wyjatowionej pozywki, zeskrobuje sie z powierzchni
skosu hodowle, a mastepnie odpipetowuje sie po
1 ml cieczy do kazdej z trzech kolb posiewowych,
Pozywka II ma nastepujgcy sklad:

PoZzywka II .
wyciag wolowy 30 ¢g
NZ Amine (enzymatycznie
zhydrolizowana kazeina) 10,0 g
dekstroza 10,0 g
NiaCl 50 g

woda destylowana 1000,0 ml
warbo§é pH doprowadzono NaOH do 7,2.

Kolby posiewowe umieszcza sie na okres 3 dni
na obracamej z predkos$cia 220 obrotéw na minute
wytrzasarce obrotowej o 5 cm wykorbieniu. Hodow-
le z kolb posiewowych szczepi sie 11 przewezonych
kolb Emlenmayera o pojemmno$ci po 2 litry, zawie-
rajgcych po 350 ml pozywki III, wprowadzajgc po-
siew w ilo$ci 2—3% w stosunku do pozywki.

Pozywka HI

dekstroza 10,0 g
asparagina 10 g
K,HPO, 01l¢g
MgSO, « TH,O 05 g
ekstrakt drozdzowy 05 g
*mieszanina pierwiastkéw

Sladowych Nr 2 10,0 ml
woda destylowana 1000,0 mi

wartos¢ pH doprowadzona NaOH do 7,2

* mieszanina pierwiastkéw Sladowych Nr 2

FeSO4 7 I-I20 1,0 g

MnSO, - HO ) 1,0g

CuCl2 .2 H20 25,0 mg
CaClz 100,0 mg
HaBoa 56,0 mg
(NH4)0M0702‘ .4 Hzo 19,0 mg
ZnsoO g 7 H20 200,0 mg
woda destylowana 1000,0 ml
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Kolby umieszcza sie na okres 4 dni na obracanej
z predkoscig 135—150 obroté6w ma minute wytrzg-
sarce obrotowej o 5 cm wykorbieniu, -utrzymujgc
temperature 28°C. Po zakoniczeniu inkubacji za-
warto$é kolb miesza sie razem i poddaje badaniom.

Odwirowana brzeczka wykazuje 22 mm strefe za-
hamowania (kragzki o érednicy 12,7 mm) ma plycie
badawczej, zakazonej kulturg Proteus vulgamnis. Pro-
dukt stanowi antybiotyk 810 A, to jest mieszanina
kwaséw 7p-(D-5-amino-5-karboksywaleramido)-3-(a-
-metoksy-p-hydroksycynamoiloksymetylo)-7-meto-

- ksycefemo-3-karboksylowego-4 i 7f-(D-5-amino-5-
-karboksywaleramido) -3-(a-metoksy-p-sulfioksycyna-
moiloksymetylo)-7-metoksycefemo-3-karboksylowe-
go-4 (wzér 1).

Przyklad II. Probéwke z liofilizowans kultu-
rg Streptcmyces griseus NRRL 3851 otwiera sie

- adeptycznie, a zawanoscia szezepi sie skosy, opisa-

ne w przykladzie I jako pozywka I. Skosy inkubu-

je sie w temperaturze 28°C w ciggu tygodnia, a na-
stepnie przechowuje w temperaeturze 4°C. Czescig
hodowli na jednym ze skoséw szczepi sie przewe-
2ong kolbe Erlenmayera o pojemnos$ci 250 ml, za-
wierajgcqg 50 ml pozywki II, opisanej w przykia-
dzie I. Zasaczepiong pozywke inkubuje sie w tem-
peraturze 28°C w ciggu 2 dni, na wytrzgsarce obro-
towej z 5 am wykorbieniem, obracanej z ptredkoscia

220 obrotéw na minute. Nastepnie posiew przemywa
sie aseptycznie odwﬁmwvuje greybnie, zlewa ciecz
pofermentiacyijng, zawm rzybnie w- takiej samej
objetosci  fizjologicznego roztworu soli, ponowmnie

odwirowuje i zawiesma w 0,9% roztworze chlorku
sodowego. Przemytg grzybnie szczepi sie (posiew

w llosci 2%) 2 przewezome kolby Erlenmayera
o pojemmosci 250 ml, zawierajgce po 50 ml pozywki

mudtﬂncymeJ, wyjalawianej w temperaturze 120°C

w ciggu 15 minut. Pozywka produkcyjna ma ma-
stepujacy skiad:

Poiywka produkcyjna o
L-prolima 15,0 g

- gliceryna 20,0 g
sacharoza 25 ¢g
glmarmmm Jedmsoduwy 15¢

- NaCl 50 ¢g
K,HPO, 20 g
CaCl, 04 ¢
MnCl, . 4 H,O 0lg
FeCl, < 6 HO 01g
ZnCl, . 005 g
MgSO, . 7H,0 10g -
woda destylowana 1000,0 mi

-

warto$é pH (niekorygowana) = 17,1.

Kolby produkcyjne umieszoza sie na okres 4 dni .

na wytrzasarce obrotowej z 5 com wykorbieniem,
obracanej z' predkoécia 220 obrotéw ma minute,
utrzymujac temperature 28°C. Zawartoéé odwiro-
wuje sie, a cledz pofermentacyjng bada mebodg
krgzkowo-plytowq. Nia krgzkach o d&rednicy 0,5 cala,
strefa zahamowania po 3 dniach inkubdei wynosi
21 mm, a po 4 dniach 26 mm. Produkt stanowi an-
tybiotyk 810 A.

Przyklad III. Wytwarzanie aMyhotyﬂm 810 A
1 rozdziat na skdadniki, Stadium A, Hodowla.

-
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Etap 1. Zawarto§é probéwlki z liofilizowana kul-
tura Streptomyces gniseus NRRL 3851 miesza sie
z 2 ml pozywki 1, opisanej w prezykladzie I, po
czym otrzymanym posiewem szczepi sie skosy z tej
samej pozywki. Skosy inkubuje sie w temperaturze
28°C w ciggu 5 dni, weglednie do osiggniecia in-
tensywmnej sporulacji, a nastepnie do skosé6w doda-
je sie po 10 ml pozywki VIII.

Pokywka VIII
wycigg miesny 0,3%
NaCl 0,5%
NZ Amine 1%
dekstroza 1%

wartoéé pH="1,0. -

Warost z kazdego ze skoséw zeskmobuje sie do po-
zywki, a otrzymana mawiesine uzywa sie jako po-.
siew w etapie 2.

Etap 2. Zawiesing, otrzymang w etapie 1, szczepi
si¢ przewezong kolbe Erlenmayera o pojemnoéci
250 ml, zawilerajgcg 50 ml wyjatowionej pozywii
VIII. Zaszczepiong kiolbe umieszeza sie- na. okmes
48 godzin mna - wytrzasarce obmhawe;, obmoamq
z predkos$cia 220 obrotéw na minute, wheymujace
temperature 28°C.

Btap 3. HodawlazetapuzszaapIs'lekod.be
Erlenmayera o pojemnosci 2 litréw, zawierajaca
500 ml pozywigi VIIT, opisanej w etapie 1. Zaszcze-
piong Kkiolbe umiesacza sie na wytrzgsance obrotowej,
obracanej z predkodaig 220 obrotéw ma minute i in-
kubuje sie w ciggu 48 godzin w temperaturze 28°C.

Ptap. 4 500 ml hodowli z etapu 3 stosuje sie-do
zaszezepienia zbiornika fermentacyinego ze stalf
kwasoodpormej o pojemmosci 760 litréw, mawieraja-
cego 467 litré6w wyjabdowionej pozywhki VIII. (opisa-
nej w etapie 1). Fermentacj¢ prowadz sie w ciggu
65 godzin w temperaturze 28°C, mieszajgc z pred-
Méaqlwowwmmmuteimmamcpo-
wietrze z predkoécig 0,28 m® na minute. W celu
zapobiebenia nadmiememu pienieniu, w czasie fer-
memttac}i dodaje sie w matych ilosciach Srodek pnze-
ciwko pienieniu Polyglycol 2000.

Etap 5. 400 litréw hodowli z etapu 4 stosuje siq
do szczepienia zbiornika fermentacyjnego ze stali
kwasoodpormej o pojemnoéei 6000 litréw, mawiera-
jacego 4800 litréw pozywki IX.

Potywka IX -
wyciag namoku ﬂmﬂun'ydmanego 4%
delostroza 2%

wartoéé pH doprowadzono NaOH do 7,2.

Fermentacje prowadzi sie, mieszajac zawarboéé
zhiomnika z predkoscia 120 obrotéw na minute,
przepuszczajac powietrze z predko$ciag 1,5 m? na
mitmxte,wdaguao—asgodfzim,w'bemmlme
28°C. W celu zapobieZenia nadmiernemu pienieniu
W czasie fermentacji dodaje sie w malych ilo$eiach
$rodka przeciwioo pienieniu Polyglycol 2000. Po 31
godzinach fermentacji krazki o éredmicy 12,7 mm
wysycone brzeczka dejg na piytkach zakazonych
kultura Proteus vulgaris MB-836 gbmte zahamowa-
nia 0 érednicy 32,5 mm.

Stadium B. Wyosabnianie kompﬂeﬂtsu antybiotycz-
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nego 810 A. Po 36 godzimach. fermentacji brzeczke
ze stadium A, ehpuémlmam&ewztnmnﬂm
fmnmiacy:nymkwasemﬁoaﬁnvam doprowadza-
chwaminéépl-ldo3z7—8 Gmmueusuwaslq
na prasie filtracyjnej i odrzuca, oﬁzzymujqc 4300 li-
tréw przefiltrowanej brzeczki, ktirg przepusazcza
si¢ przez zloze adsorbentu — Zywicy Amberlite
XA.DZoobJeboémMOh'm&wzmdmécthtrﬂw
ma minute. Wyciek analizuje si¢ i odrzuca, a zloze

przemywa dwiema objetosciami wody. Amtybiotyk-

eluuje sie z zywicy 60% wodnym roztworem meta-
nolu, przepuszczanym =z predkoécia 20 litréw ma
minute. Zbiera sie¢ i analizuje 40 frakcji o obje-
tosci po 20 litréw. Z polgczomych frakcj 2—40 od-
parowuje sie metanol pod zmniejszonym cignieniem.
Wartoéé pH koncentratu 166 litréw doprowadza sie
wodorotlenkiemm amonu do 3,5 i koncentrat zamma-
za sie.

Pobrane prébki poddaje sie badaniom biologicz-

10

13

Eluat 1 koncenirat eluatu. Zbadano réwniez eluat
(780 litréw) i koncentrat eluatu (166 litréw), ma-
wierajgoe antybiotyk 810 A.

Rozcieni- - | Wielkoéé | Roaciefi- | Wielko§é
czemnie strefy czemie strefy
1:5 | 289 mm 1:16 27,25 mm
1:10 |- 27,0 mm 1:32 | 245 mm
1:20 23,8 mm
1:40 21,0 mm
QOznaczenie suchej masy
Przesgcoona brzeczia 119 kg
780 litréw eluatu 7,23 kg
106 litréw komcentratu eluatu 7,20 kg

Studium C. Adsorpcja na Zzywicy anionitowej.
83 litry koncentratu ‘ze Stadium B rozaieriéza sie
wodg do objetodci 124 litry i prmepuszoza przez zlo-
ze slabozasadowe]j zywicy - anionitowej (Amberlite
IRA-68 w postaai chlorkkowej): o objetodal 32,5 1i-
tra. Koncentrat o wartodci pH = 4 przeépusacza sie
przez zidze z predkoécia 8 litréw ma minute. Na-
stepnie zloze przemywa gie 45 litrami wody, po
czym przeprowadiza sie elucje roztworem 1 m . azo-
tanu sodu i 0,1 m octanu sodu o wamtoéci pH = 7,5.
Zbiera si¢ 10 frakcji o objetofci po 20 litréw, ktére
zakwasza sie kwasem solnym do warntos$ci pH = 4.

Wazystkie frakcje poddaje sie badaniom biologicz-
nym metods krazkowo-piytows z zastosowamiem do
badaf 's2czepu Proteus vulgaris. OimymuJe si¢ na- -
stepujace wmikl

]

nym mebody kradkowo-plytows, sbosujac do badafh o
szczep Proteus vulgamis. '
Przesacaona brzeczka. Préby przeprowadzone
z przesgczong brzeczkg o objeto$ci 4240 litréw dajg
nastepujace warbosci strefy zahamowania.
25
Przesgczoma brzeczka
, . Wielkoéé strefy
Rozciericzenie 0 X
1:2 26,8 mm %
1:4 23,8 mm
1:8 21,1 mm
Wyciek i popluczyny. 10 frakcji po 400 litméw g5
wykazuje wartodci zerowe bez rozcieficzenia. War-
toéé zerowa wykazujg réwmniez pophluczymy.
Frakcje eluatu. Przebadano wiszystkie friakcje.
Srednice stref zahamowania zestawione sa ponizej. .
] 40
Frakcje eluatu
Wielkoéé . Wielkoéé
- Frakcja | sirety Frakcja \
1 0 21 83mm | ¥
2 28 mm 22 .33
3 735 23 34
4 ‘34 24 M
5 "136 25 83
6 36, 26 ‘34 »
7 36 27 ‘3
8 ‘88 28 33
9 ‘38 29 32
10 ‘86 - 30 32
1 "36 31 82 5
12 ‘88 32 30
.13 40 33 30
14 "37 34 30
15 36 35 28
16 37 36 2 6o
17 a8 87 |38
18 86 38 .26
19 -3 " 397, | 28
20 - 40 20 o

Roztwée Frakcje eluatu;
masilajacy rozciericzende 1 : 10
Roz- ' ! .

ciei- [Wielkoéé | Fra- |Wielkoéé | Fra- |Wiellkosé
ze- strefy | kioja | strefy | lacja | etrefy
me ] B .
1:10 (285 mm| 1 (27 oum 6 |25 mm -
1:20 (265 mm| 2 |30 ' mm -7 |23 o
1:40 |24 mm 3 |335 mm 8 |22 mm
‘ 4 |26 mm | 9 |21 mm-
5 |20 mm.| 10 |175 mm

\

Dla wycieku uzyskuje si¢ wanrtoéé strefy zahamo-
wmua%umbezmcleﬁmh,adlapophm
Stadaum D Aldsmqua ma 2y'wicy amouubowej Pb-
laczone . frakcje’ 1—40 ze stadium C, o wantodai
pH 3,0 przepuszcza sie przez zoie adsorbentu Am-
berlite XIAD-2 o objgtosci 45 litréw, z predisodeig
5 litréw/min. Zloke przemywa sie nastepnie 90 li-
trami wody, przepuszczanej z taks samg. prediko-
§cig. Nastepnie eluuje sie antybiotyk 25% wod-
nymmbwmunmam;zpre(ﬂmédaéhﬁﬁw/nun
Zbiera si¢ 16 frakcji o objetosci po 23 lifry. .
Wazystkie frakcje analizuje- demetodaquﬂm

_ Wo-plytows, stosujac do badef szcoep Proteus vul- .
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garis. Dla roztworu wmasilajgcego (190 litréw) uzy-
skuje sie nastepujgce $rednice stref zahamowania:

32

z uzyciem kultury Proteus vulgaris (MB-838), sto-
sujgc krazki o Srednicy 12,7 mm, wysycone bufo-
rem o wartoSai pH —="7. W ponizszej tablicy zesta-

R " wione sg S$rednice stref zahamowania (dla frakecji
6r zasilajacy . 5 1—66 otrzymano warto$ci zerowe).
Rozciericmenie Wielkos$é strefy : :
1:s 20 mm Frakcja |  Srednica strefy-
1:10 27,5 mm '
1:20 24,2 mm N gg ;2 mm
’ 75 26
Srednice stref zahamowania frakcji eluatu zesta- 78 31
wione sg 'w ponizszej tablicy. 81 _
83 35
Frakcje eluatu 15 86 37
Frakcja Rozcieficzenie | Wielkosé strefy g;’ ;‘g
: 95 404
1 1:10 20,5 mm 98 404
2 1:10 29 mm 20 101 404
3 1:10 29 mm 104 404
4 1:10 29 mm 107 40 +
5 1:10 28 mm 110 40-}-
6 1:10 27 mm 113 40
7 1:10 28 mm 25 118 38
8 1:10 26 mm 119 33
9 1:10 25 mm 122 i 29
10 d:10 26,5 mm 125 28
11 1:5 126 m 128 o7
12 1:5 28 mm 30 131 4 2%
13 1:5 27,5 mm 134 24
14 1:5 25 mm 137 21
15 1:5 25 mm 140 20
16 1:5 24,5 mn 150 18
35 1160 20
Frakcje 2-16 laczy sie i odparowuje pod zmmniej- 170 29
szonym ciSnieniem aceton, otrzymugjgce 17,4 litra 180 35
koncentratu, ktérego warto$é pH doprowadza sie 183 38
wodorotlenkiem amonu do warbosci 4,0. Nastepnie - 186 40
koncentrat liofilizuje ‘'sie, otrzymujgc 620 g amty- ,, 189 404
biotyku 810 A, o jest mieszaminy kwaséw 78-(D-5- 192 40+
-amimo-5-karboksywaleramido) -3-(o.-metoksy-p-sul= 105 40+
foksycynamoiloksymetylo)-7-metokisycefiemo-3-kar- 198 404
boksylowego-4 i 7f-(D-5-amino-5-karboksywalerami- 201 404+
'do) -3- (a-meboksy-p-hydroksycynamoiloksymetylo)-7- o 204 404
-metoksycefemo-3-karboksylowego-4. Suchy produkt 207 T 40 +
daje przy stegemiu 320 pgfml strefe mahamowania 210 404+
o érednicy 25 mm. 213 404
Stadium E. Kwas 78-(D-5-amino-5-karboksywale- 216 404
ramido)-3-(a-metoksy-p-hydnoksycynamoilokisymety- 5, 219 40
lo) -7-meboksycefemo-3-karboksylowy-4. 222 38
Kolumne «chromatograficzng o $rednicy 2,5 cm 225 35
napelnia sie do wysokos$ci 100 cm zywicg anionito- 228 32
wa DEAE Sephadex :A-25. Stosuje sie ukdad elu- 231 31
ujacy 0,5 m bromku amonu 4 0,05 m kwasu octo- . . 234 27
wego. 10,0 g kompleksu antybiotycznego 810 A, 237 24
otrzymanego w stadium D, rozpuszcza sie 'w 18 mi 240 23
tego ukbadu i wprowadza na kolumne. Roztwér elu- 243 . 19
ujacy przepompowuje si¢ przez ztoze z predkoseig 246 17
18 ml/godzine, odbierajac automatycznie frakicje 60 249 . 0
0 objetoSci 10 mil. Strumieri eluatu komtroluje sig 252 0

ny wykazuje maksima masowe dla prébek 19, 36,
79, 16D i 208. Co trwecig frakeje poddaje sie bada-
niom biologiezZmym  metods  krgZkowo-plytows

Laczy sie frakcje 80—I133 oraz frakcje 170—230.
Powtarza si¢ powyzaszy sposéb romdzialu i lgczy
sie frakeje 82—130 oraz 180—234.
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Laczy sie frakcje z obu rozdzialéw, mawierajace
pierwszy aktywny skladnik i przepuszcaza przez
zloze zZywicy Amberlite XAD-2 o objetoéci 100 ml.
Zloze przemywa sie¢ jedna objetoscig wody, a na-
stepnie eluuje 90% moztworem wodnym metanolu.
Metanol odparowuje sie pod zmniejsgonym ciSnie-
niem, a wodny koncentrat liofilizuje sig. Otrzy-
muje sie 810 mg produktu zidentyfikowanego jako
kwas 7f-(D-5-amino-5-karboksywaleramido)-3-(a-
-metoksy-p-hydrokisycynamoiloksymetylo)-7-meto-
ksycefemo-3-karboksylowy-4. Aktywno#é produkiu
okre$lona metods krazkowo-plybowa w stosunku do
Prioteus vulgaris wynosi 18 g/mil roztworu, dajgcego
strefe wahamowania o $rednicy 25 mm. Produkt
charakteryzuje sie mastepujacymi wskafnikami ab-
sorpcji 'w nadfiolecie:
roztwér w 0,1 n HOl A, 305 mu E{* om 524
roztwor w f,l n NaOH A 328 mp EM‘ cm 564

Stadium F. Kwas 7p-(D-5-amino-5-karbokisywa-
leramido)-3- (a-metoksy-p-sulfoksycynamoiloksyme-
tylo)-7-metokisycefemo-3-karbolkisylowy-4.

Frakcje z rozdzialu na adsorbencie Sephadex
A-25, zawierajgce drugi aktywny skiadnik, lgczy sie
i przepuszcza przez ztoze zywicy Amberlite XAD-2
o objetosci 100 mil. Zloze przemywa sie 1 objetoscig
wody, a nastepnie eluuje 3 objetoSciami 90% wod-
nego roztworu metanolu. Laczy sie bogate w skiad-
nik eluaty i odparowuje z nich pod préznig meta-
nol. Wodny koncemtrat liofilimuje sie otrzymujgc
720 mg kwasu 7f-(D-5-amino-5-karboksywalerami-
do)-3-(a-metolksy-p-sulfoksycynamoilokisymetylo)-7-
-metoksycefemo~3-karboksylowego-4 (Ic). Produkt
charakteryzuje sie nastepujgcymi wskadnikami ab-
sorpcji 'w ultrafiolecie:
roztwér w 0,1 n HC1 A, 267 my E{% cm 432
rogtwér w 0,1 0 NaOH A, 280 mp.E”’cm432

max

Przyktltad IV Wydzielenie z kompleksu anty-
biotycznego kwasu 78-(D-5-amino-5-karboksywale-
ra-md;do)-3%a-meﬁcﬂ:sy-p-sm1ﬁoﬂsycyumoﬁﬂnksymety-
lo)-7-metoksycefemo-3-karboksylowego—4.

20 g kompleksu antybiotycznego 810 A z przy-
kiadu II, stadium D, sawierajgoego kmwasy 78-(D-5-
-amino-5-larbolusywaleramido)-3-{a-metolasy-p-sul -
foksycynamoiloksymetyio) -7-metoksycefcanio-3-ins-
boksylowy-4 (wzér 2) i 78-(D-5-amino-5-karboksy-
'waleramido)-3-(a-metoksy-p-hydroksycynamoiloksy-
metylo)-7-metoksycefemo-3-karboksylowy-4 rozpisz-
cza sie ' w 200 ml wody i wartosé pH_rozbwioru do-
prowadza si¢ do 3,5. Roatwér proepuszczs sie przez
200 ml whoza Zywicy anionitowej Amberlite IRA-68
'w postaci chlorkowej, po czym zloZe proenywa s€i¢
300 ml wedy. Elucje @loza przeprowsdza sie 1%
(objetoéciowo) roztworem wodnym fewasu wréwko-
wego. Nastepnie przez zioze przepuszcza sie 2 por-
cje rozciericaonego kwasu solnego (PH —0,95). Roz-
twor masilajqcy, wyciek, popbuczymy i elmaty 1, 2
i 3 analizuje sie metody eclektrofiorezy na bibude
(pH =4,0, prad staty o mapieciu 1000 V przylodo-
ny na okres 1 godziny). Elektroforegram suszy sie
lwyshawﬂamdmalmueparanmakuwcelum-
" bojetnienia kwasu, po czym inkubuje sie na plycie
z agarem zakazonym kulturg Proteus vulganis
(MB-838). Po inkubacji w ciagu 17 godzin w tem-

10

18

- 45

peraturze 37°C stwierdza sie obecnoéé dwéch stref
zahamowania wazrostu szwzepu testowego (przesu-
niecie w kierunku anody) w przypadku rostwioru
zasilajacego, jednego tylko skPadnika (wolniej we-

" drujacego) w przypadku wycieku i eluatu kwasem

mréwkowym i jednego skladmika ‘(szybciej wedru-
jacego) w przypadku drugiego eluatu kwasem sol-

nym. W ponizszej tabeli przedstawione sg dane do-

tyczace ilo$ci suchej masy i omnaczen biologicznych.

Biolo- Pro
M: ] gicane
asa | Objetosé ) | dukt(y)
suma,
Roztwor
pasilajgcy 20 g - 200 ml | 60,000 | Ta i Ib
Wyciek 4+
uczyny | 11415 g | 1500 ml 7,500 Ib
Eluat kiwa-
sem mréw-
kowym '4,52 g | 1000 ml} 20,000 Ib
I eluat
kwasem <
solnym — 500 ml 1,000 —_
2 eluat
kwiasem
solnym 2,10 g | 500 ml | 10,000 Ia

Z powyzszych frakcji wydziela sie¢ kwas 78-(D-5-
-amino-5-karboksywaleramido)-3-(a-meboksy-p-sul-
foksycynamoiloksymetylo) -7-metoksycefemo-3-kar-
boksylowy-4 {Ic) o wysokie] czystosoi, droga adsorp-
cji na zZywicy Amberlite XAD-2 i elucfi 50% roz-
¢worem wodnym metanolu.

Przyktad V. Wydzielenie z kompleksu anty-
biotycznego 810 A kwasu 78-(D-5-aminio-5-karboksy-
‘waleramido) -3- (a-metoksy-p-sulfoksycynamoiloksy-
metylo)-7-metoksycefemo-3-karboksylowego-4

5,0 g kompleksu antybiotycznego z przykladu III
stadium D, zawierajgcego kwasy 78-(D-5-amino-5-
-karboksywaleramido)-3- (a-metoksy-p-sulfoksycyma-
moiloksymetylo)-7-metoksycefemo-3-karhoksylowy-4
i 78-(D-5-amino-5-karbokisywaleramido)-3-(a-meto-
ksy-p-hydroksycynamoiloksymetylo)-7-metoksycefe-
mo-3-karboksylowy-4 nozpuszcza sie 'w 20 ml 20%
roztworu wodnego acetonu, a warto§é pH roztworu
doprowadza sie do 4,0. Roztwér przepuszcza sie przez
zloze adsorbentu Amberlite XAD-2 o $rednicy 5 cm
i wysokosci 100 om w 20% roztwiorze wodnym ace-
tonu. Taki sam roztwér przepompowywuje sie na-
stepnie pewez Zloze z preditoscia 880 mi/godzine, od-
bierajgc autarnatycznie frakcje o objeboSci 20 mi.
Co trwecig frakcje poddaje sie badaniom biologicz-
nym metodg kraZkowo-ptytows z Proteus vulgaris

(MB-838) jako szczepem testowym, stosujac krazk -

0 Srednicy 0,6 am.
Srednice stref zestawione s3 w ponizszej tablicy.
| Frakeja Srednica strefy
1—41 0
44 12 snm
a7 2
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Frakcja | Srednica strefy
50 25
53 29
56 31
59 35
62 30
65 28
68 27
71 25
74 24
M 21
80 20
83 19
86 16
89 14
92 13
95 113
98 13

101 13
104 . 14
107 13
110 13
113 11
116 10
119 9
122 8
125 8
128 8
131 0
134 0
137 0
140 8
143 1
146 13
149 13
152 15
155 15
158 16
161 17
164 18
167 17
170 18
173 . 20
176 21
179 21
182 21
185 21
188 22
191 23
194 23
197 23
200 .22
203 24
206 24
209 24
212 24
215 24
218 19
221 18
224 18
227 18
17

230
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Frakcja Srednica strefy
233 17
236 15
239 15
242 15
245 15
248 14
251 14
254 14
257 13
260 13
263 12
266 12
269 12
272 11
275 11
278 . i
281 10
284 9
287 8
290 0
293 0
296 0
299 0
302 0
330 Zero

Ygczy wsie frakicje 44—90 i pod zmmiejszonym
cisnieniem odparowuje sie aceton, a wodny koncen-
trat liofilizuje sie, otrzymujgc 3,3 g surowego kwa-
su 7f-(D-5-amino-5-karboksywaleramido)-3-(a-meto-
ksy-p-sulfoksycynamoiloksymetylo)-7-metoksycefe-
mo-3-karboksylowego-4 o wizorze 2.

W podobny sposéb z polgczonych frakcji 150—
225 ofrzymuje sie 700 mg kwasu 78-(D-5-amino-5-
-karboksywaleramido)-3-(a-metoksy-p-hydroksycy-
namoiloksymetylo)-7-metoksycefemo-3-karboksylo-
wego-4.

W powtérmym wozdziale otrzymuje sie 3,1 g su-
rowego kwasu 7f3-(D-5-amino-5-karboksywalerami-
do)-3- (a-metoksy-p-sulfioksycynamoiloksymetylo)-7-
-metoksycefemo-3-karboksylowego-4 (Ic) i 400 mg
kwasu 7(3-(D-5-amino-5-karboksywaleramido)-3-(a.-
-metoksy-p-hydroksycynamoiloksymetylo)-7-meto-
ksycefemo-3-karboksylowego-4.

Polgazone porcje 6,4 g kwasu 78-(D-5-amino-5-
-karboksywaleramido)-3-(a-metoksy-p-sulfoksycyna-
moiloksymetylo)-7-metoksycefemo-3-karboksylowe-
go-4 manosi sie na zloze adsorbentu Amberlite
XAD-2 w 5% roztworze wodnym metanolu (Sred-
nica 5,7 cm, wysoko§é 100 cm). Przez zloze prze-
pompowuje sie 5% roztwoér wodny metanolu z pred-
kosciag 880 ml/godzine, odbierajac automatycznie
frakcje o objetosci 20 ml. Zbiera sie 287 frakcji,
poddajac co czwartg z nich badaniom biologicz-
nym metodg krgzkowo-plytowa z Proteus vulgaris
(MB-838) jako szczepem bestowym, sbosujac krazki
0 $rednicy 6,5 mm. Wyniki przedstawione sg w po-
nizszej tablicy. Frakeji 1—50 nie badano.

Frakcja | Wielkos¢ strefy
51 .. - 23mm
55 : 26
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Frakcja Wielkosé strefy
59 23
63 18
67 12
71 0
75 0
79 0
83 7
87 9
91 13
95 19
29 21
103 22
107 22
111 21
115 20
119 20
123 19
127 18
131 19
135 16
139 17
143 15
147 16
151 15
155 13
159 11
163 9
187 0
171 0
287 zero

Lgczy sie frakcje 95—159 i odparowuje pod
zmniejszonym ci$nieniem metanol, a wodny kon-
centrat liofilizuje sie, otrzymujge 700 mg kwasu 78-
-(D-5-amino-5-karboksywaleramido)-3- (a-metoksy-
-p-sulfoksycynamoiloksymetylo)-7-metoksycefemo-3-
-karboksylowego-4 o wmorze 2. Widmo w ultrafio-
lecie kwasu 7p~(D-5-amino-5-karboksywaleramido)-
-3-(a-metoksy-p-sulfoksycynamoiloksymetylo)-7-me-
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toksycefemo-3-karboksylowego-4 przedstawia sie
nastepujgco:
roztwér w 0,1 n HCL A_, 285 mp E{* cm 160
roztwér w 0,1 n NaOH A, 277 my E{* cm 166
Badany metoda krazkowo-ptytowa wobec Proteus
vulgaris, przy krazkach o Srednicy 12,7 mm, kwas
8- (D-5-amino-5-karboksywaleramido) -3- (a-meto-
ksy-p-sulfoksycynamoiloksymetylo)-7-metoksycefe-
mo-3-karboksylowy-4 daje strefe zahamowania
o Srednicy 25 mm przy stezeniu 88 p/ml, a kwas 78-
-(D-5-amino-5-karboksywaleramido)-3-(a-mebtoksy-
-p-hydroksycynamoiloksymetylo)-7-metoksycefemo-
-3-karboksylowy-4 taka samg strefe przy stezenmiu
167 pg/ml.

Zastrzezenia patentowe

1. Spos6b wytwarzania nowego antybiotyku 810 A,
bedacego mieszaning kwaséw 78~(D-5-amino-5-kar-
boksywaleramido)-3- (a-metiokisy-p-sulfoksycynamo-
iloksymetylo)-7-metoksycefemo-3-karboksylowego-4
i 7B-(D-5-amino-5-karboksywaleramido)-3-(a-meto-
ksy-p-hydroksycynamoiloksymetylo)-7-metoksycefe-
mo-3-karbolksylowego-4, znamienny tym, ze wodng
pozywke szczepi si¢ nowym mikroorganizmem
z gatunku Streptomyces griseus, ktérego kultury sg
zdeponowane pod numerami NRRL 3851, NRRL
3951, NRRL 3953, NRRL 3952 i poddaje hodowli
w warunkach aerobowych, po czym wyosabnia sie
antybiotyk 810 A w znany sposéb.

2. Sposéb wediug zastrz. 1, zmamienny fym, ze
stosuje sie wodng pozywke, w skdad ktérej wcho-
dzg weglowodany 'w ilo§ci 1—6% wagowych oraz
skladniki, zawierajgce przyswajalny azot w ilodci
0,2—6% wagowych,

3. Sposéb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
hodowle prowadzi si¢ w temperaturze okolo
20—37°C.

4. Sposéb wediug zastrz. 1, znamienny tym, ze
warto§é pH wodnej pozywki utreymuje sie w gra-
nicach 6,0—8,0.
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