/3

POLSKA
RZEGZPOSPOLITA
- LUDOWA

OPIS PATENTOWY

’EganL UZBU W

Patent dodatkowy

do patentu
Zgloszono:
Pierwszenstwo:
- URZAD
PATENTOWY
P I“. Opublikowano:

12.V.1970 (P 148 418)

 5.VIL1973

KIl. 30h,6

MKP C12d 9/14

CZYTELNIAT
UKD '

U"’edu Pitentowmga | !
Y ey oy ‘

Wspéltwércy wynalazku: Marian Tyc, Teodora KadzikieWicz, Kazimierz
Wozniak, Andrzej Korona, Anna Sokoét, Stawo-
mir Ulikowski, Barbara Borowska

Wiasciciel patentu: Instytut Przemystu Farmaceutycznego,

(Polska)

Warszawa

Sposéb wytwarzania wiomycyny

1

W opisie patentowym nr 66255 opisany jest spo-
s6b otrzymywania mutantéw o zwigkszonej zdol-
no$ci wytwarzania antybiotykéw z grupy polipe-
ptydéw polegajacy na poddawaniu komérek dro-
bnoustroju dzialaniu czynnikéw mutagennych, wy-
siewaniu na agarowe podloze hodowlane, inkubo-
waniu w termostacie, przesiewaniu metoda replik
wyroénietych kolonii na podloze syntetyczne za-
wierajagce jako jedyne %rédlo azotu aminokwasy,
ponownej inkubacji w termostacie, izolacji z ply-
tek matrycowych tych kolonii, ktére nie wyrasta-
ja lub majg ograniczony wzrost na podlozu syn-
fetyczny.rn i poréwnaniu metodg fermentacji ak-
tywnoSci antybiotycznej wyizolowanych populacji
z aktywnoS$cig szczepu wyjSciowego, przy czym
podioze syntetyczne zawiera jako jedyme zrodlo
azotu aminokwasy lub ich analogi tworzgce 1an-
cuch polipeptydowy w czasteczce wytwarzanego
przez drobnoustr6j antybiotyku.

Szczepy wytwarzajagce wiomycyne opisano po raz
pierwszy w 1951 r. niezaleznie od siebie, prawie
réwnocze$nie w trzech laboratoriach i nazwano je
Streptomyces floridae (Am. Rev. Tuberc., 1951,
63, 4), Streptomyces vinaceus (U.S. Patent nr
2.633 445) i Streptomyces puniceus (Am. Rev. Tu-
berc., 1951, 63, 1). Burkholder i wsp6ipracownicy
(Bull. Torrey Botan. Club., 1955, 82, 108) na pod-
stawie por6éwnawczych badan taksonomicznych
stwierdzili, ze szczepy wytwarzajace wiomycyne
opisane pod réznymi nazwami, nie wykazuja istot-
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nych réznic taksonomicznych i sklasyfikowali je
jako Streptomyces griseus var. purpureus. Zda-
niem Waksmana (The Actinomyces, T. II, str. 186)
nazwy Streptomyces floridae, Streptomyces vina-
ceus, Streptomyces puniceus, Streptomyces griseus
var. purpureus i Streptomyces californicus sg
synonimami i wszystkie wyzej wymienione szcze-
py nalezg do jednego gatunku, dla ktérego Waks-
man proponuje nazwe Streptomyces californicus.
W 1957 r. Arai i Wspolpraoowmcy otrzymali wio-
mycyne z przesgczu hodowli Streptoverticillus oli-
voreticuli, ktéry rézni sie od innych promieniow-
cow wytwarzajagcych wiomycyne wygladem strze-
pek sporonoénych.

Obecnie stwierdzono, ze o:t'rzyma,ny sposobem
opisanym w opisie patentowym nr 66255 mutant
szczepu Streptomyces griseus var. purpureus wy-
twarza w hodowli glebinowej zwiekszone ilosci
wiomycyny okolo 6000 j/ml, wykazuje wlasciwosci
szczepu produkcyjnego oraz rézni sie od opisa-
nych szczepéw wytwarzajacych wiomycyne witas-
ciwoSciami taksonomicznymi. Poziom wydajnosci
antybiotyku, jaki otrzymuje sie przy uzyciu otrzy-
manego mutanta, nazwanego Streptomyces Iy5 g,
jest znacznie wyzszy w poréwnaniu z wydajnoScia-
mi notowanymi w piSmiennictwie patentowym
i maukowym. Dodatkowa zaletg szczepu Strepto-
myces Igsnqe6 Jjest to, ze wysokie wydajnosei anty-
biotyku uzyskuje sie przy bardzo niskich kosztach
pozywek hodowlanych i produkeyjnych,



‘W tablicach- 1 i 2 zestawiono wiaSciwo$ci mor-
hodowlane i

fologiczne,

Streptomyces Iy 6/

fizjologiczne
i wzorcowego szczepu Strep-
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szczepu

Tablica 1

4

tomyces griseus var. purpureus, ktére okre§lono
za pomocg testéw stosowanych do réznicowania
gatunkéw rodzaju Streptomyces.

WlasciwoSci badanych szczepéw na podlozach réznicujacych

Podloze Cecha hodowli Streptomyces griseus Streptomyces I,5, 6/
var. purpureus
wzrost ++++ ++++
zarodn. +++ +++
_ pigm. rozp. - brak brak
Agar -
L. g. podst. buraczkowa z6ltobrazowa
drozdzowo- :
slodowy g. pow. szarobiala z odcieniem lila- | szarobiala, sporofory proste (R)
-r6z, sporofory proste (R) i fa- | i faliste (F), zarodniki wyste=
liste (F), zarodniki wystepuja | puja w lancuszkach zawiera-
w tlancuszkach zawierajgcych | jacych wiecej niz 10 zarodni-
wiecej niz 10 zarodnikéw kow
wzrost ++++ ++
zarodn. ++++ ++
Agar pigm. rozp. brak brak
z maka y Z
owsiana g. podst. buraczkowa bezowa
g. pow. lila-r6z, sporofory proste (R) | szarobiata, sporofory proste (R)
i faliste (F'). i faliste (F).
wzrost ++++ ++
zarodn. ++ +
Agar
skrobiowy pigm. rozp. brak brak
z solami g. podst. buraczkowa bezowa
nieorganicznymi
g. pow. szara, sporofory proste (R) i fa-
liste (F)
wzrost ++++ +++
zarodn. ++++ ++
Agar pigm. rozp. brak brak
asparaginowy - —
z glicerolem g. podst. buraczkowa bezowobrazowa
g. pow. bialoszara, sporofory proste (R) | szarobiala, sporofory proste (R)
i faliste (F) i faliste (F)
ObjaSnienie:
zanodn. = zarodnikowanie
pigm. rozp.= pigment rozpuszczalny
g. podst. = grzybnia podstawowa
g. Pow. = grzybnia powietrzna
++++ = wazrost obfity
+++ = » dobry -
++ = »  Sredni
+ =, skapy
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Tablica 2

Wiasciwosci

fizjologiczne .badanych

SZCZEPOW

Podloze Cecha hodowli

Streptomyces griseus
var. purpureus

Streptomyces Iy 46

Agar peptonowo-
drozdzowy

z cytrynianem
Zelazowo-amonowym

wytwarzanie
pigmentu
typu melaniny

nie wytwarza

wytwarza
brazowy pigment

Bulion tryptonowy wytwarzanie
o . . . wytwarza
z wyciggiem pigmentu nie wytwarza .
drozdzowym typu melaniny brazowy pigment
od%oze.syntetyt.:zye wzrost wznost dobry nie roéme.
zawierajgce arginine (lub wzrost ograniczony)
dloze sy . © .ni i
Po .oze.synte.tyczne wzrost wzrost dobry nie rosme.
zawierajace lizyne (lub wzrost ograniczony)
Podloze syntetyczne . fs
zawierajace wzrost wzrost dobry nie msme. v
B-alanine (lub wzrost ograniczony)

Badane szczepy zachowywaly sie podobnie pod wzgledem wykorzystywania réiznych zZrédet wegla

z podlozy syntetycznych.

Tablica 3
WlasciwoSci clemnobrazowego pigmentu wytwarzanego przez szczep Streptomyces T,s/iq/
Lp. Wiasciwosé Pigment ) ciemnobrgzowy
z hodowli szczepu 1,54/
1. Wytracanie metodg Blackberga-Wagnera wytraca sie
2. Barwa brazowo-czarna
3. Rozpuszczalno$§é w wodzie nie rozpuszcza sie
4. Rozpuszczalno§é w 1M NaOH rozpuszcza sie
5. Wytrgcanie za pomocg HCl wytraca sie
z roztworu 1M NaOH
6 Wytracanie za pomocg FeCls wytraca sie
‘Rozpuszczalno§é osadu w 1n NaOH rozpuszcza sie
7 Redukcja dwutioninem sodu barwa czarnobrgzowa— ja‘s‘r_lobra‘zowa
) Reoksydacja zelazicjankiem potasu jasnobrgzowa— czarnobrazowg
8. Spektrum W zakresie 215450 myu nie wykazuje cha-
w nadfiolecie rakterystycznych maksiméw. Krzywa ab-.
sorpcji jest taka sama jak opisana przez
Schmidliego krzywa dla pigmentu melani-
nowego (Helv. Chim. Acta, 1955, 38, 1078) .

Wyniki badan przedstawione w tablicach 1 i 2
wskazuja, ze szczep I,5,gs TOZni sie od szczepu
Streptomyces griseus var. purpureus zabarwieniem
grzybni powietrznej, zabarwieniem grzybni pod-
stawowej, wytwarzaniem pigmentu typu melaniny
oraz zdolno$cig asymilacji niektérych aminokwa-
s6w z podloza syntetycznego. Wiekszo§¢ wymie-
nionych cech stanowi podstawowe kryteria w kla-
syfikacji gatunkéw rodzaju Streptomyces. Ré6znice,
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jakie stwierdzono, sg tak znamienne, Ze z punktu
widzenia zasad obecnej taksonomii promieniowcoéw
(bez uwzglednienia kryteriéw ekologlcznych) szczep
Iosnes nalezaloby uznaé za nowy gatunek.
Jednym z podstawowych kryteriéw przy ‘r6zni-
cowaniu gatunkéw rodzaju Streptomyces jest zd6l-
noéé wytwarzania pigmentu typu melaniny, ktérej
nie wykazujg dotychczas opisane szczepy z rodza=
ju Streptomyces wytwarzajace wiomycyne. Celem
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stwierdzenia, czy szczep I,gqq istotnie wytwarza
pigment melaninowy przeprowadzono préby izo-
lacji pigmentu z hodowli Streptomyces I 5n66 oro-
wadzonej na podiozu o nastepujgcym skladzie: wy-
ciggu drozdzowego 0,1%, DL tyrozyny 0,1%, NACI
0,85%, wody destylowanej do 100%. Wyniki badai
podane w tabeli 3 wskazujg na to, Ze pigment
ciemnobrazowy wytwarzany przez szczep Strepto-
myces I,5,65 nalezy do grupy melanin,

Szczep Streptomyces Iyg,e Jest stabilny pod
wzgledem cechy wytwarzania wiomycyny. Kilka-
krotne pasazowanie szczepu Iys5/16/ na podlozu
agarowym oraz przechowywanie hodowli agaro-
wej w ciggu kilku tygodni w temperaturze 2—4°C,
jak réwniez przechowywanie szczepu w postaci
zliofilizowanej, mie wplywalo na obnizenie jego
aktywnoéci antybiotycznej.

Szczep Streptomyces Iy mozna rozmnazaé na
podiozu - agarowym {(sporulacyjnym) zawierajagcym
naturalne #r6dia azotu (np. wycigg kukurydzy,
wycigg stodowy i inne wyciggi roflinne i zwie-
rzece), oraz siarczan amonowy lub azotany. Zréd-
tem wegla mogg byé cukry proste lub wielocukry.
Ponadto agarowe podloze sporulacyjne moze za-
wieraé dodatek soli mineralnych oraz dodatek mi-
kroelementéw.

Dobrze sporulujgce hodowle agarowe szczepu
Issnes 5a WyjSciowym materialem szezepiennym
do wytwarzania wiomycyny od skali laboratoryj-
nej do skali przemystowej.

Szczep Streptomyces Isnes Przechowuje sie na
agarowym podiozu sporulacyjnym lub w postaci
zliofilizowanej. Hodowle na podlozu sporulacyjnym
mozna przechowywaé w temperaturze 2—4°C przez
co najmniej 2 miesigce bez utraty aktywnosci. Za-
rodniki szczepu I, e mozna zliofilizowaé w od-
‘powiednich no$nikach (np. 20% surowica kofska,
mleko odtluszczone, roztwér zawierajacy 10% sa-
charozy i 1% zelatyny) dla zmniejszenia odsetka
SmiertelnoSci przy przywracaniu zliofilizowanego
materialu do stanu pierwotnego. Stwierdzono, ' e
dobrym nofnikiem dla zarodnikéw szczepu Iys;ee
jest mleko odtluszczone. Wilgotno§é koficowa zlio-
filizowanego materialu powinna wynosié okolo 1%.
Ampulki zawierajgce liofilizat powinny byé szczel-
nie zatopione pod zmniejszonym ci$nieniem wy-
noszgcym setne czeSei mm stupa Hg. W postaci
zliofilizowanej szczep Iggnes zachowuje zywotnoéé
i aktywmno$§é antybiotyczng przez co najmniej 2
lata.

Spos6b  wytwarzania wiomycyny przy zastosowa- .

‘n.iu szczep6bw otrzymanych sposobem opisanym w
‘opisie patentowym nr 66255 polega na prowadze-
niu procesu biosyntezy przy uzyciu szczepu Strep-
tomyces Ij5qq6 lub jego warlantéw, w tempera-
turze ponizej 35°C, korzystnie 27—28°, na wodpo-
wiednich pozywkach zawierajgcych przyswajalne
#ré6dita azotu i wegla pochodzenia roSlinnego i/lub
zwierzecego oraz sole mineralme, przy réwnoczes-
nym mieszaniu i napowietrzaniu, w czasie potrzeb-
nym do wytworzenia antybiotyku, ktéry izoluje
sie znanymi metodami.

Jako Zr6édlo azotu stosuje si¢ make rybna, droz-
dze, wyciag drozdzowy, wycigg namokowy kuku-
rydzy, odtluszczong make sojowa, wyciagi i hydro-

10

.15

20

25

80

88

40

45

50

55

40

45

8
lizaty z maki sojowej, make z nasion sloneczniko-
wych, make z orzeszkéw ziemnych, wyciggi i hy-
drolizaty z orzeszk6w ziemnych i/lub siarczan
amonowy albo azotany. Dodatek niektérych z wy-
mienionych #Zrédel azotu np. wyciggu namokowe-
go kukurydzy lub NaNOg do pozywki posiada po-
budzajgcy wplyw na wytwarzanie antybiotyku
przez szczep lysneq - ) :

Jako Zr6dlo wegla stosuje sie korzystnie roz-
puszczalne lub nierozpuszczalne weglowodany, np.
glukoza techniczna, sacharoza i inne cukry proste
lub ich mieszaniny, skrobi¢, make ziemniaczana,
magke kukurydziang lub ich mieszaniny z wymie-
nionymi uprzednio cukrami prostymi. Jako Zré6dio
wegla stosuje si¢ réwniez oleje roSlinne, mp. sojo-
wy, lub tluszcze zwierzece, np. smalec SpOZywWczy.

Pozywki plynne do produkcji wiomycyny szcze-
pi sie inoculum konidialnym lub wegetatywnym.
Inoculum konidialne stanowia zarodniki zebrane
z 5—10 dniowej hodowli na podlozu sporulacyj-
nym. Jako inoculum wegetatywne uzywa sie 42—
48 godz. hodowli glebinowej. Fermentacje prze-
prowadza si¢ w temperaturze ponizej 35°C (ko-
rzystnie 27°—29°C) przy jednoczesnym mieszaniu
i napowietrzaniu w aparaturze powszéchnie sto-
sowanej w przemyéle fermentacyjnym.

Zwykle po 115—139 godzinach fermentacji wy-
dajno$é wiomycyny w kolbach na trzesawce obro-
towej o 240 obr/min przy zastosowaniu szczepu
Streptomyces I,546 Wynosi okoto 6000 j/ml. Po
zakoniczeniu procesu fermentacji w brzeczkach fer-
mentacyjnych szczepu I,g,g Stwierdza sie za po-
mocg chromatografii bibulowej w ukladzie rozwi-
jajacym: n-propanol:woda:80% kwas octowy
(12,5:125:1) — obecno§é tylko jednej substancji
przeciwbakteryjnej, przy biologicznym wywolywa-
niu chromatogramu za pomocg Bacillus subtilis
6633. Polozenie substancji aktywnej na pasku bi-
buly odpowiada polozeniu strefy zahamowania,
wywolanej przez wiomycyne. Z plynu pofermen-
tacyjnego szczepu I,5ne WiOmycyne mozna Wwy-
dzielié znanymi metodami.

Dalsze szczegbly znajdujg sie w przykltadach,
ktére stuzg do objaénienia sposobu wynalazku, lecz
nie stanowig Jego ograniczenia. Podane w przy-
kladach procenty oznaczaja procenty wagowe.

PrzykladI ‘
Fermentacja w kolbach na trzesawce.
Stadium posiewowe I. Kolby Erlenmayera o poj.
500 ml zawierajace 50 ml poiywki posiewowej
o skladzie nizej podanym: :
Sktad pozywki posiewowej nr 1

Maka sojowa odtluszczona 3,0%
glukoza techniczna 2,0%
wyciag namokowy kukurydzy

(50% suchej masy) 0,3%
NaNOgs techniczny 0,6%
NH4NO3 . 0,4%
skrobia ziemniaczana 1,0%
Olej sojowy surowy 0,5%
Woda wodociggowa do 100%

Po sterylizacji warto$é pH wynosila 6,8. Steryli-
zowano w temperaturze 117°C w ciggu 30 min.
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Sklad pozywki posiewowej nr 2

Maka sojowa odtluszczona 3,0%
Glukoza techniczna 3,0%
/NH4/2S04 0,3%
CaCOg 0,3%
KHoPOy4 0,05%
NaCl 0,25%
Woda wodociggowa do 100%

(Po sterylizacji warto§¢é pH wynosita 6,7. Steryli-
zacja jak wyzej).

Zaszczepiono zarodnikami zebranymi oczkiem
ezy z 9 dniowej hodowli agarowej szczepu Sterpto-
myces I25/16/6 i wstawiono na trzesawke obrotowsa
0 240 obr.min. Inkubowano w temperaturze 28°C
w ciggu 47 godzin. Hodowla otrzymana w ten spo-
s6b stuzyta jako inoculum dla stadium posiewo-
wego II.

Stadium posiewowe II. Do kolb Erlenmayera
o poj. 500 ml zawierajgcych po 50 ml pozywki po-
siewowej nr 1 lub nr 2 dodano po 2 ml hodowli
stadium posiewowego I. Hodowle prowadzono w
temperaturze 28°C na trzesawce obrotéwej o 240
obr/min w ciggu 45 godzin. Hodowla stadium II
szczepiono pozywke produkcyjng nr 1 lub nr 2.

Stadium produkcyjne. Do kolb Erlenmayera o
poj. 500 ml zawierajgcych po 40 ml pozywki pro-
dukcyjnej nr 1 lub nr 2 o sktadzie nizej podanym:

Sklad pozywki produkcyjnej nr 1

Maka sojowa odtluszczona 3,0%
Glukoza techniczna 3,0%
Skrobia 1,0%
CaCos 0,3%
NaNog techniczny 0,6%
NH4NO3 ' 0,4%
KH2PO4 0,01%
Wycigg namokowy kukurydzy

(50% suchej masy) 0,05%
Olej sojowy surowy 1,0%
Woda wodociggowa do 100%

(Po sterylizacji warto§¢é pH wynosita 6,6. Steryli-
zacja jak wyzej).

Sklad pozywki produkcyjnej nr 2

Maka sojowa odtluszczona 4,0%
Glukoza techniczna 5,0%
Wycigg namokowy kukurydzy

(50% suchej masy) 0,3%
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10
CaCos 0,4%
/NH4/2S04 0,4%
NaNogs 1,0%
Olej sojowy surowy 0,5%
Woda wodociggowa do 100%

(Po sterylizacji warto§é pH wynosila 6,5. Steryli-
zacja jak wyzej).

Dodano hodowle stadium II w iloSci 8% w sto-
sunku do objetoSci pozywki. Fermentacje prowa-
dzono w temperaturze 28°C na trzesawce obrotowej
0 240 obr./min. Po zakohczeniu fermentacji (125
godz.) plyny pofermentacyjne zawieraly okoto 6000
j/ml wiomycyny.

Przyklad II. Fermentacja w fermentorach.

Material szczepienny przygotowywano w kolbach
na trzesawce w spos6b podany w przykladzie I
(stadium posiewowe I i stadium posiewowe II).

W fermentorze o pojemnos$ci 20 1 przygotowano
12 1 pozywki nr 1 lub nr 2 i sterylizowano jg w
120°C w ciggu 1 godziny. Po sterylizacji warto5¢
pH wynosila 6,7. Wyjalowiong pozywke zaszczepio-
no inoculum (stadium posiewowe II) w ilo§ci 5%
w stosunku do objetoSci pozywki. Fermentacje pro-
wadzono w temperaturze 28°C, przy stalym napo-
wietrzaniu wynoszacym 1 objeto$é powietrza ma 1
objetoéé pozywki i przy stalym mieszaniu (500 obr/
/min. W 120 godz. fermentacji przesgacze brzeczek
fermentacyjnych zawieraly w 1 ml okolo 6000 j
wiomycyny. Oznaczenie wiomycyny przeprowadza-
no metoda biologiczng plytkowocylinderkowg uzy-
wajagc jako szczepu testowego Bacillus subtilis
ATCC 6633. Z ptynéw pofermentacyjnych wiomy-
cyne izolowano znanymi sposobami.

Zastrzeienie patentowe

Spos6éb wytwarzania wiomycyny przy zasto-
sowaniu szczepéw Streptomyces, znamienny tym,
Ze proces biosyntezy prowadzi sie przy uzyciu
szczepu Streptomyces I2s/16/6 W temperaturze poni-
zej 35°, korzystnie 27 — 28°C, na odpowiednich po-
zywkach zawierajgcych przyswajalne Zrédia azotu
i wegla pochodzenia roflinnego i/lub zwierzecego
oraz sole mineralne, przy ré6wnoczesnym mieszaniu
i napowietrzaniu, w czasie potrzebnym do wytwa-
rzania antybiotyku, ktéry izoluje sie znanymi spo-
sobami.
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ERRATA

fam 7, wiersz 5
jest: NACL
powinno byé: NaCl
Y.am 8, wiersz 64
Jest: warto$é pH wynosila 6,8.
‘powinno byé: wartosé pH wynosila 6,6.
fam 9, wiersz 12
Jest: szczepu Sterpto-
powinno byé: szczepu Strepto-

W.D.Kart., C/93/73, 100+15, A4

Cena 1zt 10,— -
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