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A taldlmény tdrgya eljirds az Ia képletd indano-
micin - ahol Rp jelentése metilcsoport - és az Ib
képletd ij homoindanomicin - ahol R jelentése etil-
csoport - antibiotikum el&éllitdsdra aerob fermentdci-
6val, amely abban 4ll, hogy a Streptomyces galbus
sugargomba faj NCAIM B(P) 001036 szdmon letétbe
helyezett j torzsét vagy annak valamely - indano-
micint és/vagy homoindanomicint termel§ - mutdnsat
vagy varidnsdt szerves nitrogén és szénforrdst, vala-
mint dsvanyi sékat tartalmazé tdptalajon 24 és 32
°C kozotti hémérsékleten tenyésztik, majd a bioszin-
tetizalt antibiotikumokat a tenyészetbél elkiilénitik és
kivént esetben egymdst6l elvdlasztjsk.

A leirds terjedelme: 12 oldal, 2 dbra
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A taldlmdny tdrgya, eljirds indanomicin és homo-
indanomicin eldllitdsdra aerob fermenticidval.

Allatgyégydszatban és dllattenyésztésben hsznosit-
haté 4j antibiotikumok felismerésére irdnyuld kutatdsi
programunk keretében egy Magyarorszdgon begydjtott
talajmintabdl izoldltuk a 83-394 jeld, Actinomycetales
rendbe tartozé mikroorganizmust, mely két, Gram-
pozitiv baktériumok szaporoddsédt alacsony tomény-
ségben jelentSsen gatld, ionofér tulajdonsdgi antibi-
otikumot bioszintetizdl. Ezek koziil az egyik antibi-
otikum a szerkezetvizsgdlat sordn azonosnak bizonyult
a mdr kordbban feltaldlt indanomicinnel (857 513
sz. belga szabadalom), mely kérédzé haszonéllatok
tenyésztésénél takarmdny kiegészitGként alkalmazva
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el6segiti a tdpanyag hsznositisdt. A mdsik antibioti-
kumot az indanomicinnel rokon szerkezetd és hasonlé
biolégiai tulajdonsdgd dj hatéanyagnak taldltuk, és
homoindanomicinnek neveztiik el. Az indanomicint
elgszor Ch.-M. Liu és munkatdrsai izoldltdk [J. An-
tibiotics 32: 95,(1979)] a Streptomyces antibioticus
mikroorganizmus tenyészetébél.

Az dltalunk izolalt 83-394 jelid mikroorganizmust
a rendszertani meghatdrozds sordn a Streptomyces
galbus fajjal azonositottuk. E fajnak indanomicint
termelG torzse eddig még nem volt ismeretes.

A 83-394 jeld Streptomyces torzs rendszertani
vizsgdlatdnak eredményeit az aldbbiakban adjuk meg:

1. tblazat

A Streptomyces sp. 83-394 jeld torzs dsszehasonlitdsa

autentikus Streptomyces galbus torzsekkel

Vizsgalt Streptomyces Streptomyces Streptomyces
tulajdonsdg galbus (ISP 5089)* galbus (ISP 5480)* sp. 83-394
Spéra-lanc Retinaculiaperti Spirdles Retinaculiaperti

morfolégia

Spoérik szdma 250 250 250
lanconként

Spérafelszin sima sima sima
(elektr.opt.)

Spératomeg sziirke sziirke sziirke

szin-sorozat

Szubsztratmicélium
szin-sorozat

sdrgds-bamna

Melanoid pigment pozitiv
pepton-élesztSkivonat-

-vas-agar

Tirozin-agar negatfv
Oldédé pigment sdrga

Szubsztratmicélium negativ
indikdtor-karaktere

Oldédé pigment negativ
indikdtor-karaktere

Szénforrds értékesités

D-gliik6z pozitiv
L-arabindz pozitiv
D-xiléz pozitiv
i-inozit pozitiv
D-mannit pozitiv
D-fruktéz pozitiv
Szachardz negativ
Ramméz negativ
Raffinéz negativ

sdrgds-barna

sdrgds-barna

pozitiv pozitiv
gyengén pozitiv negativ
sdrgds v. sdrgdszold sdrga
negativ negativ
negativ negativ
pozitiv pozitiv
kérdéses kérdéses
pozitiv pozitiv
pozitiv pozitiv
pozitiv pozitiv
pozitiv pozitiv
negativ negatfv
negativ gyengén pozitiv
kérdéses negativ

+= W.Frommer: Archiv fiir Mikrobiologie 32, 187 (1959),
++= M. Murase és munkatdrsai: J. Antibiotics, Ser. A. 12, 126 (1959).
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Mikromorfolégia: A spératarték morfoldgidja azo-
nos a Streptomyces galbus tipus torzsekével: kiilon-
boz6 tdpagar kozegeken, varidlva laza vagy tomott,
3-8 kanyarulati spirdl vagy retinaculum-apertum ti-
pust spéraldncok képzdédnek, melyekben 4ltaldban
tobb mint 50 spéra helyezkedik el. A sp6rak nem
omamentdltak €s hatezerszeres nagyitdsndl sima fel-
iiletd spdraburokrél tantiskodnak.

A torzs ISP-tdplalajokon erGteljesen fejlett, sdr-
gasbama telepeket fejleszt, amelyeket porszeni, ha-
musziirke spératdmeg borit.

A szubsztrdt micélium szine nem indikatorkarak-
terd, és az esetenként termelt vildgossdrga oldédé
pigment sem az. A tdrzs pepton-élesztGkivonat-vas
agraron melanoid pigmentet termel, mig tirozin agaron
nem képez pigmentet.

Az 1. tdbldzatban a 83-394 jeld Streptomyces
torzs rendszertani tulajdonsdgait Osszehasonfiottuk a
kordbban leirt Streptomyces galbus térzsek rend-
szertani jellemzGivel,

A fenti rendszertani vizsgdlatok adatai szerint a
torzs a Streptomyces galbus faj tipikus alakja.

A 83-394 jeld Streptomyces galbus torzset 1988.
janudr 20-dn letétbe helyeziik Budapesten a Mezé-
gazdasdgi €s Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gyiij-
teményében, ahol az NCAIM B(P) 001036 letéti
szamot kapta.

A fentiek alapjdn a taldlmdny eljdras az Ia képletd
indanomicin - ahol R; jelentése metilcsoport - és az
Ib képletd homoindanomicin - ahol R jelentése
etilcsoport - antibiotikumok elGalllitdsdra aerob fer-
menticiéval, amely abban 4ll, hogy a Streptomyces
galbus sugargomba faj NCAIM B(P) 001036 szdmon
letétbe helyezett torzsét vagy annak valamely - in-
danomicint és/vagy homoindanomicint termelé - mu-
tdnsdt vagy varidnsdt szerves nitrogén és szénforrést,
valamint dsvdnyi sdkat tartalmazé tdptalajon 24 és
32 °C kozotti hémérsékleten tenyésztjiik, majd a
bioszintetizdlt antibiotikumokat a tenyészetbdl elkii-
I6nitjiik €s a kivant esetben egymdéstdl elvilasztjuk.

A taldlmény szerinti eljdrdsban alkalmazott Strep-
tomyces galbus torzs tenyésziésére a sugdrgombdk
tenyésztésére szolgdlé 4ltaldnosan ismert médszereket
haszndlhatjuk.

Az indanomicin és homoindanomicin antibiotiku-
mokat bioszintetizalé 83-394 jeld treptomyces galbus
torzs tenyésztésénél szénforrdsként glikkoz, keményits
és ndvényi olajok, nitrogénforrdsként szdjaliszt, ku-
koricalekvdr, illetve kazein, szervetlen s6ként NaCl,
K2HPO4 és CaCOs3 alkalmazhat6 elSnydsen.

A torzset célszeriien €lesztékivonat-keményitsd aga-
ron tartjuk fenn. Ezen a tdptalajon a tbrzs megérzi
termelképességét haromhavonkénti 4toltds esetén.

A tbrzs siillyesziett tenyészetben, 24-32 °C kozotti
hémérsékleten j6 novekedést mutat, az antibiotikum
bioszintézis szempontjdbél el6nyds a tenésztést 2630
*C kozott végezni.

A savas jellegd, erSsen lipofil indanomicin és
homoindanomicin a fermentlé pH 4,0-4,5-en t6rténé
szdrésénél nagyrészt a mikroorganizmus sejtjeihez
ko6t6dik és a sejtekrdl extrakciés moédszerekkel nyer-
het6 ki. A sziréskor kapott nedves micéliumrél az
antibiotikumok el6nydsen vizzel elegyed6 neutrdlis,
szerves olddszerekkel, pl. alkoholokkal (metilalkohol,
etilalkohol, butanol), illetve acetonnal oldhaték le.
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Az igy kapott kivonatot cstkkentett nyomdson
bepdrolva vizes maradékhoz jutunk, melybdl vizzel
nem elegyedS szerves olddszerrel, elényosen etilace-
tdttal extrahdlhatjuk az antibiotikumokat. Az etilace-
tdtos extraktum vdkuumban 16réné bepérldsival kap-
juk a nyersterméket. Az antibiotikum-komplex tisz-
titdsdra és komponenseinek egymdstél valé elvdsz-
tasztdsdra oszlop és vékonyréteg-kromatogréfids méd-
szereket alkalmazhatunk.

A tisztitdsndl kiilonGsen el6nyGsen a szilikagél
oszlopkromatografia, eluensként n-hex4dn-kloroform
elegyet, majd kloroformot, végiil kloroform-metanol
clegyet alkalmazva.

Az indanomicin és a homoindanomicin el6nydsen
elvélaszthaté preparativ vékonyréteg-kromatografids
mddszerrel is, szilikagél G adszorbenst és etilacetét-
kloroform-metanol (2:1:0,15) ardnyd olddszerelegyet
haszndlva kifejlesztészerként.

Az izoldlt antibiotikumok szerkezetét az alabbi
médon igazoltuk. Az indanomicin fizikai 4llandéi
(olvaddspont, optikai forgatéképesség), elemi anali-
zise, valamint spektroszképiai adatai: ultraibolya-,
infravoros-, tH-NMR-, 13C-NMR és tomegspektrumai
egyeztek a szakirodalomban koézoltekkel.

A homoindanomicin szerkezetét témegspektrosz-
képiai vizsgdlatokkal 4llapitottuk meg. Osszehason-
litottuk az indadomicinnek, a homoindanomicinnek,
valamint diazometdnnal végzett észterezéssel elGalli-
tott metilésztereiknek elektron bombdazds hatdsara vég-
bemené fragmentdciéjat. A vizsgdlt 4 vegyiilet tore-
dezési mechanizmusdt az 1. dbra és 2. tdbldzat
mutatja.

Az a, b, c, d, e toredék-ionok Osszevetésével és
nagyfelbontdsd  tomegmérésekkel megéllapitottuk,
hogy a homoindanomicin és az indanomocin rokon-
szerkezetld vegyiiletek, melyek abban kiilonboznek
egymidstSl, hogy a kettes helyzetdszénatomhoz az
indanomicin esetében metilcsoport, a homoindanomi-
cin esetében pedig etilcsoport kapcsolédik. A tomegs-
pektroszkdpiai vizsgdlatok alapjdn meghatdrozott szer-
kezettel Gsszhangban van a homoindanomicin ultra-
ibolya, infravoros, 'H-NMR és !3C-NMR spektruma.
A feltételezett szerkezetet proton- proton korreldci6s
NMR-vizsgilatokkal is aldtdmasztottuk.

A homoindanomicin és az indanomicin biol6giai
hatdsainak vizsgdlatdra végzett kisérleteink eredmé-
nyeit az aldbbiakban foglaltuk ossze.

A homoindanomicin €s indanomicin biolégiai ha-
tékonysdga igen hasonl. A homoindanomicin anti-
bakteridlis hatdsspektruma egyezd6 az indanomicinével,
azaz a Gram szerint pozitivan fest6d§ baktériumok
szaporoddsdt igen alacsony koncentriciéban meggé-
tolja, de a Gram szerint negativan fest6d6 baktéri-
umok, tovibba éleszt6gombik szaporodasira gyakor-
latilag hatdstalan. A 1ét antibjotikum antibakteridlis
spektrumét a 3. tdbl4zat mutatja.

A homoindanomicin és az indanomicin ugyanolyan
mértékben gétolja a kiilonboz6, més tipusd hatéanya-
gok hatdsdval szemben rezisztens Gram szerint po-
zitivan fest6d6 mikroorganizmusok szaporoddsdt, mint
az érz€kenyekét, mert a MIC értékek azonosak mads
antibjotikumokra €s kemoterdpids szerekre érzékeny
vagy rezisztens torzsekre egyardnt.

3-



1 HU 200367 B 2
2. tdbl4zat
Az indanomicin és metilészterének tomegspektroszkdpiai vizsgdlata
Vegyiilet neve Képletben levé Toredékionok:
szubsztituensek
M a b c d e
indanomicin (R1=CH3 Ra2=H) 493 464 420 399 251 94
indanomicin-metilészter (R1=CH3 R2=CH3) 507 478 420 413 265 94
homoindanomicin (R1=CH,CH3 Ra2=H) 507 478 420 413 265 94
homoindanomicin- ’
-metilészter (R1=CH;CH3 R2=CH3) 521 492 420 427 279 94

3. tibl4zat

A homoindanomicin és indanomicin antibakteridlis spektruma
Médszer: Makrodiliciés eljirds, 3 ml tdptalaj (Penassay Broth, BACTO B-243, Difco Laboratories Inc.,

Detroit, USA), 24" inkubdciés id6, leolvaséas szabad szemmel.

Tesztorganizmusok MIC™ mg/l

Homoindanomicin Indanomicin
Bacillus subtilis ATCC 6633 0,03 0,03
Staphylococcus aureus SMITH, 0,06 0,06
béta-laktamndz -
Staphylococcus aureus 11107, 0,06 0,06
béta-laktamaz +
Streptococcus faecalis 0,03 0,03
Streptococcus pneumoniae 2,5 6,2
Streptococcus pyogenes A 118 2,5 2,5
Streptococcus pyogenes A 115 1,25 6,2
Clostridium perfringens 70500 - 0,04
Mycoplasma pneumoniae - 25,0
Acinetobacter anitratus >100 >100
Alcaligenes faecalis 14001 >100 >100
Bordetella bronchiseptica ATCC 4617 >100 >100
Escherichia coli K12 béta-laktaméz - >100 >100
Escherichia coli 6R béta-laktamdz + >100 >100
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 >100 >100
Proteus inconstans NCTC 8055 >100 >100
Pseudomonas pyogenes NCTC 10490 >100 >100
Salmonella typhimurium >100 >100
Serratia marcescens >100 >100
Candida albicans >100 >100

MIC = legkisebb gdtld toménység,

= rezisztens penicillin-G, sztreptomicin, eritromicin, oxitetraciklin hatdsdval szemben.

Az indanomicin és homoindanomicin hatékonysa-
gdnak mértéke jelentGsen fligg a baktériumok te-
nyésztésére haszndlt tdpfolyadék hidrogén-ion kon-
centricidjatol, €s a legnagyobb baktériumellenes hatdst
enyhén ligos (pH = 7,5 és pH = 8,0) kdzegben

lehet megfigyelni. A 4. tdbldzatban az antibakteridlis
50 hatékonysdg vaitozdst mutatjuk be a pH fiiggvényében
Bacillus subtilis 6633 indikdtor torzset és agar-dif-

fliziés mérési médszert haszndlva,

4. tébldzat

Homoindanomicin és indanomicin hatékonysdgdnak vdltozdsa a pH fiiggvényében

Médszer: Agar-diffiizis technika [Analytical Microbiology, II. koétet 31. oldal, szerkeszti:
F. Kavanagh (1972) Academic. Press, New York].

Konc. Gitolt z6na dtmérd (mm)
mg/l Indanomicin Homoindanomicin
pH = 8,0 pH =170 pH = 6,5 pH=80 pH=70 pH = 6,5
10 23,36 19,7 17,6 26,5 21,7 19,8

4.
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Konc. _ Gitolt zéna dtméré (mm)
mg/l Indanomicin Homoindanomicin _
pH=80 pH=70 pH=6}5 pH=80 pH=170 pH = 6,5
5 20,5 19,4 17,2 22,86 21,2 19,2
2,5 175(6 17,66 16,1 19,2 19,0 18,2
1,25 0 15,2 14,5 0 15,4 16,1

* = nincs gétldsgydrd

A vizsgélt antibiotikumok melegvérdek sejtjeire
kifejtett toxicitdsit a S. tdbldzat tartalmazza.

5. tabldzat
A homoindanomicin és indanomicin
szovettoxicitdsdnak vizsgdlata

Médszer: S. Horvéth: Toxicology. 16: 59, (1980)
Szovet: HeLa sejttenyészet

Vegyillet CTo (mg1)  CTso (mg/l)

0,5
0,079

20
0,158

Homoindanomicin
Indanomicin

CTo = a hatéanyag olyan legnagyobb koncentrs-
ciéja, amely a HeLa sejtekre még mérhetd kdrosodst
nem fejt ki.

CTs0 = a hatéanyag olyan koncentrdci6ja, amely
a HeLa sejtek felén ldthaié toxikus hatdst okoz.

HeLa sejt = human cervix-carcinoma laborat6ériumi
tenyészetben fenntartott sejtvonala.

A tdbldzatb6l kitdnik, hogy a homoindanomicin
kevésbé szévettoxikus, mint az indanimicin.

Ames tesztben [D.M. Maron, B.N. Ames: mutation
Research 713: 173 (1983)] sem az indanomicin, sem
a homoindanomicin nem emeli a revertdnsok szdmit
jelentésen még 500 pgflemez, azaz kb. 20 pg/ml
tdménységben sem. Ez a téménység hat4stalan Gram
negativ tesztorganizmusok szaporodisira, de sokszo-
rosa a melegvérd dllatok sejtjeire toxikus koncentrs-
ciénak.

Az indanomicin és homoindanomicin akut toxici-
tdsdt egerekben hatdroztuk meg. Az eredményeket az
5. tdbldzat tartalmazza.

6. tdbldzat
A homoindanomicin és indanomicin akut, egyszeri
toxicitdsdnak vizsgdlata egerekben

Egerek: OF; (LATI, Budapest) fajtdjd, 21-23 g-os
hfm egerek csoportonként 3 db.

Megfigyelés: 14 nap

Kiértékelés médja: grafikus

A homoindanomicin Tween 80-nal és fiziolGgids
sOs vizzel készitett szuszpenziGjit vizsgdltuk, a hi-
gitdsokat is fiziologids s6s vizzel készitettiik.

Az indanomicint dimetilszulfoxidban oldottuk és
fiziolégids toménységd sés vizzel higitottuk. Az igy
keletkez8 szuszpenzibval végeztiik az 4llatok keze-
1ésér.
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A vegyiilet jele Adagolds médja LDsp mg/kg

Indanomicin p.o. 110
s.C. 42
i.p. 23
Homoindanomicin p.o. 60
s.C. -
i.p. 40

Az indanomicin és a homoindanomicin, illetve a
két antibiotikumot tartalmazé antibiotikum-komplex
j6l alkalmazhaté haszondllatok, fleg sertések és ké-
rédz6k takarmdnykeigészitGjeként. Mivel nem szivés-
dik fel, hatisdt helyileg fejti ki, ezért az 4llatok
szerveiben, izomzatdban €s szekrétumaiban maradék
antibiotikum megjelenésére nem kell szdmitani. Az
indanomicin és a homoindanomicin a hatds csokke-
nése nélkiil kombindlhaték mds takarmény-adalékok-
kal.

A taldlméany eljérdst az aldbbi kiviteli példdkkal
szemléltetik.

1. példa

Streptomyces galbus NCAIM 001036 sz. torzs
€élesztévelkivatot és keményitSt tartalmazé ferdeaga-
ron novesztett tenyészetérél készitett spéraszuszpen-
ziéval 500 ml-es Erlenmeyer lombikban sterilezett
100 ml R-jeld, aldbbi Osszetételd tdptalajt oltunk: -

Gliikéz 3.0%
kazein-hidrolizdtum (10 %-os oldat) 1,0 %
kukoricalekvir (50 % szdrazanyag

tartalom) 0,2 %
Napraforgé6olaj 0,2 %
nétrium-klorid 0,5 %
kalcium-karbonit 0,5 %
csapvizben.

Sterilezés el6tt a tdptalaj pH-ja 7,0-7,2. A tiptalajt
121 °C-on, 25 percig sterilezziik.

A tenyésztést sfkrizégépen (270 fordulat/perc, 3,5
cm kitérés) végezziik, 28 °C-on. A fermentdcié sordn
keletkezS antibiotikumok mennyiségét mikrobiolégiai
médszerrel, agar-diffizids technikdval mérjiik [Analy-
tical Microbiology, 1. kétet: 87. oldal, szerkeszti: F.
Kavanagh (1963) Academic, Press, New York], Ba-
cillus subtilis ATCC 6633 tesztorganizmust és 8-as
pH-ji agartiptalajt valamint indanomicin standardot
alkalmazva. A tenyésztés 96. érdjiban a fermentlében
180 mg/ml-es antibiotikum-koncentriciét mériink.

2. példa
A Streptomyces galbus NCAIM 001036 sz. torzs
élesztSkivonatot és keményitdt tartalmazé ferdeagaron

5
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novesztett tenyészetérdl készitett spéraszuszpenziéval
2 db 500 ml-es Erlenmeyer lombikban sterilezett
100-100 ml 1. példdban megadott Gsszetételd, R-jeld
tdptalajt oltunk, majd a lombikokat stkrdzégépen (270
fordulat/perc, 3,5 cm kitérés) 28 °C-on rdzatjuk 48
6rdig. Ezutdn a két lombik tenyészetével 10 l-es
tivegfermentorban S liter steril F-jeld tdptalajt oltunk,
melynek Osszetétele a kovetkezd:

Gliik6z 2,0 %
burgonya-keményité 2,0%
szbjaliszt 25 %
kazein-hidrolizdtum (10 %-os oldat) 2,0 %
kukoricalekvdr (50 % szdrazanyag

tartalom) 02 %
napraforgdolaj 04 %
kalcium-karbon4t 0,5 %
csapvizben.

A téptalaj pH-jit In ndtrium-hidroxid oldattal 7,0~
7,2-re dllitjuk, majd 121 °C-on 1 érdn 4t sterilezziik.

A fermentdciét 28 “C-on végezziik 300 liter/6ra
levegdztet€s € 375 fordulat/perc kevertetés mellett.
Habzis esetén polipropilén- glikolt adagolunk. A fer-
mentdcié 120. érdjdban 550 mg/ml antibiotikum kon-
centriciét mériink a fermentlében az 1. példdban leirt
mdédon.

Ezutdin a fermentlé pH-jat 4-es értékre dllitjuk
telitett oxdlsav oldattal, majd a fermentlét szdrjik.
A szifrletet kétszer 500 ml etil-acCetittal extrahdljuk
és az etil-acetdtos extraktumokat egyesitjiik.

A kiszirt mikroorganizmus sejteket haromszor 1,5
liter metanollal kivonatoljuk, a metanolos kivonatokat
egyesitjilk és a metanolt cstkkentett nyoméson, 50
°C-on lepdroljuk. A vizes maradék pH-jit telitett
oxdlsavval 4-es értékre dllitjuk, majd a megsavanyitott
oldatot kétszer 500 ml etil-acetdttal extrahdljuk. A
kapott etil- acetdtos kivonatokat és a fermentlé szdr-
letetének etil-acetdtos extraktumdt egyesitjiik, vizmen-
tes ndtrium-szulfdton szdritjuk, és vdkuumban bepd-
roljuk. A kapott olajos bepdrldsi maradékot 100 ml
n-hexdnnal eld6rzsoljiik, €s hidegen egy napig allni
hagyjuk. Ezutdn a kivait csapadékot leszirjiik, igy
4,1 g nyersterméket kapunk.

A kapott nyersterméket 200 g Kieselgel (szem-
csedtmérS: 0,05-0,2 mm, Reanal, Budapest) adszor-
benst tartalmazé oszlopon kromatografiljuk. Az el-
ticiét 1,35 liter n-hexdn-kloroform (1:1) eleggyel, majd
1,0 liter kloroformmal, végiil 1,5 liter kloroform-
metanol (1:1) eleggyel végezziik. Az oszlopkroma-
tografids frakcidk antibiotikum tartalmét vékonyré-
teg-kromatografids médszerrel analizdljuk [adszor-
bens: szilikagél G (Reanal, Budapest), kifejleszté
elegy: etil-acetdtkloroform-metanol (2:1:0,3) elegy,
el6hivés foszformolibdénsav reagenssel}. Az oszloprél
n-hexdn- kloroform (1:1) eleggyel elészor homoin-
danomicin, majd homo-indanomicin és indanomicin
keveréke oldddik le, s végiil kloroform, illetve klo-
roform-metanol (1:1) eleggyel az indanomicin. A
megfelel§ frakcidkat vdkuumban bepédrolva 475 mg
homoindadomicint, 1,3 g indanomicint és 430 mg
homoindanomicinbdl és indanomicinbél 4116 keveréket
kapunk.

A keveréket preparativ rétegkromatogrifids méd-
szerrel vélasztjuk szét, szilikagél G adszorbenst és
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az oszlopkromatogréfids frakciék vizsgdlatindl alkal-
mazott kifejleszt§ elegyet haszndlva. Igy tovdbbi 80
mg homoindanomicint és 202 mg indanomicint ka-
punk.

A kromatogrifidsan tiszta antibiotikumokat dikl6r-
metdnban oldjuk, az oldatot 2n sésav oldattal, majd
vizzel mossuk, végiil széritjuk és vdkuumban bepé-
roljuk. Az igy tisztdn sav formdban kapott antibio-
tikumokat acetonitrilb6l krisztdlyositjuk 4t.

A homoindanomicin fizikai és spektroszképiai ada-
tai:

Op.: 8487 °C

Optikai forgatoképesség:[a]p?® = -360° (c=0.5,
CHCls)

Elemanalizis: C: H: N:

szémftott: 75,6 % 8,48 % 2,76 %

taldlt: 74,2 % 9,1 % 2,85 %

Ultraibolya szinkép (metanol): Amax nm (Etem!%):
245 (610), 252 vdll (599), 291 (325).

Infravords spektrum, jellemzd sdvok (KBr, cm.p):
3245, 2965, 2935, 1710, 1635, 1410.

TH-NMR spektrum, jellemz§ jelek (CDCl3 §, ppm):
2,84 (H-2), 4,17 (H-3), 4,38 (H-7), 54-6,0 (H9,
10, 11, 12, 13, 14), 6,87 (H-23), 6,25 (H-24), 7,04
(H-25), 0,93 (H-27, 32), 0,69 (H- 29), 0,79 (H-30).

13C.NMR spektrum (CDCl3, §, ppm): 179,5 (C-1),
49,3 (DEPT:CH) (C-2), 73,3 (C-3), 22,8 (C-4), 26,1
(C-5), 29,1 (DEPT:CH) (C-6), 76,0 (C-7), 140,0
(C-8), 1224 (C-9), 126,5 (C- 10), 132,5 (C-11), 46,4
(C-12), 1294 (C-13, C-14), 49,7 (C-15), 43,6 (C-16),
29,6 (C-17), 26,9 (C-18), 409 (C-19), 52,9 (C-20),
191,6 (C-21), 1329 (C-22), 116,7 (C-23), 109.8
(C-24), 125,5 (C- 25), 27,4 (C-26), 12,5 (C-27), 22,6
(C-28), 13,0 (C-29), 12,2 (C- 30), 22,7 (DEPT:CHy)
(C-31), 12,5 (DEPT:CH3) (C-32).

Témegspektrum

Molekulatémeg: 507

Jellemzé6 ionok: m/z (R.I.%): 507 (37), 478 (7),
420 (3), 413 (5), 265 (56), 94 (100).

Az indanomicin fizikai és spektroszkopiai adatai:

Op.: 146-149 °C

Optikai  forgatdképesség:[a]p=U= -338° (c=I;
CHCl3)

Elemanalizis: C: H: N:

szdmitott: 75,42 % 8,78 % 2,84 %

taldlte: 75,45 % 897 % 2,61 %

Ultraibolya szinkép (metanol): Amax nm (Eiem!%):
243 (691), 249 vill (677), 289 (340).

Infravérds spektrum, jellemz6 sdvok (KBr, cm!):
3240, 2965, 2940, 1710, 1625, 1410, 1215, 760.

IH-NMR spektrum, jellemzS jelek (CDCl3, 8,
ppm): 2,85 (H-2), 3,90 (H-3), 4,20 (H-7), 5,2-6,0
(H-9, 10, 11, 13, 14), 6,95 (H-23, 25), 6,25 (H-24),
0,95 (H-27), 0,75 (H-29), 0,85 (H- 30), 1,15 (H-31,
d, J = 6,5 Hz).

1I3C.NMR spektrum (CDCl3, §, ppm): 179,4 (C-1),
41,4 (C-2), 75,0 (C-3), 22,1 (C-4), 26,5 (C-5), 30,6
(C-6), 74,8 (C- 7), 140,7 (C-8), 124,6 (C-9), 1274
(C-10), 132,6 (C-11), 45,5 (C-12), 129,6 (C-13, 14),
50,0 (C-15), 43,8 (C-16), 29,7 (C-17), 27,2 (C-18),
40,7 (C-19), 52,7 (C-20), 192,0 (C-21), 132,6 (C-
22), 116,3 (C-23), 110,4 (C-24), 125,6 (C-25), 27,4
(C-26), 12,6 (C-27), 22,1 (C-28), 13,6 (C-29, 30),
14,0 (C-31).

Témegspektrum

B-



1.

1 HU 200367 B

Molekulatémeg: 493
Jellemzd ionok: m/z (R.I.%): 493 (44), 464 (7),

420 (5), 399 (7), 251 (78), 94 (100).

SZABADALMI IGENYPONTOK

Eljirds az Ia képletd indanomicin - ahol Rj
Jelentése metilcsoport ~ és az Ib képletd homo-
indanomicin - ahol Rj jelentése etilcsoport —
antibiotikumok elddllftdsa aerob fermentici6val,
azzal jellemezve, hogy a Streptomyces galbus su-
gdrgomba faj NCAIM B(P) 001036 szdmon letétbe
helyezett torzsét vagy annak valamely — indano-
micint és/vagy homoindanomicint termel6 - mu-
tdnsdt vagy varidnsat szerves nitrogén és szénfor-
rist, valamint dsvdnyi sékat tartalmazé tdptalajon
24 és 32 °C kozotti hémérsékleten tenyésztjiik,
majd a bioszintetizdlt antibiotikumokat a tenyé-
szetbdl elkiil6nitjik és kivdnt esetben egymdstdl
elvdlasztjuk.
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2.

4,

Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemve,
hogy a fermentdldst siillyesztett tenyészetben, 26
és 30 °C kozotti hémérsékleten végezziik.

. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljirds, azzal

Jjellemezve, hogy szénforrdsként gliik6zt, keményf-
tét és/vagy novényi olajokat, nitrogénforrdsként
széjalisztet, kukoricalekvdrt és/vagy kazeint; szer-
vetlen s6ként ndtrium-kloridot, dik4liumhidrogén-
foszfétot és/vagy kalciumkarbondtot alkalmazunk.
Eljards dllattakarmdnyozdsi célokat szolgdlé ké-
szitmény elGillitisira, azzal jellemezve, hogy az
1. igénypont szerinti eljdrdssal elGillitott homoin-
danomicint vagy indanomicin-homoindanomicin
keveréket Onmagukban vagy egyéb, az dllatte-
nyésztésben és takarmdnyozédsban szokdsos vivé-
anyagokkal, higité- és/vagy tart6sitészerekkel, va-
lamint tdpanyagokkal egyiitt, ordlis készitménnyé
alakitjuk.
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Az indanomicin, a homoindanomicin és metilésztereik 2/2

tomegspektiroszkdpiai vizsgdlata
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