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Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarza-
nia aglikonowej pochodnej czynnika B mieszani-
ny antybiotycznej A-35512.

Antybiotyki A-35512 sg blisko spokrefwmonym1
antybiotykami glikopeptydowymi. Czynnik B anty-
biotyké6w A-35512, najdokladniej scharakteryzo-
wany skladnik kompleksu antybiotycznego A-35512,
jest nowym antybiotykiem z grupy antybiotykéw
zawierajacych ugrupowanie peptydowe, takich jak
wankomycyna (opis patentowy Stanéw Zjednoczo-
nych Ameryki Nr 3067099), antybiotyki A-4696, H,
B i C (opis patentowy Stanéw Zjednoczonych
Amef&ﬂln nr 3952095), awoparcyna (opis patento-
wy Stanéw Zjednoczonych Ameryki nr 3855410),
restomycyna A/N, EIomakina, 7th Intermational
Symposium of Chemistry of Natural Products, Ry-
ga, 1970, str. 625) i rystocetyna A (opis paten-

- towy Stan6éw Zjednoczonych Ameryki nr 2990329.

Antybiowwki A-35512 ré6znig sie od powyzszych
znanych antybiotykéw, miedzy innymi ruchliwo-
Sciag w réimych ukladach chromatograficznych i
skladem aminokwasowym i cukrowym.

Chociaz znane sg obecnie liczne $rodki przeciw-
bakteryjne, istnieje w dalszym ciggu potrzeba po-
szukiwania nowych, lepszych antybiotykéw. Jed-
nym z probleméw wspélczesnej terapii antybio-
tykami jest fakt réznej skutecznoéei rézmych an-
tybiotyk6w w stosunku do patogennych drobno-
ustrojé6w. Z drugiej strony szczepy drobnoustro-
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jéw uodporniajg sie na dzialanie obecnie stoso-
wanych antybiotykoéw.

Ponadto, u indywidualnych pacjentéw czesto
wystepuja powazne reakcje uboczne po podaniu
okre§lonych antybiotykéw, takie jak nadwrazli-
wosé iflub dzialanie toksyczne. Dlatego tez ko-
rzystne jest wytwarzanie nowych antybiotykéw
aktywnych w chorobach wywotywanych przez dro-
bnoustroje.

Ponadto korzystne jest otrzymanie dodatkéw
paszowych zwiekszajgcych efektywnoéé karmienia
zwierzat przezuwajacych i drobiu. Zwiekszenie e-
fektywno$ci karmienia nabiera coraz wiekszego
znaczenia. Srodkami zwiekszajgcymi efektywnodé
karmienia u wielu zwierzat i ptactwa sa dwuety-
lostilbestrol i inne estrogeny.

Polaczone jest to jednak z ryzykiem, ze resztki
tych dodatké4w paszowych przechodzg do migsa
przeznaczonego do spozycia. Dlatego tez istnieje
realna potrzeba ekonomiczna poszukiwania nowych
sposobow zwickszania efektywmos$ci ograniczonych
zasobéw pasz, dostepnych dla produkcji miesa ze
zwierzat przezuwajacych i drobiu.

Zastosowanie mieszaniny antybiotycznej A-35512
lub poszczegblnych czynnikéw i ich pochodny¢h
jest postegpem w tej dziedzinie. .

Sposobem wedlug wynalazku wytwarza sie agli-
konowg pochodng czynnika B mieszaniny antybio-
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tycznej A-35512, okre$lonego jako czymnik anty-
biotyczny A-35512-B.

Cechg sposobu wedlug wynalazku jest to, ze
drobnoustréj Streptomyces candidus NRRL 8156,
hoduje sie w pozywce zawierajacej Zrédio przy-
swajalnego weglowodanu i azotu oraz sole mnie-
ograniczone, w warunkach podpowierzchnicwej fer-
mentacji aerobowej, do uzyskania znacznej ak-
tywnosci antybiotycznej, po czym mieszanine an-
tybiotyczng A-35512 wyodrebnia sie z pozywki ho-
dowlanej, z mieszaniny tej wydziela sie czynnik
B mieszaniny antybiotycznej A-35512 i czynnik ten
poddaje sie hydrolizie za pomocg umiarkowanie
mocnego kwasu.

Aglikon czynnika A-35512-B oraz jego dopusz-
czalne w fermentacji sole stosuje sie jako doda-
tek do karmy dla drobiu w iloSci zwiekszajgce]j
efektywnosé karmienia. '

Ponadto aglikon czynnika A-35512-B i jego do-
puszczalne w farmacji sole podany doustnie zwie-
rzetom przezuwajgcym z rozwinieta funkcjg zwa-
cza, w dawce zwiekszajgcej ilo§é propionianu, po-
woduje zwickszenie przyswajania pokarmu u tych
zwierzat. )

Aglikon czynnika A-35512-B i jego dopuszczal-
ne w farmacji sole mozna takze stosowaé do
zwiekszania przyswajania pokarmu u drobiu, po-
dajgc tym zwierzetom doustnie skuteczng dawke
aglikonu czynnika A-35612-B lub jego soli.

Widmo w podczerwieni, w zawiesinie w oleju

parafinowym, aglikonu czymnika A-35512-B przed-

stawia fig. 1.

Poszczegbélne czynniki A-35512 sg blisko spokre-
wnionymi zwigzkami. Jako mieszaning antybioty-
czng A-35512 izoluje sie z brzeczki fermentacyj-
nej az siedem czynnikéw antybiotycznych. Posz-
czegblne czynniki rozdziela si¢ i wyodrebnia czyn-
niki A, B, C, E i H. Mieszanina A-35512 jest
rozpuszczalna w wodzie, czeSciowo rozpuszczalna
w alkoholach, takich jak metanol i etanol, ale
nierozpuszczalna w innych rozpuszczalnikach or-
ganicznych, takich jak benzen, chloroform, aceton,
eter dwuetylowy, octan etylu, toluen, heksan, ace-
tonitryl i dioksan.

Czynnik A-35512-B jest hialg, bezpostaciows,
zagadowg substancja o przyblizonym wzorze empi-
“rycznym Co7_gotH101 105Ns_9046_4sCl 1 mastepuja-
cym przyblizonym skladzie elemenfarnym: C —
53,97%, H — 4,75%, N — 525%, O — 34,20%,
Cl — 1,59%.

Powyzsze wyniki analizy elementarnej w szcze-
golnosci sg zgpdne z korzystnym wzorem empiry-
cznym CggH;94NgO47Cl (obliczono: C — 53,60, H —
47, N — 547, O — 3430, C1 — 161). Innym
korzystnym wzorem empirycznym jest CggHjgaNg-
047C1 (obliczono: C — 54,000 H — 4,75, N — 5,15,
O — 3450, C1 — 1,60).

W widmie absorpcyjnym w nadfiolecie czynni-
ka A-35512-B wystepuje maksimum w kwasnym
i obojetnym metanolu przy 282 nm (¢ = 15.000)
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i w zasadowym metanolu przy 292 am (s =

= 16.000), przy czym molarny wspéiczynnik eles-
tynkcji obliczono dla ciezaru czasteczkowego 2000.
W widmie w nadfiolecie wystepuje takze pasmo
absorpcji kohcowej przy 225 nm.

Czynnik A-35512-B wykazuje nastepujgce war-
todci skrecalnodci wiasciwej: [a]g- —123° (¢ =1,
woda) oraz [a]§25= —446° (c =1, woda).

Miareczkowanie elektrometryczne czynnika A-
-35512-B w 66% roztworze wodnym dwumetylo-
formamidu wskazuje na obecno$é czterech daja-
cych sie miareczkowaé grup o wartoSciach pKa
okolo 7,15, 8,81, 10,20, 12,00 i mozliwa gbecnos$é
grupy o pKa. wyzszym niz 13,50. Prawdopodobny
ciezar czasteczkowy czynnika A-35512-B wynosi
wedlug miareczkowania okolo 2143.

Dwuchlorowodorek czynnika A-35512-B jest po
krystalizacji z 50% roztworu wodnego metanolu
bialg krystaliczng substancja. Chociaz dwuchloro-
wodorek czynnika A-35512-B jest higroskopijny i
nie posiada wyraznej temperatury topnienia, to
termogram wykazuje ubytek wagi rozpoczynajacy
sie od temperatury 25°C i wyrazajacy sie 7,4%
straty w temperaturze 121°C i rozkladem w tem-
peraturze 135°C.

Dwuchlorowodorek czynnika A-35512-B ma na-
stegpujacy sklad elementarny: C — 52,57%, H —
4,80%, N — 5.66%, O — 32,80%, C1 — 4,51%.

Powy#sze wyniki analizy elementarnej s3 w
szczegblnosdei zgodne z innym alternatywnym wzo-
rem empirycznym CggH;ggNgO47Cl-2HCI (obliczo-
no: C — 5193, H — 465, N — 557, O — 33,20,
Cl — 4,65). .

W widmie absorpcyjnym w nadfiolecie dwuchlo-
rowodorku- czynnika A-35512-B wystepuje maksi-
mum w kwasnym i obojetnym metanolu przy 282
nm (¢ = 12.000) i w zasadowym metanolu przy
202 nm (¢ = 14.000), przy czym molarny wsp6l-
czynnik ekstynkcji obliczano dla ciezaru czastecz-
kowego 2000. W widmie w nadfiolecie wystepuje
takze pasmo absorpcji koncowej przy 225 nm.

" Dwuchlorowodorek czynnika A-35512-B wykazu-
je nastepujgce wartoSci skrecalnoéei wilasciwei:
[a] = —128° (c = 1, woda) i [a]Z = —475°
(¢ = 1, woda).

Miareczkowanie elektrometryczne dwuchlorowo-
dorku czynnika A-35512-B w 668/ roztworze wod-
nym dwumetyloformamidu wskazuje ma obecnogé
czterech dajacych sie miareczkowaé grup o war- -
tosciach pK. okoto 7,15, 8,87, 10,30 i 12,10 i moz-
liwg obecnosé grupy o pKa wyzszym niz 131.

Prawdopodobny ciezar czasteczkowy dwuchloro-
wodorku czynnika A-35512-B wynosi na podsta-
wie miareczkowania okolo 2027. ’

W widmie magnetycznym rezomansu jadrowego
wegla 13C dwuchlorowodorku czynnika A-35512-B,
wykonanym w D,0O, wystgpuja nastepujace sygna-
ly zestawione w tablicy 1.
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Tablica 1

Nr ppm | wysoko$é (%)

2 173,0 41

3 171,9 3,7 5

4 1716 33

5 171,0 5,8

6 170,8 5,0

" 169,6 36

8 159,0 41

9 157,9 44

10 157,5 3,7
1] 156,6 48

12 155,6 6,1 15
13 155,3 42

14 154,9 33

15 154,3 42

16 151,7 33 20
17 144,3 31

18 136,7 35

19 136,2 4,9
20 1354 40

21 135,2 44 =
2 1336 42

23 1333 41
24 12,8 1,7

25 1293 3,0
26 128,8 2,6 -
27 1276 15
28 126,1 3,9
29 1242 5,6
30 122,4 1,4
31 122,0 44 -
32 120,7 33 .
33 1185 27

34 1095 08

35 108,2 11

36 107,7 2,7 ©
37 1045 1,7

38 1018 29

39 100,9 16
40 98,2 1,0

41 76,9 1,2 .
42 76,1 18
43 74,1 2,0
44 73,5 2.7
45 72,7 24
46 72,3 4,0 50
47 71,0 71
48 70,3 25

49 69,7 25

50 67,4 74,7%
51 64,6 12 s
52 62,0 1,5
53 530 1,3
54 - 56,8 1,7
55 55,4 39
56 54,3 255 0.
57 245 2,0

58 17,9 3,0
59 17,2 2,0

60 16,3 25

* Sygnal stosowanego -jako standard di'oksanu

(1]

Dwuchlorowodorek czynnika A-35512-B, krystali-
wany z mieszaniny metanol—woda, posiada naste-
pujace widmo rentgenowskie wykonane metodg
proszkowy (promieniowanie Cut+*, 15405 4, filtr
niklowy, d oznacza odleglo$ci miedzyplaszczyzno-
we w angstremach) o charakterystyce przedsta-
wionej w tablicy 2.

Tablica 2

d wzgledne

natezenie
17,15 100
1290 80
10,85 70
9,25 70
8,87 ) 60
8,22 50
7,86 50
6,93 ' 40
6,20 40
5,62 40
5,04 05
4,02 02
3,54 i 02

Widmo w podczerwieni dwuchlorowodorku czyn-
nika A-35512-B wykonane w tabletce z bromku
potasowego, przedstawia fig. 2. Wazniejsze pasma
absorpcji wystepuja przy nastepujacych czestotli-
wosciach (cm—1): 3420 (silne), 3300 (przegiecie),
2950 (stabe), 1725 (slabe), 1675 (silne), 1630 (prze-
giecie), 1605 (silne), 1520 (silne), 1470 (slabe), 1440
(stabe), 1410 (stabe), 1345 (przegiecie), 1312 (Srednie),

11225 ($rednie), 1180 (slabe), 1135 (stabe), 1080 (sil-

ne) i 1020 (stabe).

Analiza aminokwasowa hydrolizowanego kwa-

sem dwuchlorowodorku czynnika A-35512-B wy-
kazuje, ze czynnik ten zawiera co najmniej pieé
reszt aminokwaséw, jednym z ktérych jest glicy-
na. Cztery pozostale reszty aminokwasowe czyn-
mika A-35512-B tworza kompleks i wydaja sie byé
identyczne ze znalezionymi w czynniku A-35512-A.
Jedna z tych reszt aminokwasowych ma prawdo-
podobnie budowe okre§long wzorem przedstawio-
nym na rysunku.
. Analiza produktéw hydrolizy kwasnej wskazuje,
ze dwuchlorowodrek czynnika A-35512-B zawiera
nastepujace cukry: glukoza, fukoza, mannoza, ram-
noza i 3-amino-2,3,6-tr6jdezoksy-3-C-metylo-L-ksy-
lo-heksopiranoza. -
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- W wyniku lagednej hydrolizy kwaénej zostajg
usuniete glukoza, fukeza, mannpza oraz ramnoza
i otraymuje sie charakterystyezna poehodna agli-
konowsg.

DPwuchlorowodorel czynnika A-35512-B posiada
co najmniej jedna dajaca sie estryfikowaé grupe
hydroksylowa. ’

. Dwuchlorowodorek czynnika A-35512-B jest roz-
puszczalny w wodzie, cze$ciowo rozpuszczalny w
alkoholach, takich jak metgnol i etanol, i nieroz-
puszczalny w innych mniej polarnych rozpuszczal-
nikach organieznych, takich jak benzen, chloro-
form, aeeton, eter dwuetylowy, octan etylu, to-
luen, heksan, acetonitryl i d1oksan

Dwuchlorowodorek czynnika A-333512-B jest
trwaly nawet w ciagu 72 godzin w adnych roz-
tworach o pH od okolo 3 do okolo 10.

Aglikon ezynnika A-35512-B.

Chlorowodorek aglikonu czynnika A-35512-B
jest biala, hezpostaciowa substancjg o nastepuja-
cym przyblizonym skladzie elementarnym: C —
54,29%, H w= 4,34%, N — 7,40%, Cl — 5,02%, O —
28,95% (z ré6znicy).

Widmo w podczerwieni chlorowodorku aglikonu
czynnika A-35512-B przedstawia fig. 1, Widmo wy-
konane w zawiesinie w oleju parafinowym. Naj-
wazniejsze pasma absorpcji wystepuja przy na-
stepujacych czestotliwosciach (cm—¥); 3440 (prze-
giecie), 3340 (przegiecie), 3215 (silne), 2950 (prze-
giecie), 2910 (silne), 2840 (silne), 2646 (przegiecie),
1735 (stabe), 1655 (silne), 1590 {(Srednje), 1500 (silne),
1460 (silne), 1378 (Srednie), 1365 (przegiecie), 1298
(Srednie), 1815 (Srednie), 1155 ($rednie), 1120 (prze-
giecie), 1105 (slabe), 1060 (stabe), 1040 (slabe), 1008
(Srednie), 925 (slabe), 875 (slabe), 765 (przegiecie),
i 718 (stabe).

Miareczkowanie elektrometryczne chlorowodorku
aglikonu  czynnika A-35512-B w 66% roztworze
wodnym dwumetyloformamidu wskazuje na obec-
nofé trzech dajacych sie¢ miareczkowaé grup o
wartoSciach pK, ekolo 7,5, 9,85 i 11,0 i moiliwg
obecnoéé dalszych dwéch grup o wartesciach pKa
powyzej 11,6.

 Prawdopodobmy ciezar czastecakewy chlorewo-
dorky aglikony czympika A-35a12-B, obliczony na
podstawie miareczkowania, wynosi gkojlo 1282.

€hlarpwodarek aglikonu ezynnika A-35512-B
wykazuje nastepujace wartafei skrecalnasei wiasd-
ciwej: (o} = —1782 (¢ = b5, metanol) i [aiggs =
= —T716,8° (¢ = 5, metanol).

W widmie absgrpeyinym w nadfiglecie chloro-
wadorku aglikonu czynnika A35512 B wystgpuje
maksimum w obojetnym i

Bréy 263 nm (B, = 102.63) orsz maksunum w
= 182,09).

zasadowym metanolu przy 302 nm (E}‘lém

W widmie magnetyeznego rezenamsu jadrewego
wegla 1B8C aglikonu ezynnika A-35612-B, wykona-
nym w dwumetylosulfetienlcu-dg w temperaturse
90°C, wystegpuja nastepujgee sygnaly zestawione w
tablicy 3.
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Tahlica §
L]

Nr ppm wysoko$é (%)
1 187,8 37,2
2 172,0 40,9
3 170,7 452
4 170,1 46,9
5 169,6 477
6 168,4 57,6
7 166,7 52,5
8 157,4 499
9 156,6 455

10 -155,7 55,3

1 155,6 7,5
12 155,4 56,7
13 154,3 50,5
14 149,3 43,0
15 138,8 38,8

16 136,9 54,3

17 136,3 40,2

18 135,2 31,7
19 1347 28,4

20 133,8 40,9

21 1282 102,9

22 126,2 77,2

23 123,0 57,5

24 121,3 38,1

25 117,7 44

26 117,0 31,5

27 108,6 31,0

28 106,7 47,9

29 105,7 81,2

30 103,2 26,5

31 93,6 33,4

32 74,9 39,8

33 71,8 33,9

34 68,9 40,9

.35 63,2 431

36 60,4 33,6

37 57,1 57,8

38 55,2 33,1

39 53,2 30,1

40 51,8 36,0

41 40,7 434+

42 39,9 60,9*

43 39,1 43,9*

44 23,8 55,7

45 17,1 478

46 0,0 43,7

*) Sysnal dwumetylosulfatlenku-dg

Widme magnetycznego rezonansu jadrowego we-
gla 1BC wykazuje, ze w aglikonie czynmnika A-
-35512-B znajduje si¢ w dalszym ciggu $=amino-
-2,3,6-tréjdezoksy-3-C-metylo-L-ksylo-heksagira-
noza, jeden z cukréow, zajdujacych sie w cz3-
steczce caynnika A-35512-B.

Analiza aminokwasowa poddanego dalszej kwa-
$énej hydrolizie chlorowoderku aglikonu egynnika
A-35512-B wykazuje, ze aglikon ten zawiera gli-
cyne i co najmniej trzy resasty aminokgwasowe.
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Jedna z tych reszt aminokwasowych posiada praiv-
dopodobnie budowe okreflona wzorem przedsta-
wionym na frysunku.

Chlorowodoerek aglikenu czynnika A-35512-B po-
siada co najmniej jedna dajaca sie estryfikowaé
grupe hydroksylowaq.

Chlorowodorek aglikonu czynnika A-35512-B
jest rozpuszczalny w wodzie i w metanolu ale
.nierozpuszczalny w mniej polarnych rozpuszczal-
nikach orgamicznych, takich jak benzen, chloro-
form, aeeton, eter etylowy, octan etylu, toluen,
heksan, acetonitryl i dioksan.

Wartosé Ry chlorowodorku aglikonu czymnika A-
-35512-B wynoai 0,80, podczas chrematografii eien-
kowarstwowej na celulozie i reswijaniu mieszani-
ha n-butanely;, pirydyny, kwasu octowego i wody
(15:10:3:12). Korzystnym sposobem wywolywania
jest bisautografia z zastosowaniem Sarcina Lutea.

Wartod¢é R; chlorowodorku aglikonu czynnika
A-35512-B podegas chromatografii cienkowarstwo-
wej na selu krzemionkowym i rozwijania miesza-
hing metanolu, ehloreformu i stezonego NH4OH
(3:2:1) wynosi 0,26.

Aglikon ezynnika A-=35512-B (wolha rzasada) jest
bialy, Bezpostaciowq substancja o nastepujacym
priyblionym skiadaje elementarnym: C — 52,65%,
H = 457, N = 8,01%, Cl — 2,94%, O — 27,04%0,
popiel xs 4,70%.

W widmte w podezerwieni aglikonu czynnika
A-35312-B (wolnej zasady), w tabletkach z brom-
ku potasswego, wystepuja wazniejsze maksima ab-
sorpeji przy nastgpujacych czestotliwosciach (em—1):
3360 (silne), 3260 (przegiecie) BDA0 (przedivele),
1735 (przégiecie), 1680 (silne), 1598 (Srednig), 1510
-(silfe), 1440 (drednid), 1295 (stabe), 1215 ($rednie),
1163 (Sredmie), 1122 (stabe), 1070 (slabe), 1018 (sil-
ne), 940 (stabe) 1 920 (slabe).

Miareczkowante  elektrometryczne  aglikonu
czynhika A-3881%«B (wolnej zasady) w 66% roz-
tworze wodnym dwlmetyloformamidu wskazuje
o wartodeiach pK. okolo 6,2, 83, 101, 11,4 { 124
i mozlivvg obecno$é dalszych jedhaj lub dwbceh
grup o wartoséiach wyzszych niz 12,5.

Aglikon czyhnika A-35512-B (wolna zasada) po=
siada skrecalnoé¢ wilasciwa [a]l 3 = —645° (c=3,
dwumetylosulfotlenek).

W widmie absorpeyjnym w nadfiolecie aglikonu
czynnika As33612-B (wolnej =zasady), wystepuje
makesimum absorpeji w obojetnym i kwasnym me-
tanolu pray 282 nm (E}"* = 4365) oraz maksi-
mum W 2asadowym imetanolu przy 301 nm

€M, = 8749).

Prayblizone wartosel R: aglikonu czynnika A-
35512-B (#olhej zasady) s3 takie same jak opisa-
he uprzednio dla ¢hlorowodorku.

Poza wolng zasady i chlorowodorkiem aglikonu
czynhika A-35512-B, aglikonu e&zynnika A-35512
mozna otrzymaé w postaci dopuszczalnych w far-
" maéfi addjcyinyeh s0li z kwasami. Okre$lenie ,,do-
puszczalne w tafmacji” oznacza sole, ktérych tok-
Bycznodé wobet zwierzat cieplokrwistych mie prze-
kracza tokeyeznodel wolnych czynnikéw A-35512.
Odpowiednimi i féprézéntatywnymi solami agli=
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kohu ezynnika A=33612-B s3 #ole otrzymywane w
typowej reakcji & kwasami organieznyi i nieor-
ganigznymi, takimi jak siarkowy, fosforowy, octo-
wy, bursztynowy, cytrynowy; mlekowy, maleino=-
wy, fumarowy, palmitynowy, cholowy, pamowy,
mukowy, D-glutaminowy, d-kamforowy, glutarowy,
glikolowy, ftalowy, winowy, laurylowy, stearyno-
wy, salicylowy, metanosulfonowy, bénzenosulfono-
wy, Sorbihowy, pikirynowy, benzoegewy, cynamo-
howy i podobne.

Antybiotyki A-35512 wytwarza sie podczas ho-
dowania, wytwarzajgoego A-38512, saczepu Stiep-
tomyces candidus NRRL 8156, w wWaruhkach fer-
mehtaeji podpowierzehhiows), =z Hapowietrzaniem,
w odpowiedniej poiyWce, prowadzonej az do o-
trzytahia z2naé¥hej iloSci antybiotykéw. Antybio-
tyki wyodrébfia 8ie za pomocg réznych technik
izolacji i oczyszczania, stosowanych w procesach
fermentacyjnych.

Nowy drobroustréj stosowany dla wytwarzania
antybiotylké6w A-35512 zostal wyizolowany z pré-
bék gpleby zebranej na - atolu Eniwetok. Drobno-
ustrdj zektal sklasyfikowany jako nowy szczep
Streptomyces -candidus (Krassilnikov) Waksman,
zgodnie z episem B. B. Shirlinga i D. Gottlieba w
,,Cooperative Deseription of Type Cultures of Strep-
tomyces. II. Speeies Descriptions from Second Stu-
dy”. Intern. J. Systematic Bacteriol, 18 (4). 279—
392 (1968) i S.A. Waksmana ,The Actinomycetes.
Viol. 8 Classiffcation, Identification, and Deserin-
tions of Gemera and Species”, Williams and Wil-
kins Co., Baltimore, 1961.

Klasyfikacja powyssza oparta jest na. metodach
zaleednyeh pizes International Streptomyces Pro-
jekt (H.B. #Bhirlihg i D. Gottlieb, ,Methods for
Charaeterssation of Streptomyces Species”, Intern.
Bull. Hystematic Baeteriol, 16, 313—340, 1966),
oraz Ha #hych upupekiajgcych testach. Barwy
oplEYWane zgedn¥ z mebodg ISCC-NBS, wedlug
K. L. Kelly'ego i D. B. Judde, ,, The ISCC-NBS
Method of Detefminihg Colers and a Dietienary
of Color Namee”, U.8. Department of Cemmerce
Cir. 833, Washingtah, D. C., 1955.

8ymbole w hawiaseh zwyklych odnosza sie do
Beffi barw wedlug Tresnera i Backusa (H. D. Tres
sner | 8. F. Backus, ,System of Color Whecls for
Streptomyces 'Taxohomy”. Appl. Microbiol, 11,
335338, 1063), 4 tznaczenia barw z tablic s pod«
kre§lone. W nawiasach kwadratowych podano sym-
bole barw wedlug Maerza i Paula (A. Maerz 1
M. R. Paul, ,Dictionary of Celor”, McGraw-Hil,
New York, N. Y. 1950). Hodowle prowadzono W
temperaturze 30°C, w ciagu 14 dni, je§li nie po-
dano inaczej: :

Charakterystylta szczepu wytwarzajacego anty-
biotyki A-=35512. Morfologia.

Wrytwarzane s dlugie, faliste &ponofory. Spory
taczace sie w lafcuchy zawierajace 10—50 jadmo-
stek, maja ksztalt cylindryczny i wymiary 0,7 do
1,05 X 14 do 35 mikronéw. Na réinych POZyW+
kach wytwarzane sa struktury przetrwalnikopo-
tdobne. W niektérych przypadkach obserwuje si¢
Yozwidlone lub ulozone w wigzki strzepki. Po-
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wierzchnia ' zarodnikéw, obserwowana pod mikro-
skopem elektronowym jest gladka.

Charakterystyki hodowlane na réinych pozyw-
kach przedstawia tablica 4.

Tablica 4

Pozywka

-Charakterystyka

1

2

ISP nr 2 (agar z wy-
ciggiem drozdzowym i
wyciggiem stodowym)

Wzrost obfity, spéd
szarawo-zolty (11J5),
obfita grzybnia powie-
trzna i zarodnikowanie,
biala (w) a; brak roz-
puszczalnych pigmen-
tow

ISP nr 3 (agar z ma-
kg owsiang)

Wazrost umiarkowany,
sp6d blado-z6ito-zie--
lony (10B1); tadna
grzybnia powietrzna i
zarodnikowanie, biala
(w) 13ba; brak rozpu-
szczalnych pigmen-
to6w, obserwuje sie
ciala przetrwalnikowo-

podobne.

ISP nr 4 (agar skro-
biowy z solami nieor-
ganicznymi)

Wzrost dobry; sp6d
Dbursztynowo-biaty
(10C1), dobra grzybnia
powietrzna i zarodni-
kowanie, z6ltawo-sza-
ra (GY) 2dc; lekko-
-brazowe rozpuszczal-
ne pigmenty; obser-
wuje sie ciala prze-
trwalnikowo-podobne

ISP nr 5 (agar aspa-
raginowy z gliceryng)

Wazrost dobry; sp6d
bladoz6lto-zielony
(10B2); dobra grzybnia
powietrzna i zarodni-
kowania, biala (w) a;
brak pigmentéw roz-
puszczalnych; grzyb-
nia wydaje sie byé
ulozona w wiazki.

Agar Emersona

Wzrost dobry; spéd
lekkooliwkowy (14L6);
brak grzybni powie-
trznej i zarodnikowa-
mia; lekkobrazowe roz-
puszczalne pigmenty.

Zmodyfikowany . agar
Bennetta '

nych pigmentow.

Wzrost obfity; spéd
umiarkowanie zéotty
(1136); obfita grzybnia
powietrzna i zarodni-
kowanie, biala (w)

a; brak rozpuszezal-
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c.d. tablicy 4

1

2

Agar Czapek’a

Wazrost dobry; spéd
bladozéttozielony
(10B1”; dobra grzyb-
nia powietrzna i za-
rodnikowanie, biala
(w) b; brak rozpusz-
czalnych pigmentéw;
grzybnia wydaje sie
byé ulozona w wiazki.

Agar z pasta pomido-
rowq_i maka owsiana

Wzrost obfity; spéd
szarawoz6ity (1115);
obfita grzybmia po-
wietrzna i zarodniko-
wanie, biala (w) a;
grzybnia ,stacza sie”
z powierzchni agaru;
brak rozpuszczalnych
pigmentow.

Agar odzywczy

Warost umiarkowany
do dobrego; sp6d bla-
dozélto-zielony (18D2);
dobra grzybnia powie-
trzna i zarodnikowa-
nie, biala (w) a; lek-
ko brazowe rozpusz-

_ czalne pigmenty.

Agar asparaginowy z
- glukozg .

Wzrost: dobry; spoéd.
bladozéttozielony
(17E1); dobra grzyh-
nia powietrzna i za-
rodnikowanie, biala
(w) 13ba; brak rozpu-
szczalnych pigmen-
tow.

Agar z tryptomem i
wyciagiem dr-o@dio?
wym ) :

Wazrost wyrazny; spéd
bialy (10Al); wyraZna
grzybnia powietrzna i
zarodnikowanie, biala
(w) b; brak rozpusz-
czalnych pigmentéw.

Agar tyrozynowy

Wazrost dobry, spéd
bialy (10B2); dobra
grzybnia powietrtzna

i zarodnikowanie, bia-
la (w) e; brazowe roz-
puszczalne pigmenty;
obserwuje sie eiala
przetrwalnikowopo-
dobne.

Agar z gliceryha i
glicyng

Wazrost dobry; sp6d
biaty (10B2); dobra
grzybnia powietrzna
i zarodnikowanie, bia-
la (w) b; brak pig-
mentéw rozpuszczal- .
nych. L
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1

2

Agar z jablczanem
wapnia

Warost dobry; sp6éd
biaty (10B1); dobra
grzybnia. powietrzna
i zarodnikowamnie, bia-
ta (w) a; brak roz-
puszczalnych pigmen-
tow; podioze staje sie
przezroczyste wokét
zakazonej powierzchni.

Drobnoustréj badano pod wzgledem wybranych

wlasciwosei fizjologicznych,

stosujac standardowe

postepowanie. Stwierdzono nastepujgce wlasciwos-

ci podane w tablicy 5.

Tablica 5

Obserwowana
wiasciwo§é

Charakterystyka

Dzialanie na mleko

Koagulacja z pewny-
mi przejasnieniami
w ciggu 14 dni

skosach z agaru tyro-
Zynowego,

pozywee zawierajgcej
trypton i wyciag
drozdzowy

Redukcja azotanéw Zachodzi
Wytwarzanie pigmentu
maleinowego na:

skiosach z agaru zelazo-

wego z peptonem; brak

slabe wytwarzanie
pigmentéw po 7 dniach;

brak;

Uplymnianie zelatyny

Calkowite w ciggu
14 dni

Wymagania temperatu-
rowe

(pozywKa ISP nr 2 —
skosy z wyciagiem
drozdzowym i stodowym)

26—30°C — wzrost

dobry il zarodnkowanie
37°C — slaby wzrost;
brak grzybni powietrz-
nej i zarodnikow

40°C — staby wzrost
wegetatywny

45°C — brak wzrostu.

W tablicy 6 przedstawiono wyniki testéw ma
przyswajanie wegla przez drobnoustroje NRRL
8156. Znaczenie uzytych symboli jest nastepujace:

+ — wzrost dobry, przyswajanie

(+) — wzrost ubogi do wyraznego

(—) — wzrost staby, prawdopodobnie brak przy-

swajania

— . — brak wzrostu, brak przyswajania
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Tablica 6
Zré6dlo wegla Oznaczenie
Brak (negatywna préba =)
kontrolna)
D-glukoza (pozytywna +
préba kontrolna)
i.-arabinoza {—)
Sacharoza =)
i-Inozyt +
D-mannit +
D-fruktoza +
Ramnoza (—)
Rafinoza =)
D-ksyloza (+)

Niektére cechy charakterystyczne szczepu S. can-
didus NRRL 8136, wytwarzajacego antybiotyki A-
-35512, rozniy sie cd cech drobnoustroju opisanego
przez Elwooda B. Shirlinga i Davida Cottlieba
w ,,Cooperative Description of Type Cultures of
Streptomyces III. Additional Spacies Descriptions
from First and Second  Studies”, Intern. J. Sy-
stematic Bacteriol, 18, (2), 69—189 (1968) oraz
przez Waksmana S. A. w ,The Actinomyce-
tes. Classification, Identifications and Descrip-
tions of Genera and Species”, Vol. 2, The Williams
and Wilkins Co., Baltimore, Ed., 1961.

Roéznice powyzsze zestawiono w tablicy 7.

Tablica 7
NRRL 8156 Opublikowany
opis
Przyswaja-
nie wegla
L-arabinoza — +
Ramnoza —_ +
i-Inozyt + —
Uplynnianie | Calkowite w cig-| Powolne
zelatyny gu 14 dni
Dzialanie Koagulacja z Brak koagulacji,
na mleko pewnymi prze- dobra peptoni-
ja$nieniami w zacja
ciggu 14 dni

S'zdzep Streptomyces candidus wytwarzajacy an-
tybiotyki A-35512 zostal zdeponowany w kolekeji
szezepéw Northern Regional Research Center, U. S.
Department of Agriculture, Agricultural Research
Service, Peoria, Illinois, 61604, z kt6rej to kolekcji
jest powszechnie dostepny pod numerem NRRL
8156.

Jako pozywki wzrostowe idla Streptomyces can-
didus NRRL 8156 mozna stosowaé ktorekolwiek
z wielu mozliwych. Jednak ze wzgledow ekono-
micznych oraz ze wzgledu na optymalng wydaj-
no§é i latwosé izolowania produktu, korzystne sa
niektére pozywki hodowlane. Na przykilad k-orzy-
stnym s$rodkiem weglowodanéw w produkcji na
skale przemystowg jest sacharoza, chociaz mozna
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3
stosowaé réwniez gElukoze, dekatryne z tapioki,
fruktoze, mannit, maltoze, laktoze i podobme.

Korzystiym Jrodlem azotu jest ro#pliszczalny
pepton miesny, ale réwniez moZna stosowaé make
sojowa, macake miesng, aminekwasy; takie jak
kwas glutaminowy i podobme produkty. .De ed-
gZywczych soli nieorganiczny¢h wehodzaeyeh w
sklad pozywek nalezg handlowe roapueaczalne sole,
bedace 7rédlem cynku, sodu, magnezu, wapnmia,
amonu, chlormu, weglandw, siarczanéw, azotandéw
i podobnych jonéw.

W sklad pozywki moga réwniez wchodué pod-

stawowe pierwiastki §ladowe miezbedne dla wzro-
stu i rozwoju drobnoustroju. Pierwiastki takie
zazwyczaj znajduja sie jako zanieczyszczemia w
innych skladnikach pozywki, w iloSciach wystar-
czajacych dla zaspokojenia potrzeb wzrostowych
drobnoustroju.
W fage potfzéby dodaje sie talg iloéé (0,2 ml/
fiMr) Srodka prweciwipiermego, taldego jak @likol
petpropylefibwy, jesli podezas ferfientacil w duﬁej
skali pxéniéhié Waje sle problemem.

Dla’ Wytwarzania mnaczhych loéei . antybiotykow
A-33512 korzystia jest' fermentacfa podpowiers-
chhiowa z hapowietrzahiem. Muale lfosel antybio-
tykéw A-35513 moZna otrzymywaé w hodowil w
kolbach na trzesawkach, Ze Wagledu fa opoinie-
nie W Wytwarzanaiu antybiotykaw Fwiyzatie ma oggdt
28 sibzeplenieth duzyeh Y&mborﬂw 2arpdniki-
jaca postacia m'obﬁbush‘ﬁiu 'korzystme jeﬁ who-
sowanie fRoEUlum wege’mtwnego T

Inokulum wegetatywne przyrzadza sie zaszcze-
piajac mala objeto¥é pokywiki hodowlanej forma-
mi zarodnﬂ(ujacyml lub fragmentami grzybni. drob-
houstro:u, w celu otfEyfnania “éwiezej, :aktywnie
wzrastajgtej hedowli drobnoustroju. Inokulum we-
getatywne przenosi sie mnastgpnie do wigkszyeh
fermentoréw.

Drobnoustréj wytwarzajaey antybiotyki A~36512
mozna Hodowaé w zakresie temperatur -ekolo
20—40°C. Optymalng wydajhodé wytwarzania-anty-
biotykéw As:36512 wveinga sie. W temperaturze
30—34°C.

Jak t Zwykle ma Iisee W hodowli podpo-
wierdehnlowej ¢ napowiletrianiem, przez poiywke
‘przetlacza sié jalowe powietidge,

W celu uzyskania wydafirego Wzrostu drobno-
ustroju w fermentorach przemystowych, przez po-

zywlhke praepuszqza sig korzystnie powyizej 0,1 ob- .

jetoéei powietrza ma minuig na jedng ebjetedé
pozywki. Dila uzyskania wydajnego wytwarzania
antybiotykéw A-35512 korzystnie jest. przepuszczaé
vkolo 0,256 objetasci powietrza ma minutg na jed-
dna objetoéé pozywki. .,

Proces wytwarzania antybiotykéw A-35512 pod-
cgas fermentacji moZFe by¢é konirdlowany za po-
moey ahalizowania prébek brzecizki lub eltatraktow
graybni na zawarteéé antybiotyku.

Do testowania stosuje kle drobhoustréj, o kt6-
rym wiadomo, e jest wiailiwy na wytwaraate
ahtyblotyki. Do takich drobnoustroj6w nalezy Ba-
eillus subtilis ATEC 8833, Oznacéeile blologits-
ne prowadzl sie Kofzysthie przy udyeéfu Kradkdéw

10

14

bibulowych ma plytkach z agarem 2aWierhjhcyin
ubogi w skladniki odzywcze agar.

Po zakonficZeniu fermentacji antybiotyki A-35512
mozna wyedrgbniaé z brzeealsi. -fermentacyinej
za pomoeg zmanych w praktyce sposobéw. Anty-
biotyki wytwarzane w procesie fermentacji drobmno-
ustroju wytwarsajacego A-35512 znajduja si¢ pra-
wie wylavsnie w przesaczu brzeczki.

Stad tez, najlepseq wydajnoéé izolacji antybio-
tykéw A-35513 uzydkuje sie odsgczajac najpierw
mase grezybni. Praeeqezony brzeczke mozna oczy-
szeraé dla uzyskania mieszaniny A-35512, stosujge
rozmaite sposoby. Korzystna metoda polega na ad-
sorpcji na kolummnie z poliamidem i nastepnie elu-
aell wody- i wornym roetworem  alkohala, Frakéje
eluatu xawierajace untybiotyki oy siQ 1 oWey
muje mieszaning A«35612. Mona fo6whies wa pb-
mocg takiej samej technikl 1aéaye postviegdine
frakcje na podstawie wynikébw chromatografii
cienkowarstwowej i otrzymywaé oczyszczony czyn-
nik A-35512-B i wzbogacone mieszaniny pozosta-
lych czynnikéw A-35512.

Dalsze oczyszczanie poszczegélnych czynnikéw
A-35512 polega na dodatkowej adsorpcji i elmacji.
Jako frateriuly wdidrbeyjne mo¥ni % pfﬁfbé‘)zemem
stosowaé tlenek glinu, Zel krzemisnlkowy, Wymie-‘
niatze jonowe 1 podobne.

Czyaniki A-333182 wystepuja w brzeme fermem
tacyjnej ~w postael chlorowodorkéw. W korzysts
nym sposobie .rezdzialu na materjale poliamido-
wym otrzymuje -sie czyhnik A-35512 i mieszaning
pozostalych czynnikéw w postati chlotowodadkdw,
Kazdy z poszczegélnych czynnikdw (Roma Dse.
ksztalcaé w wolng zasade nie 2awierajaca thloru
jonowego, stosujagc fa przyklad ehior¥itogratte na
slabo - zesudowym Wythienideal jonowym.:
CAltarnatywnis, stake skladniki hodowd w tym
skladniki pozywki i grzybni¢ nipéna stosowaé jako
grodito antybiotykéw A-35512, z peminieciem ope:
racji ekstrakcji lub rezdzielania, ale kerzystnie po
usunig¢eiu wody. Na pfzyklad po zakoficzeniu fers
mentaéji broecske zawlerajacq antyblotyil A:88512
mozna liofilizowad i stosowaé bezpoérednio Ja.ko
domitszke do pusk.

Aplficoth  czynnika A-35512-B wy'twasrza sle o2}
drodie - lagodfie] kwad$nej hydrolidy eiyhAita A-
-35513:8, kt6ry to ezynnik najlatwied Jest otray«
mywaé W pbiteel dwuchlorowodesiar. :

Stad tez dwuchlorowodorek czynnika A-35512-B
jest korzysthym matefialem wyjsciowym do wy«
twarzania aglikonu czynhika A-35512-B. Mozna do
tego celu stosowaé wolny czynnik A-35512-B lub
inng jego addycyjna sél kwasowa. Hydrolize kwa$-
n3 prowadzi sie 'stosujac zname sposoby poste-
powank: '

‘Chocial motha 60 tegod calu ¥oowal Wiele: réza
nyeh kwaséw, to koragstnym jest kwas solny.
Jesli stosuje sie kwas solny to aglikon czynnika
A-35512-B otrzynuje sié w postact chlorowodor-
ku. Hydrolize koreysinie prowadei sie w wodzie,
w temperaturze wrzenia — w ciggu od okoto
1 do okoto 2 godzin. Dluzszy ezas reakeji prowadzi
do degradacji aglikonu, w wyniku ¥tdrej otrzy-
muje si¢ mnlej aktywne, a w iviicu nleaktywne
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1
produkty. Optymalny czas dla specyficznych wa-
runkéw reakcji mozna wyznaczaé za pomocg ana-
lizowania mieszaniny reakcyjnej na aktywnosé
biologiczna.

W tablicy 8 podano aktywno$é aglikonu czyn-
nika A-35312-B oznaczong metoda dyfuzji w agar.
Test wykonano umieszczajagc na plytkach agaro-
wych zakazonych badanym drobnoustrojem krazki
bibulowe o $rednicy 6 mm zanurzone uprzednio
w roztworze zawierajagcym testowy zwiazek w ste-
zeniu 1 mg/ml.

Tablica 8

Wielko$¢é strefy zaha-
mowania (w mm)

Drobnoustréj testowy aglikonu czynnika

A-35512-B wolne]j zasady
Staphylococcus aureus 19
Bacillus subtilis 13
Saroina lutea 14

Bacillus subtilis * 22

*) Na ubogim w skladniki odzywcze agarze.

W tablicy 9 zestawicno najmniejsze stgzenia ha-
mujgce (MIC), obrazujace aktywnosé ehlorowo-
dorku aglikenu czynnika A-35512-B wobec wy-
branych szczepéw Staphylococcus aureus, w stan-
dardowym tesecie rozcienczeniewym na agarze.

Tahlica 9
Drobnoustréj testowy MIC (ug/ml)
Staphylacoccus aureus 3055 * 0,5
Staphyloceccus aureus H290 * 0,5
Staphylocoecus aureus V92 * 0,5
Staphylocgceus aureus V104 * 0,25
Staphylocaccus aureus 3074 ** 0,25
Staphylococcus aureus H43 ** 0,5
Staphylococcus aureus V57 ** 0,5
Staphylococcus aureus H3p6 ** 1,0
Staphylococeus aureus 3730 *** 0,5
Staphylgcoccus aureus 3131 ¥+ 1 0,5

*) wrazliwy na penicyline G

**) oporny na penicyling G
¥*¥) oporny na penicyling G i metycyling
*#¥¥) oparny ma penicyling G, metycyline i klin-

damycyne

W tablicy 10 podano wyniki dodatkowego testu

rozcienczeniowego na agarze obrazujace akiywno$é
chlorowodorku aglikonu czynnika A-35512-B wo-
bee r@znych szczepaw Streptococci Grupy D.
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Tablica 10
Drobnoustréj testowy ‘MIC (,urg/ml)f
|
Streptqc_:ocwcu.s sp. Shrigley 1,0
Streptococcus sp. Mitis 1,0
Streptococcus sp. 12253F 1,0
Streptococcus sp. SSP2 1,0
Streptococcus sp. 9933 1,0
Streptococcus sp. 9913 1,0
Streptococcus sp. 292 1,0
Streptococcus sp. 238 1,0

Aglikon czynnika A-35512-B wykazuje in vivo
aktywno$¢ przeciwbakteryjng wobec wywolywa-
nych do$wiadczalnie infekcji bakteryjnych. Zara-
zonym myszom podawano dwie dawki podskérne
chlorowodorku aglikonu czynnika A-35512-B i ob-
serwowang aktywnos$é oznaczano jako EDgg. Uzy-
skane wartoSci EDsp dla chlorowodorku czynnika
A-35512-B podane sa w tablicy 11.

Tablica 11
Natezenie
Drobnoustréj testowy EDjq infekcji (do-
: Iotrzewnewo)
Streptococcus pyogenes
C203 58 1570X LDj3g
Streptococcus pneumo-
niae 7,0 374X LDs5p
Staphylococcus aureus
3055 1,04 370X LDgq

Amtybiotyki A-35512 sg wzglednie nietoksyczne,
na przyklad LDjg dla dwuchlorowodorku czyn-
nika A-35512-B przy podawaniu dootrzewnowym
myszom Wwynosi okolo 1356 mg/kg, a przy po-
dawaniu dozylnym 1000—1250 mg/kg.

Inng cenng wilasciwoscia mieszaniny A-35512 i
jej skladnikéw jest zdolno§é zwiekszania wydaj-
nosci karmienia u zwierzat. Stwierdzono to na
przykladzie zwierzat przezuwajgcych, posiadajacych
rozwinieta funkcje zZwacza.

Wiadomo jest, ze wydajno$é przyswajania weglo-
wodanéw u przezuwajgcych wzrasta w wyniku
dzialania, ktore stymuluje wytwarzanie przez flo-
re¢ bakteryjnag zwacza propionianéw zamiast octa-
néw lub maslanéw. Zostalo to szczegbloweo opisa-
ne przez Churcha i wspélpracownikéw w , Digesti-
ve Physiology and Nutrition of Ruminants”, tom 2,
1971, str. 622 i 625.

Wydajnosé paszy moze byé okres§lana w testach
in vivo u bydia z zalozona przetoka, przy zasto-
sowaniu sposobu podanego przez Arthura P. Rauna
w opisie patentowym Stanéw Zjednoczonych Ame-
ryki nr 3794732, zwlaszcza w przykladzie VIII
W tablicy 12 przedstawiono wyniki takiego tedtu
dla dwuchlorowodorku czynnika A-35512-B. Poda-
ne stezenie kwasu propionowego w zZwaczu jest
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$rednim z pieciu analiz przeprowadzonych w ciagu
21 dni.

Tablica 12
. Procent
Sredni pro- molowy
Ilo$é cent molo- wzrostu w
zwierzat wy k'wasu stosunku
propiono- | g4 proby
wego kontrolnej
Préba kon-
trolna 5 19,3 —
Préba z
czynnikiem
A-35512-B
(50 g/tone) 5 26,0 6,7

Mieszanina A-35512 i jej skladniki zwiekszaja
stezenie propionianéw i tym samym wydajnoéé
paszy przy podawaniu przezuwajacym w dawkach
dziennych 0,15—10,0 mg/kg. Lepsze wyniki osiaga
sie¢ przy podawaniu w dawkach 1,0—2,0 mg/kg/dzien.

Korzystnym sposobem podawania mieszaniny
A-35512 lub poszczegblnego zwigzku jest miesza-
nie ich z pasza dla zwierzat. Antybiotyki te mo-
g3 byé rowniez podawane w inny sposéb, na
przyklad w postaci tabletek, wlewoéw do gardia
lub kapsulek. Powyzsze formy farmaceutyczne
przygotowuje sie sposobami dorze znanymi w far-
macji lekéw weterynaryjnych. Kazda pojedyncza
dawka leku powinna zawieraé mieszaning A-35512
lub jej skladnik w ilo$ci odpowiadajacej dziennej
dawce podawanej zwierzeciu.

Mieszanina A-35512 i jej skladniki sg takze uzy-
teczne jako czynniki wzrostowe dla zwierzat.

‘Podane nizej przyklady ilustruja dokladniej spo-
sob wedlug wynalazku. Z przykladéw tych, przy-
klady I—VI dotycza wytwarzania substancji wyj-
§ciowych.

Przyktad I. A. Fermentacja A-35512 w kol-
bach na trzesawkach.

Liofilizowane pastylki Streptomyces candidus
NRRL 8156 rozpuszcza sig w 1—2 ml jalowej wo-
dy i zakaza roztworem skosy agarowe zawiera-
jace wycigg drozdzowo-stodowy Bacto (ISP nr 2,
produkcji Difeo Laboratories, Detroit, Michigan).

Zakazone stosy inkubuje sie w temperaturze
30°C, w ciggu okolo 7 dni. Dojrzalg hodowle na
skosach pokrywa sie 2 ml wody i zdrapuje ste-
rylng pipeta spory. Porcje 0,1 ml wodnej zawie-
siny sporéow stosuje sie do zakazenia nastepnego
skosu agarowego z pozywka ISP nr 2.

Zakazony skos inkubuje sie w temperaturze
30°C w ciggu okolo 7 dni. Dojrzals hodowle na
skosach pokrywa si¢ 5 ml wody i zdrapuje spo-
ry sterylng pipeta. Porcje 2,5 ml otrzymanej za-
wiesiny spor6w stosuje sie do zakazenia 30 ml
pozywki wegetatywnej o nastepujgcym skladzie:

10

15

30

35

40

45

50

55

20
Skladnik Iloké
Pozywka tryptykazowo-sojowa
(Baltimore Biological Labora-
tories, Cockeysville, Md). 30 g
Woda odmineralizowana do 1 litra

Zakazong pozywke wegetatywng inkubuje sie w
kolbach Erlenmayera o objgtosci 250 ml, w tem-
peraturze 30°C, w ciggu 48 godzin, na trzasawce
obrotowej o 250 obrotach na minute i wychyle-
niach 50 mm.

0,5 ml inkubowanej pozywki wegetatywnej sto-
suje si¢ do zakazenia 50 ml pozywki produkcyj-
nej o nastepujacym skladzie:

Skladnik Ilosé w g/litr
Dekstryna z tapioki 25,0
Glukoza 10,0
NH4NOj 2,5
KCl1 15
MgSOy4 1,1
FeCl,+4H,0 0,03
ZnCl, 0,03
KH,PO, 4 01 D
Kwas L-glutaminowy 1,0
DL-citrulina 0,1
CaCOg 5,0
Woda odmineralizowana do 1 litra

Zakazong pozywke produkcyjng inkubuje sie w
kolbach Erlenmayera o pojemnos$ci 250 ml, w tem-
peraturze 32°C, w ciggu 8—10 dni, na trzesawce
obrotowej o 250 obrotach na minute i wychyle-
niach 50 mm. '

B. Fermentacja A-35512 w fermentorach.

W celu uzyskania wiekszej ilo$ci inokulum, 20 ml
inkubowanej pozywki wegetatywnej, otrzymanej
w spos6éb opisany powyzej stosuje sie do zaka-
Zzania 400 ml wzrostowej pozywki wegetatywnej
II etapu o skladzie takim samym jak sklad po-
zywki wegetatywnej. Pozywke II etapu inkubuje
sie w kolbach o pojemnosci 2 litry, w ciggu 24 go-
dzin, w temperaturze 32°C, na trzesawce obroto-
wej o 250 obrotach na minute i wychyleniach
50 mm.

800 ml pozywki wegetatywnej II etapu stosuje
sie do zakazania 100 litr6w jalowej pozywki pro-
dukcyjnej. Zakazong pozywke produkcyjng pod-
daje sie fermentacji w fermentorze o pojemnoéci
165 litréow, w ciggu okolo 8—10 dni, w tempe-
raturze 32°C. Zawarto§¢é fermentora -napowietrza
sie stosujac 0,25 objetoSci powietrza na minute
na objetos¢ pozywki, oraz miesza stosujgc zwykle
mieszadio o 200 obrotach na minute.

Przyklad II. Inkubowang pozywke wegeta-

tywna, przygotowana w spos6b podany w punk-
cie A, mozna ewentualnie przechowywaé do péZ-
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niejszego uzycia, utrzymujac j3 pod parami ciekle-
go azotu.
W tym celu, w prébéwce o wymiarach 13 X 100
mm wyjalowionej i zaopatrzonej w przykrywke

§rybowga, umieszcza sie 2 ml -zawiesiny $rodka

rozpraszajacego o nastépujgcym skladzie:
Skiadnik Ilosé

Gliceryna 20%

Laktoza 10%

Weoda odmineralizowana 70%

Do powyiszej zawiesiny dodaje sie 2 ml inku-
bowanej w ciggu 48 godzin hodowli wegetatywnej,
preygotowanej w sposéb opisany uprzednio. Mie-
sza:!ﬁne zamraza sie i przetrzymuje pod oparami
w pojemniku zawierajgcym clekly azot.

Przechowywane w taki spos6éb inokulum wege-

tatywne rozmraia sig¢ przed uiyciem zanurzajac
fiolke w lazni wodnej o temperaturze 43°C. 1 ml
rozmgoighege inekulum stosuje sie¢ do zakazenia
30 mil pozywiki wegetatywnej o skladzie poda-
nym w punkeje A.
- Zakazeng pozywke wegetatywna stosuje sig, jak
to zostalo wyzej opisane do fermentacji w kol-
bach na trzesawkach lub dla uzyskania wiekszej
ilg§ci inokulum do fermentacji w fermentorach.

Przyktad III. Proces fermentacji prowadzi
sle w spos6b opisany w przykladzie I, stosujse
poiywke produkcyjng do hodowli w kolbach lub
fermentorach o nastepujgcym skladzie:

Skiadnik Iloéé (g/litr)
Pekstryna z tapioki - 75,0
Melasa 40,0
Roazpuszczalny pepton
migsny 15,0
MgSO4-THZ0 0,5
CaCOg 2,0
Woda do 1,0 litra

Przayklad IV. lzolacja mieszaniny antybioty-
cznej A-35512. .

Calo$¢ braeazki fermentacyjnej (946 litréw) o-
trzymanej w spos6b opisany w przykladzie I,
sgczy sie stosujac pomoc filtracyjng (ziemia okrzem-
kowa Hyflo Super-cel firmy Johns-Manville Pro-
ducts Corp.). Warto§é pH brzeczki wynosi 6,8—7,2.
Klarowny przesacz przepuszcza sie przez kolumne
zawierajacg zywice Amberlit XAD-4 (produkcji
firmy Rohm and Haas Co.), stosujgc 10 ml Zy-
wicy na 100 ml przesgczu brzeczki. Kolejne frak-
cje bada si¢ na aktywno$é biologiczng stosujac
standardowg analize krazkowg wobec Sarcina lu-
tea. Frakcje mieaktywne biologicznie odrzuca sie.
Kolumne przemywa si¢ wodg w iloSci réwnej
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1/8 objetoSci brzeczki, z szybkoscig 150 ml/mi-
nute.

Nieaktywng wode z przemycia odrzuca sie. Na-
stepnie elyuje sie produkt 600 litrami 50% roztwo-
ru wodnego metanolu z szybkos$cia 200 ml/minute.
Eluaty zawierajagce mieszanine antybiotykéw A-
-35512 zateza sie pod zmmiejszonym ciSnieniem
do objetosci okoto 15 litrow. W jednym litrze
znajduje sie okolo 200 graméw mieszaniny anty-
biotycznej A-35512. )

Przykiad V. Wyodrgbnianie poszczegélnych
czynnikow z mieszaniny antybiotycznej A-35512.

Okolo 3000 graméw mieszaniny antybiotycznej
A-35512 rozpuszczonej w 15 litrach metanolu, o-
trzymanej w sposéb opisany w przykladzie IV,
chromatografuje sie¢ na kolumnie wypelnionej
100 litrami poliamidu produkcji firmy Woelm.
Kolumng eluuje sie odmineralizowang wody z.
szybkoscig okolo 80—120 ml/minute.

Odbierane frakcje bada si¢ metoda chromato-
grafii cienkowarstwowej na celulozie lub chroma-
tografii hibyjowej, stosujac do rozwijania mieszani-
ne n-butanch, pirydyny, kwasu octowego i wody
(15:10:3:13) i do wywolywania bioautografie wobec
Sercina lufea.

Pierwsze 100 litré6w eluatu odrzuca sie i ustala
szybko§é przeplywu na okolo 16—200 mliminute.
Zbiera sig- 12 frakcji o ohjetosci 12 litr6w kaida.
Nastgpnie zmienia sig eluent i eluuje w gradiencie
metanolu i wody, stosujac nastepujgce postepowa-
nie,

Zbiornik zawierajacy 360 litréw metanolu laczy
si¢ polaczeniem syfonowym ze zhiornikiem zawie-
rajacym 120 litr6w wody. Mieszanine pozpuszczal-
nik¢w miesza si¢ i podaje na kolummne. Zbiera
si¢ 24 frakcje o objetosci 24 litr6w kazda, pro-
wadzac eluacje z szybkoScig 200—300 ml/minute.

Na podstawie wynikéw bioautografii laczy sie
poszczegdlne frakcje w grupy i odparowuje pod
zmniejszonym ci$nieniem, otrzymujac dwuchlorowo-
dorek czymnika A-35312-B i nastgpujace wzhoga-
cone mieszaniny innych czynnikéw co przedsta-
wia tablica 13.

Tablica 13

keie | Obietosé |
Frakcje Cz ik Ilo$é

¥ (w litrach) ynn |
1—10 120 A+H | 102¢

. 11—34 216 ‘B | 298

1531 168 B+C 500 g
3244 312 C,EF,G 24 g

Przyktad VI. Oczyszczanie czynnika A-35512-
B. -
Czesciowo oczyszczone 400 g dwuchlorowodorku
czynnika A-35512-B, otrzymanego wedlug przykla-
du V, rozpuszcza sie w 1,2 litra 509 roztworu
wodnego metanolu i chromatografuje na kolum-
nie z tlenkiem glinu. Kolumne przygotowuje sie
w nastepujacy sposéb.

10 kg kwasnego tlenku glinu (firmy Woelm) mie-
sza sie z 50% roztworem wodnym metanolu. Mie-
szaning pozostawia si¢ do odstania, dekantuje su-
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pernatant i odrzuca go. Tlenek glinu miesza sie

powtérnie z 509 roztworem wodnym metanolu
i wprowadza do kolumny o S$rednicy 13,5 cm
a nastepnie przemywa 500/ roztworem wodnym
metanolu az do uzyskania klarowmego eluatu.

Produkt eluuje sie 509/ roztworem wodnym me-
tanolu z szybko$cia okolo 8—10 ml/minute, zbie-
rajagc frakcje o objetoSci okolo 240—300 ml. Ko-
lejne frakcje bada sie za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej, stosujac do wywolywania bio-
autografie, jak to zostalo opisane w przykladzie V.
Na podstawie wyniké6w oznacza poszczegblne frak-

cje laczy sie i otrzymuje oczyszczony dwuchloro- -

wodorek czynnika A-35512-B. Wyniki przedstawia
tablica 14.

Tablica 14
Frakcje TIoéé
17—21 96 g
22—29 72,0 g
30—37 1170 g

Kazdg z powyzszych frakcji krystalizowano w
temperaturze 4°C z zatezonego 50% roztworu wod-
nego metanolu. Otrzymany dwuchlorowodorek czyn-
nika A-35512-B zawiera okolo 4,6%/p chloru. War-
tos¢ pH roztweru dwuchlorowodorku czynnika A-
-35512-B w 669 roztworze wodnym dwumetylo-
formamidu wynosi okolo 6,5.

Przyklad VII. Wytwarzanie aglikonu czyn-
nika A-35512-B.

5,0 g dwuchlorowodorku czynnika A-35512-B, o-
trzymanego wedlug przykladu VI, rozpuszcza sie
w 200 ml wody. Otrzymany roztwér zakwasza sie
za pomocg 14 ml 4n kwasu solnego i ogrzewa w
temperaturze wrzenia w ciggu dwoéch godzin, po
czym ochladza i odparowuje pod zmmiejszonym
ci$nieniem do 3M objetosci pierwotnej. Nastepnie
wkrapla sie 6n kwas solny az do -calkowitego
wytracenia osadu. Osad odsacza sie i suszy otrzy-
mujgec 3,56 g surowego chlorowodorku aglikonu
A-35512-B.

Po zatezeniu i zamalizowaniu przesaczu stwier-
dza sie obecno$é glukozy, fukozy, mannozy i ram-
nozy.

Surowy aglikon A-35512-B oczyszcza sie za po-
mocg chromatografii na przemywanym kwasem
tlenku glinu (Woelm, typ I), stosujac do elucji
‘mieszanine 1:9 wody i metanolu. Kolejne frakcje
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analizuje sie za pomocg chromatografii cienkowar-
stwowej na celulozie. Frakcje zawierajgce agli-
kon A-35512-B laczy sie i zateza pod zmniejszo-
nym ci$nieniem. Otrzymuje sie 398 mg czesciowo
oczyszczonego produktu. Wpymiki chromatografii
ciemkowarstwowej z zastosowaniem do wywolywa- -
nia ninhydryny, wskazujg na obecno$é nieaktyw-
nych biologicznie zanieczyszczen.

Porcje (100 mg) powyZszego czeSciowo oczysz-
czonego aglikonu czynnika A-35512-B poddaje sie
dalszemu oczyszczaniu za pomocg chromatografii
na poliamidzie MN-SC-6 (producent Machery, No-
gel and Co., sprzedawca Brinkman Instruments
Co., wielkoé§é 0,07 mm) przy zastosowaniu do elu-
cji wody. Frakcje analizuje sie za pomocg chro-
matografii cienkowarstwowej w spos6b opisany
uprzednio. Frakcje eluatu zawierajace aglikon
czynnika A-35512-B 1laczy sie i liofilizuje. Otrzy-
muje sie 64 mg oczyszczonego chlorowodorku agli-
konu czynnika A-35512-B. Calkowita wydajno$é w
stosunku do wyjsciowego czynnika A-35512-B wy-
nosi 5,08%.

Przyktad VIII. Wytwarzanie wolnej zasady
aglikonu czynnika A-35512-B.

50 mg chlorowodorku aglikonu czynnika A-
-35512-B, otrzymanego wedlug przykiadu VII, roz-
puszcza sie w 10 ml mieszaniny 1:1 metanolu i
wody. Roztwér zobojetnia sie za pomoca 3,5 ml
wymieniacza jonowego Bio-Rad AC-3-X w formie
wodorotlenkowej. Calo§¢é miesza sie w ciggu 15
minut w temperaturze pokojowej, po czym od-
sgcza wymieniacz a przesacz zateza pod zmniej-
szonym ciSnieniem do polowy objetosci, w tem-
peraturze nie przekraczajgcej 60°C i nastepmie lio-
filizuje. Otrzymuje sie 68 mg wolnej zasady agli-
konu czynnika A-35512-B.

Zastrzezenie patentowe

Spos6b wytwam‘zahia aglikonowej pochodnej
czynnika B mieszaniny antybiotyczmej A-35512,
znamienny tym, ze drobnoustréj Streptomyces

candidus NRRL 8156 hoduje si€ w pozywce za-
wierajacej zrodlo przyswajalnego weglowodanu i
azotu oraz sole nieorganiczne, w warunkach pod-
powierzchniowej fermentacji aerobowej, do uzy-
skania znacznej aktywmo$ci antybiotycznej, po
czym mieszanine antybiotyczng A-35512 wyodreb-
nia sie z pozywki hodowlamej, z mieszaniny tej
wydziela sie czynnik B mieszaniny antybiotycz-
nej A-35512 i czynnik ten poddaje sie hydroli-
zie za pomocg umiarkowanie mocnego kwasu.
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