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Sposób wytwarzania aglikonowej pochodnej czynnika B miesza¬
niny antybiotycznej A-35512

Przedmiotem wynalazku jest sposób wytwarza¬
nia aglikonowej pochodnej czynnika B mieszani¬
ny antybiiotyczmej A-35512.

Antybiotyki A-35512 są blisko spokrewnionymi
antybiotykami glikopeptydowymi. Czynnik B anty¬
biotyków A-35512, najdokładniej scharakteryzo¬
wany składnik kompleksu antybiotycznego A-35512,
jest nowym antybiotykiem z grupy antybiotyków
zawierających ugrupowanie peptydowe, takich jak
wankomycyna (opis patentowy Stanów Zjednoczo¬
nych Ameryki Nr 3067099), antybiotyki A-4696, H,
B i C (opis patentowy Stanów Zjednoczonych
Ameryki nr 3952095), awoparcyna (opis patento¬
wy Stanów Zjednoczonych Ameryki nr 3855410),
reistoimycyna A/N, Łonnakina, 7th Intetnnaitional
Symposium of Chemistry of Natural Products, Ry¬
ga, 1970, str. 625) i rystocetyna A (opis paten¬
towy Stanów Zjednoczonych Ameryki nr 2990329.

Antybiotyki A-35512 różnią się od powyższych
znanych antybiotyków, między innymi ruchliwo¬
ścią w różnych układach chromatograficznych i
składem aminokwasowym i cukrowym.

Chociaż znane są obecnie liczne środki przeciw-
bakteryjne, istnieje w dalszym ciągu potrzeba po¬
szukiwania nowych, lepszych antybiotyków. Jed¬
nym z problemów współczesnej terapii antybio¬
tykami jest fakt różnej skuteczności różnych an¬
tybiotyków w stosunku do patogennych drobno¬
ustrojów. Z drugiej strony szczepy drobnoustro-
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jów uodporniają się na działanie obecnie stoso¬
wanych antybiotyków.

Ponadto, u indywidualnych pacjentów często
występują poważne reakcje uboczne po podaniu
określonych antybiotyków, takie jak nadwrażli¬
wość i/lub działanie toksyczne. Dlatego też ko¬
rzystne jest wytwarzanie nowych antybiotyków
aktywnych w chorobach wywoływanych przez dro¬
bnoustroje.

Ponadto korzystne jest otrzymanie dodatków
paszowych zwiększających efektywność karmienia
zwierząt przeżuwających i drobiu. Zwiększenie e-
fektywności karmienia nabiera coraz większego

15 znaczenia. Środkami zwiększającymi efektywność
karmienia u wielu zwierząt i ptactwa są dwuety-
lostilbestrol i inne estrogeny.

Połączone jest to jednak z ryzykiem, że resztki
tych dodatków paszowych przechodzą do mięsa

20 przeznaczonego do spożycia. Dlatego też istnieje
realna potrzeba ekonomiczna poszukiwania nowych
sposobów zwiększania efektywności ograniczonych
zasobów pasz, dostępnych dla produkcji mięsa ze
zwierząt przeżuwających i drobiu.

25

Zastosowanie mieszaniny antybiotycznej A-35512
lub poszczególnych czynników i ich pochodnych
jest postępem w tej dziedzinie. *

Sposobem według wynalazku wytwarza się agli-
3<> konową pochodną czynnika B mieszaniny antybio-
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tycznej A-35512, określonego jako czynnik anty-
biotyczny A-35512-B.

Cechą sposobu według wynalazku jest to, że
drobnoustrój Streptomyces candidus NRRL 8156,
hoduje się w pożywce zawierającej źródło przy¬
swajalnego węglowodanu i azotu oraz sole nie¬
ograniczone, w wairunkaich poidipowderzchiniciwej fer¬
mentacji aerobowej, do uzyskania znacznej ak¬
tywności antybiotycznej, po czym mieszaninę an-
tybiotyczną A-35512 wyodrębnia się z pożywki ho¬
dowlanej, z mieszaniny tej wydziela się czynnik
B mieszaniny antybiotycznej A-35512 i czynnik ten
poddaje się hydrolizie za pomocą umiarkowanie
mocnego kwasu.

Aglikon czynnika A-35512-B oraz jago dopusz¬
czalne w fermentacji sole stosuje się jako doda¬
tek do karmy dla drobiu w ilości zwiększającej
efektywność karmienia.

Ponadto aglikon czynnika A-35512-B i jego do¬
puszczalne w farmacji sole podany doustnie zwie¬
rzętom przeżuwającym z rozwiniętą funkcją żwa-
cza, w dawce zwiększającej ilość propionianu, po¬
woduje zwiększenie przyswajania pokarmu u tych
zwierząt.

Aglikon czynnika A-35512-B i jego dopuszczal¬
ne w farmacji sole można także stosować do
zwiększania przyswajania pokarmu u drobiu, po¬
dając tym zwierzętom doustnie skuteczną dawkę
aglikonu czynnika Ą-3i5612-B lub jego soli.

Widmo w podczerwieni, w zawiesinie w oleju
parafinowym, aglikonu czynnika A-35512-B przed¬
stawia fig. 1.

Poszczególne czynniki A-35512 są blisko spokre¬
wnionymi związkami. Jako mieszaninę antybioty-
czną A-35512 izoluje się z brzeczki fermentacyj¬
nej aż siedem czynników ąntybiotycznych. Posz¬
czególne czynniki rozdziela się i wyodrębnia czyn¬
niki A, B, C, E i H. Mieszanina A-35512 jest
rozpuszczalna w wodzie, częściowo 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 białą, bezpostaciową,
zasadową substancją o przybliżonym wzorze empi¬
rycznym Coy.agHio^iosNg^C^e^gCl i następują¬
cym przybliżonym składzie elementarnym: C —
53,97%, H — 4,75%, N — 5,25%, O — 34,29%,
Cl — 1,59%.

Powyższe wyniki analizy elemenltarnej w szcze¬
gólności są zgodne z korzystnym wzorem empiry¬
cznym C9$Hio4NftC>47Cl (obliczono: C — 53,60, H —
4,75, N — 5,47, O — 34,30, Cl — 1,61). Innym
korzystnym wzorem empirycznym jest CggHioaNg-
O47CI (obliczono: C — 54,00, H — 4,75, N — 5,15,
O — 34,50, Cl — 1,60).

W widmie absorpcyjnym w nadfiolecie czynni¬
ka A-35512-B występuje maksimum w kwaśnym
i obojętnym metanolu przy 282 nm (s = 15.000)
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i w zasadowym metanolu przy 292 nm (* =*
= 16.000), przy czym molarny współczynnik eks¬
tynkcji obliczono dla ciężaru cząsteczkowego 2000.
W widmie w nadfiolecie występuje także pasmo

5 absorpcji końcowej przy 225 nm.

Czynnik A-35512-B wykazuje następujące war¬
tości skręcalności właściwej: [a]^*» —423° (c = 1,
woda) oraz [a]JJB = ^446° -fc = 1, woda).

Miareczkowanie elektrometryczne czynnika A-
-35512-B w 66% roztworze wodnym dwumetylo-
formamidu wskazuje na obecność czterech dają¬
cych się miareczkować grup o wartościach pKa
około 7,15, 8,81, 10,20, 12,00 i możliwą ^becność
grupy o pKa wyższym niż 13,50. Prawdopodobny
ciężar cząsteczkowy czynnika A-355H2-B wynosi
według miareczkowania około 2143.

Dwuchlorowodorek czynnika A-35512-B jest po
20 krystalizacji z 50% roztworu wodnego metanolu

białą krystaliczną substancją. Chociaż dwuchloro¬
wodorek czynnika A-35512-B jest higroskopijny i
nie posiada wyraźnej temperatury topnienia, to
termogram wykazuje ubytek wagi rozpoczynający

25 się od temperatury 25°C i wyrażający się 7,4%
straty w temperaturze 121°C i rozkładem w tem¬
peraturze 135°C.

Dwuchlorowodorek czynnika A-35512-B ma na¬
stępujący skład elementarny: C — 52,57%, H —

30 4,80%, N — 5,66%, O — 32,8fl%, Cl — 4,51%.
Powyższe wyniki analizy elementarnej są w

szczególności zgodne z innym alternatywnym wzo¬
rem empirycznym CgsH^NgC^TCl • 2HC1 (obliezo-

35 no: C — 51,93, H — 4,65, N — 5,57, O — 33,20,
Cl — 4,65).

W widmie absorpcyjnym w nadfiolecie dwuchlo-
rowodorku* czynnika A-35512-B występuje maksi¬
mum w kwaśnym i obojęjtnym meltanolhi przy 282

40 nm (e = 12.000) i w zasadowym metanolu przy
292 nm (e = 14.000), przy czym molarny współ¬
czynnik ekstynkcji obliczano dla ciężaru cząstecz¬
kowego 2000. W widmie w nadfiolecie występuje
także pasmo absorpcji końcowej przy 225 nm.

45

Dwuchlorowodorek czynnika A-35S12-B wykazu¬
je następujące wartości skręcallnosci właściwej:

[«]d^ -128° (g * 1, woda) i WŁ- —475°
(c = 1, woda).

50 Miareczkowanie elektrometryazne dwuchlorowo-
dorku czynnika A-35512-B w 66% roztworze wod¬
nym dwumetyloformamidu wskazuje na obecność
czterech dających się miareczkować grup o war¬
tościach pKa około 7,15, 8,87, 10,30 i 12,10 i moż-

55 liwą obecność grupy o pKa wyższym niż 13,1.
Prawdopodobny ciężar cząsteczkowy dwuchloro-

wodorku czynnika A-35512-B wynosi na podsta¬
wie miareczkowania około 2027.

60 W widmie magnetycznym rezonansu jądrowego
węgla 18C dwuchlorowodorku czynnika A-35512-B,
wykonanym w D20, występują następujące sygna¬
ły zestawione w tablicy 1.
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Tablica 1

Nr

2

3

4

5
6

7
8

9

10

U
12

13

14

15

16

17

18 .

19. .
20
21
22

23

24

25

26

27
28

29

30

31

32

33

34
35
36

37

38

39

40
41

42

43

44
45
46
47

48

49

50

51

152
63

■54- ■

55

56

57

58

69

[ 60

ppm

173,0
171,9
171,6
171,0
170,8
169,6
159,0
157,9
157,5
156,6
155,6
155,3
154,9
154,3
151,7
144,3
136,7
136,2
135,4
135,2
133,6
133,3
129,8
129,3
128,8
127,6
126,1
124,2
122,4
122,0
120,7
116,5
109,5
108,2
107,7
104,5
101,8
100,9

98,2
76,9
76,1
74,1
73,5
72,7
72,3
71,0
70,3
69,7
67,4
64,6
62,0
58,0
56,8
55,4

\ 54,3
24,5
17,9
17,2
16,3

wysokość (%)

4,1
3,7
3,3
5,8
5,0
3,6 ■
4,1
4,4
3,7
4,8
6,1
4,2
3,3
4,2
3,3
3,1
3,5
4,9
4,0
4,4
4,2
4,1
1,7
3,0
2,6
1,5
3,9
5,6
1,4
4,4
3,3
2,7
0,8
1,1
2,7
1,7 .
2,9
1,6
1,0
1,2
1,8
2,0
2,7 ■
2,4
4,0
7,1
2,5 ' .
2,5'"

74,7*
1,2
1,5
1,3
1,7
3,9
2,5
2,0

. . 3,0 .
2,0
2,5 |

* Sygnał stosowanego jako standard dioksanu

6

Dwuchlorowodorek czynnika A-35512-B, krystali-
wany z mieszaniny metanol^woda, posiada nastę¬
pujące widmo rentgenowskie wykonane metodą
proszkową (promieniowanie Cu++, 1,5405 X, filtr
niklowy, d oznacza odległości międzypłaszczyzno-
we w angistremach) o charakterystyce przedsta¬
wionej w tablicy 2.

Tablica 2

d

17,15

12,90

10,85

9,25

8,87

8,22

7,86

6,93

6,20

5,62

5,04

4,02

3,54

względne
natężenie

100

80

. 70

70

60

50

■ 50

40

40

40

05

02

a 02

Widmo w podczerwieni dwuchlorowodorku czyn¬
nika A-35512-B wykonane w tabletce z bromku
potasowego, przedstawia fig. 2. Ważniejsze pasma
absorpcji występują przy następujących częstotli¬
wościach (cm-1): 3420 (silne), 3300 (przegięcie),
2950 (słabe), 1725 (słabe), 1675 (silne), 1630 (prze¬
gięcie), 1605 (silne), 1520 (silne), 1470 (słabe), 1440
(słabe), 1410 (słabe), 1345 (przegięcie), 1312 (średnie),
1225 (średnie), 1180 (słabe), 1135 (słabe), 1080 (sil¬
ne) i 1020 (słabe).

Analiza aminokwasowa hydrolizowanego kwa¬
sem dwuchloTowodorku czynnika A-35512-B wy¬
kazuje, że czynnik ten zawiera co najmniej pięć
reszt aminokwasów, jednym z których jest glicy¬
na. Cztery pozostałe reszty aminokwasowe czyn¬
nika A-35512-B tworzą kompleks i wydają się być
identyczne ze znalezionymi w czynniku A-35512-A.
Jedna z tych reszt aminokwasowych ma prawdo¬
podobnie budowę określoną wzorem przedstawio¬
nym na rysunku.

. Analiza produktów hydrolizy kwaśnej wskazuje,
że dwucMorowodrek czynnika A-355L2-B zawłiara %
następujące cukry: glukoza, fukoza, mannoza, ram-
noza i 3Hamiin,o-2,3,6-itrójdeizoksy-3^C-{meitylo-L-ksy-
lo-heksopiranoza.
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- W wyniku łagodnej hydrolizy kwaśnej zostają
usunięte glukpza, fufeeza, mannpza oraz ramnoza
4 otraymuje się charakterystyczną pochodną agli-
kanową.

p^ruchlorowodorę^ czynnika A-35512-B posiada
co najmniej jedną dającą się estryfikować grupę
hydroksylową.

Dwuchlorowodorek czynnika A-35512-B jest roz¬
puszczalny w wodzie, częściowo rozpuszczalny w
alkoholach, takich jalc mętąnoj i etanol, i nieroz¬
puszczalny w innych mniej polarnych rozpuszczaU
nikach organicznych, takich jak benzen, chloror
form, aeeton, eter dwuetylowy, octan etylu, tor
luen, heksan, acetonitryl i dioksan.

Dwuchlorowodorek czynnika A-35312-B jest
trwały nawet w ciągu 72 godzin w ywqdnych roz^
tworach o pH od około 3 do około 10.

Aglikon czynnika A-35512-B.

Chlorowodorek aglikonu czynnika A-35512-B
jest białą, bezpostaciową substancją p następująr
cym przybliżonym składzie elementarnym: C —
54,29%, H t~ 4,34%, N — 7,40%, Cl -t- 5,02%, O -^
28,95% (z różnicy).

Widmo w podczerwieni chlorowodorku aglikonu
czynnika Ar35512-B przedstawia fig. 1. Widmo wyT
konane w zawiesinie w oleju parafinowym. Najr
ważniejsze pasma absorpcji występują przy na¬
stępujących częstotliwościach (cm_ł)i 3440 (przer
gięcie), 3340 (przegięcie), 3215 (silne), 2950 (przer
gięcie), 2916 (silne), 284P (silne), 2640 (przegięcie),
1735 (słabe), J655 (silne), 1590 (średraję), 1500 (sdlme),
1460 (silne), 1378 (średnie), 1365 (przegięcie), 1298
(średnie), 1115 (średnie), 1155 (średnie), 1120 (przer
gięcie), 1105 (słabe), 1060 (słabe), 1040 (słabe), 1008
(średnie), 925 (słabe), 875 (słabe), 765 (przegięcie),
i 718 (słabe).

Miareczkowanie elektriometryczne chlorowodorku
aglikonu czynnika A-35512-B w 68% roztworze
wodnym dwumetyloformaniidu wskazuje na obec¬
ność trzech dających się miareczkować grup o
wartościach pKą około 7,5, 9,25 i 11,0 i możliwą
obecność dalszych dwóch grup o wartościach pKa
powyżej 11,6.

Pfąwdo|>p4ot)ny cjejar (jgąstęcz^^wy phlorpwp-
^Ojrku. ągli&pnu czymnilcą Ą=?5^1?tB, objiczony na
podstawie miareczkowania, wynos,i ejcofo 12£2.

Chlorowodorek aglikonu czynnika A=35512-B
wykasuje następujące wartości fckręcalności właś,-

ciwej: [«]g = —178« (e = 5, metanol) i [a]% =
== ^716,8° (c = 5, metanol).

W więłmię ąbsgppcyjnym w nac|fr(?l£Ci£ chlpro-
y/ądnricu. agljkonu czynnika Ą-,35512-B występuje
in^J^imuin w obojętnym i jasnym metanolu
pr^ m nm (ĘlVtcm= JQg,€3) oi:ąa m^imum w

/zasadowym metanolu przy 302 nrn (fifcm^ 182,09).
W widmie magnetycznego rezonansu jądrowego

węgla MC aglikonu czynnika A-35512-B, wykona¬
nym w dwumetylosulfetkfiku-de w tempea?aturae
90°C, występują następujące sygnały zestawione W
tablicy 3.

Tablioa 3
1 •

Nr

1

2

3
4

5
6

7

8

9

10
11

12

13

14

15

16
17
18
19

20

21

22
23
24

25

26

27

28

29
30

31
32

33

34

35

36
37

38

39

40

41
42

43

44

45

46

ppm

187,8
172,0
170,7
170,1
169,6
168,4
166,7
157,4
156,6

•155,7
155,6
155,4
154,3
149,3
138,8
136,9
136,3
135,2
134,7
133,8
128,2
126,2
123,0
121,3
117,7
117,0
108,6
106,7
105,7
103,2

93,6
74,9
71,8
68,9
63,2
60,4
57,1
55,2
53,2
51,8
40,7
39,9
39,1
23,8
17,1

0,0

wysokość (%}

37,2
40,9
45,2
46,9
47,7
57,6
52,5
49,9
45,5
55,8
71,5
56,7

50,5 ,
43,0
38,8
54,3
40,?
31,7
28,4
40,9

102,9
77,?
57,5
38,1
44,4
31,5
31,0
47,9
81,3
26,5
33,4
39,Q
33,9
40,3
43,1
33,§
57,ą
33,1
30,1
36,Q
43,4*
60,3*
43,9*
55,7
47,8
43,7

*) Sygnał dwiiirnetylosulfotlenku-de
55

Widmo magnetycznego rezonansu jądrowego wę¬
gla 13C wykazuje, że w aglikonie czynnika A-
-35512-B znajduje się w dalszym ciągu 3ramino-
-2,3,6-trójdezoksy-3-C-metyio-L^ksylorheks^e(ira-

60 noża, jeden z cukrów, znajdujących się w czą¬
steczce czynnika Ą-35512rB.

Analiza aminokwasowa poddanego dalszej kwa¬
śnej hydrolizie chlorowodorku aglikonu eaynnika
A-35512-B wykazuje, że aglikon ten zawiera gli-

65 cynę i oo najmniej tar^y ressaity aHiinokj^a&owe.
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Jedna z tych reszt aminokwasowych posiada praw¬
dopodobnie budowę określoną wzorem przedsta¬
wionym na rysunku.

Chlorowodorek aglikonu czynnika A-35512-B po^
siada co najmniej jedną dającą się estryfikować
grupę hydroksylową-.

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

Wartość Rf chlorowodorku aglikonu czynnika A-
-35512-B wynosi 0,80* podczas chromatografii cien¬
kowarstwowej na celulozie i rozwijaniu mieszani¬
ną n-butanolu* pirydyny* kwasu octowego i wody
(15;10:3:12)-. Korzystnym sposobem wywoływania
jest biaautografia z zastosowaniem Sarcina Lutea.

Wartość Rf chlorowodorku aglikonu czynnika
A-35518*B podczas chromatografii cienkowarstwo¬
wej na żelu krzemionkowym i (rozwijania miesza¬
niną metanolu^ chloroformu i stężonego NH4OH
(3:2:1) wynosi 0,26.

Aglifton czynnika A*35512-B (wolna zasada) jfesit
białĄ, Bezpostaciową substancją o następującym
przybliżonym Składzie elementarnym: C — 52,65%^
H -* 4>57*/l> N — 6,9l«fo, Cl — 2,94tyo, O — 27,04°/*,
po0i&ł *^ 4,7<Wo.

W widmtó w podczerwieni aglikonu czynnika
A-3S512-B (Wolnej zasady), w tabletkach z brom¬
ku potóstfWego, występują ważniejsze maksima ab¬
sorpcji przy następujących częstotliwościach (cm-1):
3360 (silne), 3z6Ó (przegięciem 2940 (przegięte),
1735 (przegięcie), ifafó (silne), 1598 (średniej 1510
(silne), 1445 (średnie), lz95 (słabe), 1215 (średnie),
1169 (średnie), "lizz (słabe), 1070 (słabe), 1018 (sil¬
ne), Ub (słabe) i tófl (słabe).

Miareczkowanie elektrometryczne aglikonu
czynnika A-35Mz*B (wolnej zasady) w 66% roz^
tworze wodnym dwumetyloformamidu wskazuje
iia obecność pięciu dających się miareczkować grup
o Wartościach pga około 6,2, 8,z, 10,1, li,4 i lz,4
ł możliwą obecność dalszych JSdnej lub ttarÓch
grup ó wartościach Wyższych niż 12,5.

Aglikón czynnika A-35512-B (wolna zasada) po*
siada skręcałnoić właściwą [a] ^ = —64,5° (c=3,
dwumetylosulfo tlenek).

W wakirriie afoisor,peyjtnyim w nadfiolecie aiglritoonu
czynnika A»3'3512-B (wolnej zasady), występuje
maksimum absorpcji w obojętnym i kwaśnym me*

tanolu przy 232 nm (Ej^ = 43,65) oraz maksi*
ftttłm W zasadowym metanolu przy 301 nni

CBf^* tt.tf).
Przybliżone Wartości ftf aglikonu czynnika A-

&5512*-B (Wolnej zasady) są takie same jak opisa^
he uprzednio dla chlorowodorku.

Poza wolną zasadą i chlorowodorkiem aglikonu
czynnika A-3Ś5lz-E, aglikonu czynnika A-35512
można otrzymać w postaci dopuszczalnych W far¬
macji addycyjnych soli z kwasami. Określenie „do¬
puszczalne W farmacji" oznacza sole, których tok^
syczność wolbec zwierząt ciepłokrwistych nie prze¬
kracza tdksycżnóŻći Wolnych czynników A-35512.
Odpowiednimi i reprezentatywnymi solami agln

konik czynnika A-35S12-B są sole otrzymywane w
typowej reakcji z kwasami organicznymi i nieor*
gahicźhymi, 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, behżen.osulfono-
wy, sorbinowy, pikrynowy, benzoesowy* cynamo-

M nowy i podobne.
Antybiotyki A-35512 wytwarza się podczas ho¬

dowania, Wytwarzającego A-3S512, SBceepu Stefcfc-
tomyces candidiis NRRL 8156, w warunkach fer-

jl mehtacji podpowierzchhiowei z napowietrzaniem,
w odpowiedniej pożywce, prowadzonej aż do o-
tfżymanla anaćzlnej ilości antybiotyków. Antybio¬
tyki Wyodrejbinia si£ źa pomocą różnych technik
izolacji i oczyszczania, stosowanych w procesach

M fermentacyjnych.
Nowy drobnoustrój stosowany dla wytwarzania

antybiotyków A-35512 został wyizolowany z pró¬
bek głeby zebranej na atolu Eniwetok. Drobno¬
ustrój został sklasyfikowany jako nowy szczep

& Streptomyeed candidus (Krassilnikov) Waksman,
zgodnie z "opisem E. B. Shirlinga i D. Gottlieba w
>,Coogierative Be«feription of Type Oultures of Strep-
tomyceB; II. Speeies Besćriptioms from Second Stu-
dy". Intern. J. Systemafóc BacterioL, 18 (4). 279—

10 302 (1968) i S.A. Waksmana „The Actinomycetes.
Vol 8 CJaatófłcaitóGB^ Idenitiifieatiion> and Deiserito-
tions of Genera anid Speeies", Williams and Wiil-
ktm Co., Baltimore, 1961.

Itlasyfikateja pdWyftsza oparta jest na metodach
U zalecanych prze* Mtea-hational Streptomyces Pro¬

jekt (fi.ft. ShirUhi i D. Gottlieb, „Methods fot
Characlerl&atłon of Streptomyces Speeies", Intern.
Buli; gystematlc Bacteriol., 16, 313—340, 1966)>
oraiż na Innych uzupełniających testach. Barwy

* bpisyWałió ziodnte * metodą ISCC-NBS, według
K. L. Kelly,ego i D. B. Judde, „The ISCC-NB3
Method of Detefmming Colors and a Dieti^nary
of Color Ńam«etJ*,) \J-BK Department of Gommerce
CM1. S58, Washingtclh, D. C, 1955.

Symbole w hawiśśaeh zwykłych odnoszą się do
serii barw według Tresnera i Backusa (H. D. Tre-^
sner 1 S. J. feadtuś, „System of Color Whecls for
Streptomyces ltłait^tlbmy,^ Appl. Microbiol., 11>

^ 335—ŚŚ8, 1963), a oznaczenia barw z tablic są pod*
kreślone. W riaWlakach kwadratowych podano sym^
bole barw według Maerza i Paula (A. Maerz 1
IM. R Paul, „Dictionary of Oalor'\ McGraw-Hill^
New-Yorkj N. Y., 1950). Hodowlę prowadzono w

w temperaturze 30ÓG, w ciągu 14 dni, jeśli nie po¬
dano inaczej i

Charakterystyka szczepu wytwarzającego anty¬
biotyki A^35512. Morfologia.

Wyparzane są diugie, faliste feporotóry. Spory
*6 łączące się w łańcuchy zawierające 10—S6 j^dno--

stek, hiają ksztaft cylindryczny i wymiary 0,7 dó
1,05 ^ 1,4 do 3,S mikronów. Na różnych pożyw¬
kach wytwarzane są struktury przetrwalnikopo-
tiobńe. W niektórych przypadkach obserwuje si$

•• Rozwidlone lub ułożone w wiązki strzępki. Po^
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wierzchnia zarodników, obserwowana pod mikro¬
skopem elektronowym jest gładka.

Charakterystyki hodowlane na różnych pożyw¬
kach przedstawia tablica 4.

Tablica 4

Pożywka

1 1
ISP nr 2 (agar z wy¬
ciągiem drożdżowym i
wyciągiem słodowym)

ISP nr 3 (agar z mą¬
ką owsianą)

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

ISP nr 5 (agar aspa¬
raginowy z gliceryną)

Agar Emersona
•

Zmodyfikowany. agar
1 Bennetta

i

Charakterystyka

i 2
Wzrost obfity, spód
szarawo-żółty (11J5),
obfita grzybnia powie¬
trzna i zarodnikowanie,
biała (w) a; brak roz¬
puszczalnych pigmen¬
tów

Wzrost umiarkowany,

spód blado-żółto-zie-
lony (10B1); ładna
grzybnia powietrzna i
zarodnikowanie, biała
(w) 13ba; brak rozpu¬
szczalnych pigmen¬
tów, obserwuje się
ciała przetrwalnikowo-
podobne.

Wzrost dobry; spód
.bursztynowo-biały
(10C1), dobra grzybnia
powietrzina i zarodni¬
kowanie, żółtawo-sza-
ra (GY) 2dc; lekko-
-brązowe rozpuszczal¬
ne pigmenty; obser¬
wuje się ciała prze-
trwalnikowo-podobne

Wzrost dobry; spód
bladożółto-zielony

(10B2); dobra grzytalia
powietrzna i zarodni¬
kowania, biała (w) a;
brak pigmentów roz¬
puszczalnych; grzyb¬
nia wydaje się być
ułożona w wiązki.

Wzrost dobry; spód
lekkooliwkowy (14L6);
brak grzybni powie¬
trznej i zarodnikowa¬
nia; lekkobrązowe roz¬
puszczalne pigmenty.

Wzrost obfity; spód
umiarkowanie żółty
(11J6); obfita grzybnia
powietrzna i zarodni- 1
kowanie, biała (w)
a; brak rozpuszczal¬
nych pigmentów. |

225
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c.d. tablicy 4

1

Agar Czapek'a

Agar z pastą pomido¬
rową i mąką owsianą

Agar odżywczy

Agar asparaginowy z
glukozą.

Agar z tryptonem i
wyciągiem drożdżo¬
wym

Agar tyrozynowy

Agar z gliceryną i
glicyną

1

2

Wzrost dobry; spód
bladożółtozielony
(10B1"; dobra grzyb¬
nia powietrzna i za¬
rodnikowanie, biała
(w) b; brak rozpusz¬
czalnych pigmentów;
grzybnia wydaje się
być ułożona w wiązki.

Wzrost obfity; slpód
szarawożółty (1115);
obfita grzybnia po¬
wietrzna i zarodniko¬
wanie, biała (w) a;
grzybnia „stacza się"
z powierzchni agaru;
brak rozpuszczalnych
pigmentów.

Wzrost umiarkowany
do dobrego; spód bla¬
dożółto-zielony {1&D2); 1
dobra grzybnia powie¬
trzna i zarodnikowa¬
nie, biała (w) a; lek- i
ko brązowe rozpusz¬
czalne pigmenty.

Wzrost dobry; spód
bladożółtozielony
(17E1); dobra grzyb¬
nia powietrzna i za¬
rodnikowanie, biała
i(w) 13ba; brak rozpu¬
szczalnych pigmen¬
tów.

Wzrost wyraźny; spód
biały (10A1); wyraźna
grzybnia powietrzna i
zarodnikowanie, biała
(w) b; brak rozpusz¬
czalnych pigmentów.

Wzrost dobry, spód
biały (10B2); dobra
grzybnia powietrzna
i zarodnikowanie, bia¬
ła (w) e; brązowe roz¬
puszczalne pigmenty;
obserwuje się ciała
przetrwalnikowoipo- 1
dobne. 1

Wzrost dobry; spód
biały (10B2); dobra
grzybnia powietrzna
i zarodnikowanie, bia¬
ła (w) b; brak pig¬
mentów rozpuszczal¬
nych. /
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c.d. tablicy 4

1

Agar z jabłczanem
wapnia

2

Wzrost dobry; sp6d
biały (10B1); dobra
grzybnia powietrzna
i zarodnikowanie, bia¬
ła (w) a; brak roz¬
puszczalnych pigmen¬
tów; podłoże staje się
przezroczyste wokół

zakażonej powierzchni.

Drobnoustrój badano pod względem wybranych
właściwości fizjologicznych, stosując standardowe
postępowanie. Stwierdzono następujące właściwoś¬
ci podane w tablicy 5.

Tablica 5

Obserwowana
właściwość

Działanie na mleko'

Redukcja azotanów

Wytwarzanie pigmentu
maleinowego na:

iskosiach ż agaru żelazo¬
wego z peptonem;
skosach z agaru tyro-
zynowego,

(pożywce zawierającej
tryptón i wyciąg
drożdżowy

Upłynnianie żelatyny

Wymagania temperatu¬
rowe

(pożywka ISP nr 2 —
skosy z wyciągiem
drożdżowym i słodowym)

Charakterystyka

Koagulacja z pewny¬
mi przejaśnieniami
w ciągu 14 dni

Zachodzi

brak

słabe wytwarzanie
pigmentów po 7 dniach;

brak;

Całkowite w ciągu
14 dni

26—30°C — wzrost
dobry ii zarodnikowanie
37°C — słaby wzrost;
brak grzybni powietrz¬
nej i zarodników
40°C — słaby wzrost
wegetatywny
45°C — brak wzrostu. |

W tablicy 6 przedstawiono wyniki testów na
przyswajanie węgla przez drobnoustroje NRRL
8156. Znaczenie użytych symboli jest następujące:

+ — wzrost dobry, przyswajanie
(+) — wzrost ubogi do wyraźnego

(—) — wzrost słaby, prawdopodobnie brak przy¬
swajania

— — brak wzrostu, brak przyswajania

10

15

25

35

40

45

50

55
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Tablica 6

Źródło węgla

Brak (negatywna próba
kontrolna)
D-glukoza (pozytywna
próba kontrolna)
L-arabinoza
Sacharoza
i-Inozyt
11-mannit

D-fruktoza

Ramnoza

Rafinoza
D-ksyloza

Oznaczenie

(-)

+

(-)
(—)
+

+
+
(-)
(-)
(+)•

Niektóre cechy charakterystyczne szczepu S. can-
didus NRRL 8156, wytwarzającego antybiotyki A-
-35512, różnią się cd cech drobnoustroju opisanego
przez Elwooda B. Shirlinga i Davida Cottlieba
w ,,Cooparaitive Deser iption of Type Cultures of
Stre,ptomyces 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, Identiiications and Descrip¬
tions of Genera and Species", Vol. 2, The Williams
and Wilkins Co., Baltimore, Ed., 1961.

Różnice powyższe zestawiono w tablicy 7.

Tablica 7

Przyswaja¬
nie węgla
L-arabinoza

Ramnoza

i-Inozyt
Upłynnianie
żelatyny
Działanie
na mleko

NRRL 8156

—

—

+
Całkowite w cią¬
gu 14 dni
Koagulacja z
pewnymi prze¬
jaśnieniami w

ciągu 14 dni

Opublikowany
opis

,+
i+
—

Powolne

Brak koagulacji,
dobra peptoni-
zacja

65

Szczep Streptomyces candidus wytwarzający an¬
tybiotyki A-35512 został zdeponowany w kolekcji
szczepów Northern Regional Research Center, U. S.
Department of Agriculture, Agricultural Research
Service, Peoria, Illinois, 61604, z której to kolekcji
jest powszechnie dostępny pod numerem NRRL
8156.

Jako pożywki wzrostowe dla Streptomyces can¬
didus NRRL 8156 można stosować którekolwiek
z wielu możliwych. Jednak ze względów ekono¬
micznych oraz ze względu na optymalną wydaj¬
ność i łatwość izolowania produktu, korzystne są
niektóre pożywki hodowlane. Na przykład korzy¬
stnym środkiem węglowodanów w produkcji na
skalę przemysłową jest sacharoza, chociaż można
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stosować również felukbze., dekafcrynę z tapioki,
fruktozę, mannit, maltozę, laktozę i podobne.

Korzystnym Źródłem azotu JeSt ircĄpuszczalny
pepton mięsny, ale również można stosować mąkę
sojową, mączkę mięsną, aminokwasy, takie jak
kwas glutaminowy i podobne produkty» Do od-^
żywczych soli nieorganicznych wchodzących w
skład pożywek należą handlowe roapufcaGaalne sole*
będące źródłem cynku, sodu, magnezu* wapnia,
amonu, chloru, węglanów, siarczanów^ azotanów
i podobnych jonów.

W skład pożywki mogą również wchodzić pod¬
stawowe pierwiastki śladowe niezjbedne dla wzro¬
stu i rozwoju drobnoustroju. Pierwiastki takie
zazwyczaj znajdują się jako zanieczyszczenia w
innych składnikach pożywki, w ilościach wystar¬
czających dla zaspokojenia potrzeb wzrostowych
drobnoustroju.

W raźite fw^zefey (fodaje się małą iłość (0,2 ml/
/ńtrj sroi^ pirtiec^^^ takiego jak glflcol
^^r^yie^bwy, jeśli f>odćzas fermentacji w dużej
skali Cenienie ftaje sU* proolemem.

Dla wytwarzania żnaczhych ilośtfi antybiotyków
A-SSbiŹ korzystna jest fernlenta^ia fib^wierz-
chniówa ż napowietrzaniem. Małe ilości antybio¬
tyków A-SS5iz można ótriyimy^aĆ W hodOwli w
kolbaen na trźe>awkach, ie wzgie#u ńa dpóźnie-
nie w Wytwarzaniu antykót^ów1, związane tfa ogół
ze śzbzepienieni dużych ikłfpmfottttf żarj&aniku-
jącą postaci^ b^rJtóus^ J&ft ińb-
sowańie ffidkuluni WegelatyWnego

Inokulum wegetatywne przyrządza się zaszcze¬
piając małą objętość pożywki hodowlanej forma¬
mi zarodnikującymi lub fragmentami grzybni drołb-^
houstroju, w celu otf^yfhafttó świeżej, aktywnie
wzrastającej hodowli drobnoustroju, inokulum we¬
getatywne przenosi się następnie do więjoszyełi
fermentorów.

Drobnoustrój wytwarzający antybiotyki A-3551Ź
można Hodować w zakresie temperatur około
&0—40°C Optymalną wydajność wytwarzania anty-
ibiotyków A*dd612 osiąga się W temperaturze
&0^34°C.

łak te SW^kle ma mi&JKse W hodowli poó&ó-
wierahnlowej t napowietrzaniem, przez ftoiywkę
przetłacza się jałowe powlelfte\

W celu uzyskania wydajfheśo wzrostu drobno^
ustroju w fermentorach przemysłowych, przez po¬
żywkę przepuszcza siękorzystnie powyżej 0,1 ob¬
jętości powietrza na minutę na jedną objętość
pożywki Dla uzyskania wydajnego wytwarzania
antybiotyków A-35512 korjifstnie jest przepuszczać
około 0,25 objętości powietrza na minutę na jed-
dną objętość pożywki.

Proces wytwarzania antybiotyków A-35512 |>od-
cea« fermentacji może być kontrolowany za po¬
mogą analizowania próbek brzeczki lub eftitraktów
graybni na zawartość antyfeiótyfrui

Od leilówahia stosuje się drobhoUtótfój, 6 któ¬
rym wiadomo, że jest wtfazliwy na wyfwarzatie
antybiotyki. Bo takich dróbńóuśtrojłlW nalefcy &e>
cUIub subtilfc ATCC ŚB33. Oznaczenie biologicz¬
ne prowafel się Korzystnie grzy użyciu Krążków
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bibułowych na płytkach z agarem zawierającym
ubogi w składniki odżywcze agar.

Po zakończeniu fermentacji antybiotyki A-35512
można wyodrębniać z brzeozfei fermentacyjnej
za pomocą znanych w praktyce sposobów, Anty-*
biotyki wytwarzanie w .procesie fermentacji drobno-*
ustroju wytwarzającego A-35512 znajdują się pra->
wie wyiąoanie w przesączu brzeczki.

3tąd też, najlepszą wydajność izolacji antybio¬
tyków A-3&513 uzyskuje się odsączając najpierw
masę grzybni. Prsesąezoną brzeczkę można oczy*
szeząć dla uzyskania mieszaniny A-35512, stosując
rozmaite soosoby. Korzystna metoda polega na adr-
sorpcji na kolumnie z poliamidem i następnie elu-
aeji wodą i wodnym rtetworatn alkoholu. Frakcje
eluatu sawterająee antybiotyki lamy si% i ettfy*
muje mieszaninę A-8061& MoMa fówntea tt& po¬
mocą takiej samej techniki iąttyc ikft&Htee&ite
frakcje na podstawie wyników chromatografii
cienkowarstwowej i otrzymywać oczyszczony czyn¬
nik A-i35!5il2-B i "wzbogacone mLeszaokiy pozosta¬
łych czynników A-&5512.

Dalsze oczyszczanie poszczególnych czynników
A-35512 polega na dodatkowej a-dsoripcjł i, ełuacjŁ
Jako materiały ad^rbcyjne moznS z &Ó#oo4eniem
stosować tlenek glinu, żel krzemfóhkówy, wymieć
nia<?*e >oii»w* i gfcdeibne.

Czynniki At&Slft występują w brzeczce ferment
tacyjnej "# postaci chlorowodorków. W korzysz
nym sposobie rozdziału na materiale poliamidom
wym otrzymuje się czynnik A-35912 i mieszaninę.
pozostałych czynników W postaci ćfaOlOWod6lko%i
Każdy ż poszczególnych czynników tfiozna ftfife.*
kształcąc w wolną zasadę ftte zawierającą fchłdnł
jonowego, stosując na przykład ehroffia^dgfafl^ na
słabo aeamdowym wytnieniacau Jowvvym.

Ałtefhatywni«v stałe składniki ihodowil^ w tym
składniki pożywki i grzybnię nfroina stosować jako
źródło antybiotyków A-i5512, z pominięciem ope*
racji ekstrakcji lub rozdzielania, ale korzystnie pd
usunięciu Wody. Na 'pffżykład po zakończeniu fer-*
mentaejl br^eaśtę zawierającą antybiotyki A-S86I2
można liofilizować i stosować bezpośrednio jako
domielfidt^ do fjaSk

Aglitoii czynnika A-i5i512-B wytwarza si^ tta
drodze łaibdfifej kwainej hydrolley c*ynft*a A-^
-3SSlz*B, któty te czynnik najlatWtel :J«si Olfiy^
mywać w póstlfci dwucMorow^te¥ta*.^

StĄ& też dWuchldroWodorek czynnika A-35512-B
jest korzystnym materiałem wyjściowym do wy-*
Warzańia aglikonu cżynhika A-39512-B. Można dó
tego celu stosować wolny czynnik A-35512-B lub
inną jego addycyjną sól kwasową. Hydrolizę kwaś¬
ną prowadzi się stosując znane sposoby pos»tę-
g©waftla\

dhściai moina do te#ó celu Stottiwac wtełe r*fc
riyeh łtWaśow, to korzystnym Jest feWas sólhyi
Jeśli stosuje się kwas solny to aglikon czynnika
A-35512-B otrzymuje slfc W g^ostaci ehlor^woaor-
ku. Hydrolizę korzystnie prowadzi się w wodzie,
w temperaturze wrzenia — w ciągu od około
1 dó około 2 godzin. I31uzszy czas reakcji prowadzi
do degradacji aglikonu, w wyniku której otrzy¬
muje się mniej aktywne, a w końcu nieaktywne
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produkty. Optymalny czas dla specyficznych wa¬
runków reakcji można wyznaczać za pomocą ana¬
lizowania mieszaniny reakcyjnej na aktywność
biologiczną.

W tablicy 8 podano aktywność aglikonu czyn¬
nika A-35512-B oznaczoną metodą dyfuzji w agar.
Test wykonano umieszczając na płytkach agaro¬
wych zakażonych badanym drobnoustrojem krążki
bibułowe o średnicy 6 mm zanurzone uprzednio
w roztworze zawierającym testowy związek w stę¬
żeniu 1 mg/ml.

1S

Tablica 10

Tablica 8

Drobnoustrój testowy

Staphylococcus aureus
Bacillus subtilis
Saroina lutea
Bacillus subtilis*

Wielkość strefy zaha¬
mowania (w mm)
aglikonu czynnika

A-35512-B wolnej zasady

19 i

13

14

22

*) Na ubogim w składniki odżywcze agarze.

W tafblicy 9 zestawiono najminiejisze stężenia ha¬
mujące (MIC), obrazujące aktywność chlorowo¬
dorku aglikonu czynnika A-35512-C wobec wy¬
branych szczepów Staphylococcus aureus, w stan¬
dardowym teście rozcieńczeniowym na agarze.

Tablica 9

Drobnoustrój testowy

Staphylocopcus aureus 3055 *
SCaphyLocoopus aureus H290 *
Staphylococcus aureus V92 *
Staip^ylóccjccus aureus VI04*
Staphylococcus aureus 3Q74**
Staphylococcus aureus H43 **
Sitophylpcoccus aureus V57 **
S^ąphylpooccus aureus £i3SJ6 **
Staphylocopcus aureus 373Q ***
Staphylococcus aureus 3131 ****

MIC (ug/ml)

0,5
0,5
0,5
0,25
0,25
0,5
0,5
1,0
0,5
0,5

*) wrażliwy na penicylinę G
**) oporny na penicylinę G

***) oporny na penicylinę G i mętycylinę
****) oporny na penicylinę G, mętycylinę i klin-

damycynę

W tablicy 10 podano wyniki dodatkowego testu
rozcie#częniowego na agarze obrazujące aktywność
chlorowodorlku aglikonu czynnika A-35512-B wo¬
bec rożnych szczepów Streptocopci Grupy D.

10

15

40

45

50

55

60

65

Drobnoustrój testowy

Streptococcus sp. Shrigley
Streptococcus sp. Mitis
Streptococcus sp. 12253F
Streiptoooccus sp. SS992
Streptococcus sp. 9933
Streptococcus sp. 9913
Streptococcus sp. 292
Streptococcus sp. 238

MIC (^g/ml)

1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0

20

25

30

35

Aglikon czynnika A-35512-B wykazuje in vivo
aktywność przeciwbakteryjną wobec wywoływa¬
nych doświadczalnie infekcji bakteryjnych. Zara¬
żonym myszom podawano dwie dawki i»dskóarne
chlorowodorku aglikonu czynnika A-35512-B i ob¬
serwowaną aktywność oznaczano jako ED50. Uzy¬
skane wartości ED50 dla chlorowodorku czynnika
A-35512-B podane są w tablicy 11.

Tablica 11

Drobnoustrój testowy

Streptococcus pyogenes
C203

Streptococcus pneumo-
niae

Staphylococcus aureus
3055

ED50

5,8

7,0

1,04

Natężenie
infekcji {do-
otrzewnowo)

1570XLDSO

374X U)5D

370XLD5Q

Antybiotyki A-35512 są względnie nietoksyczne,
na przykład LDso dla dwuohloirowodorku czyn¬
nika A-35512-B przy podawaniu dootrzewnowym
myszom wynosi około 1356 mg/kg, a przy po¬
dawaniu dożylnym 1000—1250 mg/kg.

Inną cenną właściwością mieszaniny A-35512 i
jej składników jest zdolność zwiększania wydaj¬
ności karmienia u zwierząt. Stwierdzono to na
przykładzie zwierząt przeżuwających, posiadających
rozwiniętą funkcję żwacza.

Wiadomo jest, że wydajność przyswajania węglo¬
wodanów u przeżuwających wzrasta w wyniku
działania, które stymuluje wytwarzanie przez flo¬
rę bakteryjną żwacza propionianów zamiast octa¬
nów lub maślanów. Zostało to szczegółowo opisa¬
ne przez Churcha i współpracowników w „Digesti-
ve Physiology and Nutrition of Ruminants", tom 2,
1971, str. 622 i 625.

Wydajność paszy może być określana w testach
in vivo u bydła z założoną przetoką, przy zasto¬
sowaniu sposobu podanego przez Arthura P. Rauna
w opisie patentowym Stanów Zjednoczonych Ame¬
ryki nr 3794732, zwłaszcza w przykładzie VIII.
W tablicy 12 przedstawiono wyniki takiego testu
ć)la dwuchlorowodorku czynnika A-35512-B. Poda¬
ne s|ę^enie kwasu propionowego w żwaczu jest
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średnim z pięciu analiz przeprowadzonych w ciągu
21 dni.

Tablica 12

Próba kon¬
trolna

Próba z

ozjoinilkieim
A-35512-B

(50 g/tonę)

Ilość

zwierząt

5

5

Średni pro¬
cent molo¬
wy kwasu
propiono-

wego

19,3

26,0

Procent
molowy

wzrostu w

stosunku

do próby
kontrolnej

—

6,7

Mieszanina A-35512 i jej składniki zwiększają
stężenie propionianów i tym samymi wydajność
paszy przy podawaniu przeżuwającym w dawkach
dziennych 0,15—10,0 mg/kg. Lepsze wyniki osiąga
się przy podawaniu w dawkach 1,0—2,0 mg/kg/dzień.

Korzystnym sposobem podawania mieszaniny
A-35512 lub poszczególnego związku jest miesza¬
nie ich z paszą dla zwierząt. Antybiotyki te mo¬
gą być również podawane w inny sposób, na
przykład w postaci tabletek, wlewów do gardła
lub kapsułek. Powyższe formy farmaceutyczne
przygotowuje się sposobami dorze znanymi w far¬
macji leków weterynaryjnych. Każda pojedyncza
dawka leku powinna zawierać mieszaninę A-35512
lub jej składnik w ilości odpowiadającej dziennej
dawce podawanej zwierzęciu.

Mieszanina A-35512 i jej składniki są także uży¬
teczne jako czynniki wzrostowe dla zwierząt.

Podane niżej przykłady ilustrują dokładniej spo¬
sób według wynalazku. Z przykładów tych, przy¬
kłady I—VI dotyczą wytwarzania substancji wyj¬
ściowych.

Przykład I. A. Fermentacja A-35512 w kol¬
bach na trzęsawkach.

Liofilizowane pastylki Straptomyces candidus
NRRL 8156 rozpuszcza się w 1—2 ml jałowej wo¬
dy i zakaża roztworem skosy agarowe zawiera¬
jące wyciąg drożdżowoHSłodowy Bacto (ISP nr 2,
produkcji Difeo Laboratories, Detroit, Michigan).

Zakażone stosy inkubuje się w temperaturze
30°C, w ciągu około 7 dni. Dojrzałą hodowlę na
skosach pokrywa się 2 ml wody i zdrapuje ste¬
rylną pipetą spory. Porcję 0,1 ml wodnej zawie¬
siny sporów stosuje się do zakażenia następnego
skosu agarowego z pożywką ISP nr 2.

Zakażony skos inkubuje się w temperaturze
30°C w ciągu około 7 dni. Dojrzałą hodowlę na
skosach pokrywa się 5 ml wody i zdrapuje spo¬
ry sterylną pipetą. Porcję 2,5 ml otrzymanej za¬
wiesiny sporów stosuje się do zakażenia 30 ml
pożywki wegetatywnej o następującym składzie:

225
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Składnik

Pożywka tryptykazowo-sojowa
(Baltimore Biological Labora¬
tories, Cockeysville, Md).
Woda odmineralizowana

Ilo*ć

30 g
do 1 litra

io Zakażoną pożywkę wegetatywną inkubuje się w
kolbach Erlenmayera o objętości 250 ml, w tem¬
peraturze 30°C, w ciągu 48 godzin, na trząsawce
obrotowej o 250 obrotach na minutę i wychyle¬
niach 50 mm.

15 0,5 ml inkubowanej pożywki wegetatywnej sto¬
suje się do zakażenia 50 ml pożywki produkcyj¬
nej o następującym składzie:

Składnik

Dekstryna z tapioki
Glukoza
NH4NO3
KC1

MgS04
FeCl2-4H20
ZnCl2
KH2PO4
Kwas L-glutaminowy
DL-citrulina
CaC03
Woda odmineralizowana

Ilość w g/litr

25,0
10,0

2,5
1,5
1,1
0,03
0,03
0,1
1,0
0,1
5,0

do 1 litra

Zakażoną pożywkę produkcyjną inkubuje się w
kolbach Erlenmayera o pojemności 250 ml, w tem¬
peraturze 32°C, w ciągu 8—10 dni, na trzęsawce
obrotowej o 250 obrotach na minutę i wychyle¬
niach 50 mm.

B. Fermentacja A-35512 w fenmentorach.
W celu uzyskania większej ilości inokuktm, 20 ml

inkubowanej pożywki wegetatywnej, otrzymanej
w sposób opisany powyżej stosuje sdę do zaka¬
żania 400 ml wzrostowej pożywki wegetatywnej
II etapu o składzie takim samym jak skład po¬
żywki wegetatywnej. Pożywkę II etapu inkubuje

50 się w kolbach o pojemności 2 litry, w ciągu 24 go¬
dzin, w temperaturze 32°Ć, na trzęsawce obroto¬
wej o 250 obrotach na minutę i wychyleniach
50 mm.

800 ml pożywki wegetatywnej II etapu stosuje
się do zakażania 100 litrów jałowej pożywki pro¬
dukcyjnej. Zakażoną pożywkę produkcyjną pod¬
daje się fermentacji w fermentojrze o pojemności
165 litrów, w ciągu około 8—10 dni, w tempe¬
raturze 32°C. Zawartość fermentora napowietrza

6(J się stosując 0,25 objętości powietrza na minutę
na objętość pożywki, oraz miesza stosując zwykłe
mieszadło o 200 obrotach na minutę.

Przykład II. Inkubowaną pożywkę wegeta¬
tywną, przygotowaną w sposób podany w punk-

65 cie A, można ewentualnie przechowywać do póź-
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niejszego użycia, utrzymując ją pod parami ciekłe¬
go azotu.

W tym celu, w probówce o wymiarach 13 X 100
mm wyjałowionej i zaopatrzonej w przykrywkę
śrubową, umieszcza się 2 ml -zawiesiny środka
rozpraszającego p następującym składzie:

Składnik

Gliceryna
Laktoza
Wodą odmineralizowana

Ilość

20%
10<Vo
70°/«

Do powyższej zawiesiny dodaje się 2 ml inku-
bowanej w ciągu 48 godzin hodowli wegetatywnej,
przygotowanej w sposób opisany uprzednio. Mie¬
szaninę zamraża się i przetrzymuje pod oparami
w pojemniku zawierającym ciekły azot.

Przechowywane w taki sposób inokulum wege¬
tatywne cozmraśą się praęd użyciem zanurzając
fiolkę w łaźni wodnej o temperaturze 43°C. 1 ml
rozmrożonego inokulum stosuje się do zakażenia
30 mj pożywki wegeitaitywnej o składzie poda¬
nym w punkcie A.

Zakażoną pożywkę wegetatywną stosuje się, jak
to zostało wyżej opisane do fermentacji w kol¬
bach na trzęsąwkach lub dla uzyskania większej
ilości inokulum do fermentacji w fermentorach.

Przykład III. Proces fermentacji prowadzi
się w sposób opisany w przykładzie I, stosując
pożywkę produkcyjną do hodowli w kolbach lub
fermentorach o następującym składzie:

Składnik

P>eks,tryną z tapioki
Melasa

BQzjp(uszczalny pepton
mięsny
MgS04-7H20
CaC03
Wodą

Ilość (g/litr)

75,Q
40,0

15,0
0,5
2,0

do 1,0 litra

Przykład IV. Izolacja mieszaniny antybioty-
cznej Ą-35512. x

Całość brzeczki fermentacyjnej (946 litrów) o-
trzymanej w sposób opisany w przykładzie I,
sączy się stosując pomoc filtracyjną (ziemia okrzem¬
kowa Hyflo Super-cel firmy Johns-Manville Pro¬
ducts Corp.). Wartość pH brzeczki wynosi 6,8—7,2.
Klarowny przesącz przepuszcza się przez kolumnę
zawierającą żywicę Amberlit XAD-4 (produkcji
firmy Rohm and Haas Co.), stosując 10 ml ży¬
wicy jia 100 ml przesączu brzeczki. Kolejne frak¬
cje bada się na aktywność biologiczną stosując
standardową analizę krążkową wobec Sarcina lu-
tea. Frakcje nieaktywne biologicznie odrzuca się.
Kolumnę przemywa się wodą w ilości równej
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1/8 objętości brzeczki, z szybkością 150 ml/mi¬
nutę.

Nieaktywną wodę z przemycia odrzuca się. Na¬
stępnie eluuje się produkt 600 litrami 50% roztwo-

5 ru wodnego metanolu z szybkością 200 ml/minutę.
Eluaty zawierające mieszaninę antybiotyków A-
-35512 zatęża się pod zmniejszonym ciśnieniem
do objętości około 15 litrów. W jednym litrze
znajduje się około 200 gramów mieszaniny anty-

tf biotycznej A-35512.
Przykład V. Wyodrębnianie poszczególnych

czynników z mieszaniny antybiotycznej A-35512.
Około 3000 gramów mieszaniny antybiotycznej

A-35512 rozpuszczonej w 15 litrach metanolu, o-
!? trzymanej w sposób opisany w przykładzie IV,

chromatografuje się na kolumnie wypełnionej
100 litrami poliamidu produkcji firmy Woelm.
Kolumnę eluuje się odmineralizowana wodą z.
szybkością około 80—120 ml/minutę.

W Odbierane frakcje bada się metodą chromato-
giraifiii cienkowarstwowej na celulozie lub chroma-
togirafiŁ bdbujpwej, stosując do rozwijania mieszani¬
nę n-butanolu, pirydyny, 'kwasu octowego i wody
Q15:lli0:3:ll2) i do wywoływamia bioa>utoigpr>a!fię wobec

^ Sercina lu'tea.
Pierwsze 100 litrów eluatu odrzuca się i ustala

szybkość przepływu na około 16—200 ml/minutę,
obiera się-12 frakcji o objętości 12 litrów każda,
następnie zmienia się eluent i eluuje w gradiencie

*° metanolu i wody, stosując następujące postępowa-
nie.

Zbiornik zawierający 360 litrów metanolu łączy
się połączeniem syfonowym ze zbiornikiem zawie¬
rającym 120 litrów wody. Mieszaninę rozpuszcząl-

*• nikow miesza się i podaje na kolumnę. Zbiera
się 24 frakcje o objętości 24 litrów każda, pro¬
wadząc eluację z szybkością 200—300 ml/miinutę.

Na podstawie wyników bioautografii łączy się
poszczególne frakcje w grupy i odparowuje pod

40 zmniejszonym ciśnieniem, otrzymując dwuchlorowo-
dorek czynnika A-35512-B i następujące wzboga¬
cone mieszaniny innych czynników co przedsta¬
wia tablica 13.

45 Tablica13

Frakcje

1—10
11^-24
15—31

32—44

ObjętOŚĆ Qg^
i(w litrach)

120
216

168

312

A+H
B

B+C

C, E, F, G

Ilość

192 g
269 g
590 g
224 g

55 Przykład VI. Oczyszczanie czynnika A-35512-
B.

Częściowo oczyszczone 400 g dwuchlorowodorku
czynnika A-35512-B, otrzymanego według przykła¬
du V, rozpuszcza się w 1,2 litra 50*/o roztworu

60 wodnego metanolu i chromatografuje na kolum¬
nie z tlenkiem glinu. Kolumnę przygotowuje się
w następujący sposób.

10 kg kwaśnego tlenku glinu (firmy Woelm) mie¬
sza się z 50*/o roztworem wodnym metanolu. Mie-

65 szaninę pozostawia się do odstania, dekantuje su-
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pennatant i odrzuca go. Tlenek glinu miesza się
powtórnie z 50% roztworem wodnym metanolu
i wprowadza do kolumny o średnicy 13,5 cm
a następnie przemywa 50% roztworem wodnym
metanolu aż do uzyskania klarownego eluatu.

Produkt eluuje się 50% roztworem wodnym me¬
tanolu z szybkością około 8—10 ml/minutę, zbie¬
rając frakcje o objętości około 240—300 ml. Ko¬
lejne frakcje bada się za pomocą chromatografii
cienkowarstwowej, stosując do wywoływania bio-
autografię, jak to zostało opisane w przykładzie V.
Na podstawie wyników oznacza poszczególne frak¬
cje łączy się i otrzymuje oczyszczony dwuehloro-
wodorek czynnika A-35512-B. Wyniki przedstawia
tablica 14.

Tablica 14

Frakcje

17—21

22—29
30—37

Ilość

9,6 g
72,0 g

117,0 g

Każdą z powyższych frakcji krystalizowano w
temperaturze 4°C z zatężonego 50% roztworu wod¬
nego metanolu. Otrzymany dwuchlorowodorek czyn¬
nika A-35512-B zawiera około 4,6% chloru. War¬
tość pH roztworu dwuchlorowodorku czynnika A-
-3/5512-B w 66% roztworze wodnym dwumetylo-
formamidu wynosi około 6,5.

Przykład VII. Wytwarzanie aglikonu czyn¬
nika A-35S12-B.

5,0 g dwuchlorowodorku czynnika A-35512-B, o-
trzyimanego według przykładu VI, rozpuszcza się
w 200 ml wody. Otrzymany roztwór zakwasza się
za pomocą 14 ml 4n kwasu solnego i ogrzewa w
temperaturze wrzenia w ciągu dwóch godzin, po
czym ochładza i odparowuje pod zmniejszonym
ciśnieniem do 3/4 objętości pierwotnej. Następnie
wkrajpla się 6n kwas solny aż do całkowitego
wytrącenia osadu. Osad odsącza się i suszy otrzy¬
mując 3,56 g surowego chlorowodorku aglikonu
A^35512-B.

Po zatężeniu i zanalizowaniu przesączu stwier¬
dza się obecność glukozy, fukozy, mannozy i ram-
nozy.

Surowy aglikon A-35512-B oczyszcza się za po^
mocą chromatografii na przemywanym kwasem
tlenku glinu (Woelm, typ I), stosując do elucji
mieszaninę 1:9 wody i metanolu. Kolejne frakcje

analizuje się za pomocą chromatografii cienkowar¬
stwowej na celulozie. Frakcje zawierające agli¬
kon A-35512-B łączy się i zatęża pod zmniejszo¬
nym ciśnieniem. Otrzymuje się 398 mg częściowo

5 oczyszczonego produktu. Wyniki chromatografii
cienkowarstwowej z zastosowaniem do wywoływa- •
nia ninhydryny, wskazują na obecność nieaktyw¬
nych biologicznie zanieczyszczeń.

Porcję (100 mg) powyższego częściowo oczysz¬
czonego aglikonu czynnika A-35512-B poddaje się
dalszemu oczyszczaniu za pomocą chromatografii
na poliamidzie MN-SC-6 (producent Machery,. No-
gel and Co., sprzedawca Brinkman Instruments
Co., wielkość 0,07 mm) przy zastosowaniu do elu¬
cji wody. Frakcje analizuje się za pomocą chro¬
matografii cienkowarstwowej w sposób opisany
uprzednio. Frakcje eluatu zawierające aglikon
czynnika A-35512-B łączy się i liofilizuje. Otrzy¬
muje się 64 mg oczyszczonego chlorowodorku agli¬
konu czynnika A-35512-B. Całkowita wydajność w
stosunku do wyjściowego czynnika A-35512-B wy¬
nosi 5,08%.

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

50 mg chlorowodorku aglikonu czynnika A-
-35512-B, otrzymanego według przykładu VII, roz¬
puszcza się w 10 ml mieszaniny 1:1 metanolu i
wody. Roztwór zobojętnia się za pomocą 3,5 ml
wymieniacza jonowego Bio-Rad AC-3-X w formie
wodorotlenkowej. Całość miesza się w ciągu 15
minut w temperaturze pokojowej, po czym od¬
sącza wymieniacz a przesącz zatęża pod zmniej¬
szonym ciśnieniem do połowy objętości, w tem¬
peraturze nie przekraczającej 60°C i następnie lio¬
filizuje. Otrzymuje się 68 mg wolnej zasady agli¬
konu czynnika A-35512-B.

Zastrzeżenie patentowe

Sposób wytwarzania aglikonowej pochodnej
czynnika B mieszaniny antybiotycznej A-35512,
znamienny tym, że drobnoustrój Streptomyces
candidus NRRL 8156 hoduje się' w pożywce za¬
wierającej źródło przyswajalnego węglowodanu i
azotu oraz sole nieorganiczne, w warunkach pod-
powierzchniowej fermentacji aerobowej, do uzy¬
skania znacznej aktywności antybiotycznej, po
czym mieszaninę antybiotyczną A-35512 wyodręb¬
nia się z pożywki hodowlanej, z mieszaniny tej
wydziela się czynnik B mieszaniny antybiotycz¬
nej A-35512 i czynnik ten poddaje się hydroli¬
zie za pomocą umiarkowanie mocnego kwasu.
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