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Wynalazek dotyczy sposobu otrzymywania
i wyodrebniania nowego antybiotyku, onkosta-
tyny K, drogg biosyntezy za pomocg nowego
i nie opisanego dotychczas szezepu Strepto-
myces species INA 1-79/58.

Szczep Streptomyces species INA - 1-79/58,
otrzymywany na drodze selekcji naturalnej
szczépu Streptomyces melanochromogenes 1779,
roézni sie od dotychczas opisanego szczepu, wy-
twarzajacego aktynomycyne K. °

Szczep Strepjomyces species INA 1-79/58
hodowany na podiozu Pridhama zawierajacym:
skrobi — 1%, KsHPO, — 0,1%, MgSO,.7H30
— 0,1% NaCl — 0,1%, (NHg2SOy — 0,2,
CaCO3 — 0,2%, agaru — 2,0%, wykazuje spo-
rofory spiralne, a zarodniki lekko owalne. Wy-
twarza on grzybnie podstawowa kremows,
grzybnie powietrzng szara i wydziela z6ity pig-
ment, rozpuszczalny w podiozu.

' Szczep Streptomyces species INA 1-79/58 na
podlozu peptonowym, zawierajgcym: Bactotryp-
tonu —. 0,1%,

Bacto-Yeast-Extract — 0,1%,

NaCt! — 0,85%, agaru — 1,7%, wytwana plg-
ment typu melaniny. )

Na podiozu Czapek-Doxa, zawierajacym:
NGN03 —_ 0,20/0, KgHPO4 —_ 0,1./0, MgSO‘. 7Hgo
— 0,05%%, KCL — 0,05%0, FeSOy4 « THsO — 0,001%s,
sacharozy — 3,0, agatru — 2,0%, szczep Strep-
tomyces species INA 1-79/58 wytwarza grzybnie-
podstawowa jasno-z6itg, grzybnie powietrzng
barwy kremowej i wydziela jasno-brazowy pig-
ment, rozpuszczalny w. podiozu.

~ Na podtozu tryptonowym, zawierajacym 1,0%o
Bactotryptonu, 1,0% glukozy, 2,0% agaru, szczep
Streptomyces species INA 1-79/58 wytwarza
kremowa grzybnie podstawows, grzybnie po-
wietrzng jasno-z6itg i wydziela clemno-brazo—
wy pigment, rozpuszezalny w podlozu. :

Na podlozu Kraifskiego, zawierajacym: glu-
kozy — 1,0%, NHNOg — 0,05%, KyHPO; —
0,05%, agaru — 2,000 i wode wodociagows,
szczep Streptomyces species INA 1-79/53 wy-
twarza grzybnie podstawowg kremows, grzyb-



nie powietrzna szarg oraz wydziela z6ity pig- -

ment, rozpuszczalny w podlozu.

Na podlozu owsianym, zaw1era3acym plat-
kow owsianych — 2,0%, agaru — 2,0%, szczep
Streptomyces species INA 1-79/58 wytwarza
jasno-kremowsg grzybnie podstawows, grzybnieg
powietrzng szarg i wydziela 2z6ity pigment,
rozpuszczalny w podlozu. ‘

Na podlozu dekstrynowym, zawierajgcym:
dekstryny — 1,0%, peptonu — 0,5%, NaNOs
— 0,3%, KHyPOy — 0,1°%, KCI — 0,05%,
MgSO4 .+ 7TH,O — 0,001%, wyciggu drozdzowe-
go — 0,04%, FeSO4.7Hs0 — 0,001%, agaru —
3,0%, szczep Streptomyces species INA 1-79/58
wytwarza grzybnie podstawowsa jasno-kremowa,
grzybnie powietrzna bialg i wydziela zéity pig-
ment, rozpuszczalny w podiozu.

Na podlozu Sabouraud, zawierajacym: gluko-
zy —-2,0%, peptonu — 1,0%, agaru — 2,0%,

szczep Streptomyces species INA 1-79/58 wy-
twarza grzybnie podstawowg jasno-kremows,
grzybnie powietrzng jasno-z0ita oraz z6ity pig-
ment, rozpuszczalny w podiozu.

Na podlozu syntetycznym z peptonem, zawie-
rajagcym: glukozy — 0,5%, peptonu — 0,5%,
KNOg — 0,1%, KsHPO4 — 0,5%0, MgSOy4. 7H50
— 0,02%, FeSO4.7HO — 0,001% agaru -—
2,5%, szczep Streptomyces species INA 1-79/58
wytwarza grzybnie podstawowsg jasno-kremowa,
grzybnie powietrzng bialg oraz ciemno-bhrazo-
wy pigment, rozpuszczalny w podiozu.

‘W ponizszych tabelach zestawiono biologiczne
wlasciwosci wyjsciowego szczepu Streptomyces
melanochromogenes 1779 i szczepu Strepto-
myces species - INA 1-79/58, uzyskanego ze
szczepu Streptomyces 1779 na drodze selekeji
naturalnej.

Charakterystyka szczepu na ziemniaku:

Szczep Streptomyces Streptomyces species
] melanochromogenes INA 1-79/58
Zarodnikowanie ) stabe obfite
grzybnia powietrzna z61ta brazowa
pigment rozpuszczalny 261ty brazowy

Charakterystyka szczepu na podlozu aspara-

0,025%, wyciggu wolowego — 02°/o, glukozy —

ginowym: asparaginy — 0,1%, KHyPO4 — 1,0, agaru — 2,0%.
Szeze Streptomyces Streptomyces species
P melanochromogenes INA 1-79/58
Zai'ddhﬂ:owanie dobre dobre
grzybnia powietrzna zloto-z6tta szara
grzybnia podstawowa zloto-z6tta z6tta
zloto-czerwony z61ty

pigment rozpuszczalny

Charakterystyka szczepu Streptomyces speci-
es INA 1-79/58 na agarze zwyklym, zawiera-
jacym: NaCl — 0,5%, pepton — 1,0%, agar —

2,00 i wyciag wolowy rozcieficzony woda
w stosunku 3 : 1.

Szezep Streptomyces Streptomyces species
melanochromogenes 1779 INA 1-79/58
Zarodnikowanie brak brak
grzybnia powietrzna brak brak
grzybnia podstawowa jasno-brazowa bezbarwna
pigment rozpuszczalny jasno-brazowy ciemno-brazowy

Szczep Streptomyces melanochromogenes 1779
uplynnia czeSciowo zelatyne i wytwarza bra-.
zowy pigment. Szczep Streptomyces species INA
1-79/58 nie uplynma zelatyny i nie wytwarza
pigmentu.

Zdolno$¢é wykorzystywania réznych Zrédet
wegla w agarze syntetyeznym Pridhama i Gott-
lieba, zawierajagcym: (NHy)eSOy — 0,264,
KHyPO,; — 0,238%, K;HPOy4 — 0,565%0, MgSO4.
*7H,O — 0,1%, CuSO4 5H0 — 000064%,



FeSO4°7HyO — 0,00011%, MnCls*4H0 -—
0,00079%, ZnSO4.7H0 — 0,00015%0, Zrédio
wegla — 1,0, agar — 1,5%, przedstawia sig
nastepujaco: szczep Streptomyces species INA
1-79/58 metabolizuje d(—)fruktoze, d(+)galak-
toze, d(+)glukoze, d(+)mannoze, laktozg, mal-
toze, sacharoze, trehaloze, d(—)rafinoze, skrobie
oraz inozytol i mannit. Szczep ten nie przys-
waja octanu sodowego, dulcytu i hie rozklada
celulozy. Szczep Streptomyces species INA
1-79/58 metabolizuje bursztynian sodowy i 1-
ramnoze, c¢o rézni go od szczepu Streptomyces
melanochromogenes 1779, ktéry niezuzywa bur-
sztynianu sodowego i 1-ramnozy jako zr6dia
wegla.

Szczep Streptomyces species INA 1-79/58 nie
redukuje azotanéw do azotynéw, na podlozu
tryptonowym plynnym wytwarza HjyS, pepto-
nizuje mileko i nie rozklada celulozy.

Podlozem sporulacyjnym dla szczepu Strep-
tomyces species INA 1-79/58 jest agar aspara-
ginowy o wymienionym wyzej skladzie. Ho-
dowle inkubuje sie w termostacie w tempera-
turze 25 — 30°C przez 7 — 10 dni. Wyroste
hodowle na sporulacyjnym, skosnym agarze
przechowuje sie w chtodni w temperaturze 4°C.
Szczep mozna przechowywaé¢ takie w ziemi
i w postaci zliofilizowanej.

Spos6b wytwarzania onkostatyny K droga
biosyntezy polega na fermentacji szczepu Strep-
tomyces species INA 1-79/58 w temperaturze
ponizej 30°C az do czasu wytworzenia maksy-
malnej iloSci tego antybiotyku w brzeczce.
Grzybnie, oddzielong z brzeczki fermentacyjnej
przez wirowanie lub sgczenie, ekstrahuje sie
trzykrotnie acetonem, stosujac kazdorazowo 1
czg$¢ objetosciowa acetonu na jedng czgsé ob-
jetosciowa grzybni lub dwukrotnie ekstrahujac
acetonem w wyzej podanej iloSci, a po raz
trzeci 1/2 czeéci objetosciowej acetonu na 1
cze$¢ objetosciows grzybni. Nastepnie polgczone
wyciagi acetonowe odparowuje si¢ w prozni
w temperaturze nie przekraczajacej 30 — 35°C
do catkowitego usuniecia acetonu, a pozosta-
to$¢ wodng ekstrahuje dwukrotnie benzenem,
biorgc 1/10 do 1/5 czeéci objetosciowych ben-
zenu na 1 czg§é objetoSciowa pozostatosci wod-
nej. Przesgcz brzeczki zadaje sie dwukrotnie
benzenem, zobojetnia i prowadzi ekstrakcje,
przy czym na 1 cze$é- objetosciowa brzeczki
stosuje si¢ 1/6° — 1/15 czesci objetosciowych
benzenu. Polaczone wyciagi benzenowe z grzyb-
ni i z przesgczu brzeczki zlewa sie razem,
zageszcza w prézni i wprowadza na kolumne
z tlenkiem glinowym. Na kolumnie tworzy

sie piersciei barwy ciemno-czerwonej, ktéry,
w zalezno$ci od iloSci onkostatyny K w wy-
ciggu benzenowym, jest szerszy lub weiszy.
Po przepuszczeniu catej objetosci wyciggu ben-
zenowego, antybiotyk eluuje si¢ z kolumny_
acetonem az do jego callkowitego usunigcia.
Eluaty acetonowe =zageszcza si¢ w prézni do:
suchej pozostalosci i rekrystalizuje z wrzacego-
roztworu octanu etylowego lub innych rozph—_
szczalnikéw organicznych, w ktérych onkosta-
tyna K jest dobrze rozpuszczalna. W pl_'zy—f
padkach, gdy brzeczka wykazuje szczegllnie
wysoka aktywno$é, mozna pominaé etap chro-
matografii na kolumnie z AlgO3 i po zageszcze-
niu do sucha wyciggéw benzenowych mozna-
rekrystalizowaé pozostalo§é w spos6b opisany
wyzej.

Przyktad I. Jednostadiowa fermentacja
w kolbach na trzesawce. Kolbe o pojemnoéci-
750 ml, zawierajaca 100 ml pozywki o skla-
dzie: maka sojowa — 2%, glukoza — 2%,
(NH4)SO4 — 0,2°%%, NaCi — 0,2%, KyeHPO4 —

°© 0,05%, CaCO3 — 0,4%, pH — 1,0, wyjalowiong

w sposéb powszechnie znany, zaszczepia sie’
zawiesing zarodnik6w szczepu Streptomyces spe-
cies INA 1-79/58 w 0,85%owym roztworze
NaCl. Kolbe z zaszczepiong pozywka umieszcza
sie na trzesawce i inkubuje w temperaturze’
25 — 30°C przez 120 — 168 godzin. .

Przyklad II. Trzystadiowa fermentacja,
w fermentorach. Stadium I przeprowadza sie
w kolbach, jak w przykladzie I, lecz fermen-.
tacje prowadzi sie przez 48 — 72 godziny.
Stadium II prowadzi sie w fermentorze o gb~
jetoSci np. 100 litrow. . Podloze produkcyjne:
o sktadzie jak wyzej, zawierajagce ponad-to
olej sojowy w ilo$ci okolo 1%, wyjatawia  sie
w temperaturze 115°C przy 0,8 atm. w ciagu
1 godziny. Wyjatowiong pozywke szc_zepi ‘sie
48 — 72 gcdzinng hodowly ze stadium I i pod--
“daje 36 — 48 — godzinnej fermentacji w-tem-:
peraturze 25 30°C przy napowietrzaniu
04 — 1,0 objetosci powietrza na objeto§é po-
zywki na minute. Stadium III prowadzi sie
w fermentorze o pojemnoSci np. 1500 litréw
na podilozu podanym wyzej, wyjalowionym jak
w stadium II i przy utrzymywaniu takich.sa-
mych parametréw, lecz przy napowietrzaniu
0,2 — 0,6 objetoSei powietrza na objetosé po-
zywki na minute przez okres srednio 80 godzin.

Oznaczenie onkostatyny. K w przesaczu brze-
czki przeprowadza sie metoda biologiczng plyt-
kowo-cylinderkowa, uzywajac jako szczepu
wzorcowego Bacillus subtilis - 6633.



Po fermentacji oddziela sie z brzeczki grzyb-
nie np. przez odwirowanie na wiréwee kosza-
wej lub odsaczenie na nuczach prézniowych
o duzej powierachni sgczacej, po czym grzyb-
nie w ileéci 60. litréw umieszcza sie w reaktorze
o ‘pdbjemnosci okolo 150 litréw, zadaje 1 czescia
objetoéciowa acetonu na 1 czes$é objetosciowa
grzybni i ekstrahuje mieszajac do caltkowitego

wyciggniecia onkostatyny K z grzybni. W przy- .

padku niecalcowitej ekstrakcji antybiotyku,
ekstrakcje¢ powtarza sie dwu- lub trzykrotnie.
Polgczone wyciagi acetonowe odparowuje sig
w- prézni- w - temperaturze nie przekraczajacej
30 — 35°C, do catkowitego odpedzenia acetonu.
Pozostatos¢ wodna ekstrahuje sie trzykrotnie
benzenem, bioragc kazdorazowo 1/6 cze§é
objetoéciowa benzenu na 1 cze$¢é obje-
tosciowq pozostalosci wodnej. Oddzielony . od
grzybni przesacz brzeczki umieszcza sie w Te-
aktorach o pojemnosci okolo 100  litrow
na 700 litrow przesaczu, dodaje do nie-
go 1/20 — 1/6 ‘czeéci objetosciowych ben-
zenu na 1 cze$é objetosciowa przesaczu brzecz-
ki, mieszanine wodno-benzenows zobojetnia sie
i miesza 1 — 1,5 godziny, po czym zostawia
do odstania na 12 — 20 godzin. Nastepnie faze
dolng ekstrahuje sie jeszcze raz 1/20 — 1/6
czesci objetoSciowych benzenu na 1 cze$é obje-
toéciowa fazy wodnej. Emulsje powstajgca na
granicy faz wiruje si¢ na wiréwce Sharplesa
lub innej, odpowiedniej wiréwce szybkoobro-
towej, po uprzednim dodaniu do niej NasSOy,
NaCl lub innej soli i wymieszaniu. Polaczone
wyciagi benzenowe z grzybni i z przesaczu brze-
czki, po uprzednim zageszczeniu w prézni, chro-
matografuje sie na kolumnie z tlenkiem glino-
wym. Zaadsorbowana na tlenku glinowym on-
kostatyne K eluuje sie acetonem w ilosci po-
trzebnej do catkowitego wymycia antybiotyku
z kolumny. Eluaty acetonowe zageszcza sie
. w pr6zni w temperaturze nie przekraczajgcej
80 — 35°C do uzyskania suchej pozostaloici
i rekrystalizuje z wrzacego roztworu octanu
etylowego lub innych rozpuszczalnikéw orga-
nicznych, w ktdérych onkostatyna K jest dobrze
roppuszczalna na gorgco i malo rozpuszczalna
“na zimno. Krystaliczny osad zostawia sie na
5 — 7 dni w temperaturze 4 — 10°C, saczy,
przemywa woda lodowatg i suszy w tempera-
turze pokojowej w prozni. Wydajnosé antybio-
tyku w przeliczeniu na zawarto$¢ antybiotyku
w grzybni i w przesgczu brzeczki wynosi 60%o.
Onkostatyna K jest' substancja o barwie
clemno-czerwonej. Tworzy krysztaly w.formie
dwupiramid i ptytek. Chromatografia bibulowa

—

w réznych ukladach rozpuszczalnikéw wykazuje
obecnoé¢ 4 komponentéw, zidentyfikowanych’
jako Ipa, Io, Iy, Io. Nie zawiera komponentu Ig,
wystepujacego w aktynomycynach z grupy D.
Temperatura topnienia onkostatyny K wynosi

250 — 253°C, temperatura ciemnienia 241°C.
Skrecalno$¢ witasciwa w absolutnym etanolu
20 ’

(@ p =*-260°. Ekstynkcja wlasciwa (33%-ego

etanolowego roztworu z buforem fosforanowym,
PH 7,01) przy 445 milimikronach wynosi 20 8.
Spektrum antybiotyczne onkostatyny K przed-
stawia tabela 1.

Tabela 1. '

Najmniejsze ste-
zenie onkostatyny
K powodujace za-
hamowanie wzro-
stu szczepu wzor-
cowego (mcg/ml)

Szczepy wzorcowe

Micrococcus pyogenes var.

aureus 209-P 0,2
Micrococcus pyogenes var. albus 0,2
Sarcina lutea 0,05
Bacillus. circulans 8144 0,2

Bacillus brevis 10068 0,45
Bacillus subtilis 6633 0,01
Escherichia coli 308 125,0
Proteus vulgaris OX;g 125,0
Pseudomonas aeruginosa 62,0
Candida albicans 102 125,0
Mycobacterium 607 7.5
Mycobacterium smegmatis 15,0
Mycobacterium phlei . 3,7
Penicillium chrysogenum Q 176 62,0
Aspergillus niger 31,0

Badania przeprowadzone na myszach z 5
réznymi nowotworami wykazaty, ze dobowa
dawka onkostatyny K wynoszaca 100 mcg/kg
dziata hamujaco na rozwéj raka Ehrlicha oraz
czerniaka (melanoma). Podobne dzialtanie wyka-
zuja dawki 50 i 25 mcg/kg wobec migsaka
Crockera 180. Onkostatyczne dzialtanie onko-
statyny K zanotowano roéwniez w do§wiadcze-
niu z miesakiem SA 37.

LDj5p onkostatyny K w stosunku do myszy
przy podaniu dootrzewnowym Wwynosi: - 745
mcg/kg, po dodaniu dozylnym 1 meg/kg."



Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb otrzymywania nowego antybiotyku,

onkostatyny K, znamienny tym, ze prowadzi
sie biosynteze metodg fermentacji glebino-
wej szezepu Streptomyces species INA
1-79/58, otrzymanego na drodze selekcji na-
turalnej szczepu Streptomyces melanochro-
mogenes 1779, w temperaturze ponizej 30°C

na pozywce zawierajacej przyswajalny we- -

giel, azot i sole mineralne, do czasu wytwo-
rzenia przez ten szczep w brzeczce anty-
biotyku, ktéry izoluje sie metodsy ekstrakcji
i adsorpeji oraz eluacji.

. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym,
ze z brzeczki oddziela sie grzybnie, na przy-
klad przez odsaczenie lub odwirowaniz, eks-
trahuje antybiotyk z przesgczu dwukrotnie
benzenem lub innym rozpuszczalnikiem” nie
mieszajgcym sie z woda, a antybiotyk wy-

tworzony w grzybni ekstrahuje z niej kil-
kakrotnie acetonem lub innym odpowiednim
rozpuszczalnikiem, po c¢zym odparowuje ten
rozpuszczalnik, a pozostalo$é ekstrahuje ben-
zenem, a nastepnie polgczone zageszczone
wyciagi benzenowe z brzeczki i z grzybni
przepuszcza sie przez kolumne z tlenkiem
glinowym i eluuje acetonem, odparowuje
eluaty w pr6zni w temperaturze 25 — 35°C,
a uzyskang sucha pozostatoéé¢ rekrystalizuje
z gorgcego octanu etylu lub innego, odpo-
wiedniego  rozpuszczalnika  organicznego,
a krystaliczny osad po odsaczeniu przemywa
woda lodowatg i suszy w préini w tempe-
raturze pokojowej. '

Instytut Antybiotykow
Zastepca: mgr inz. Jerzy Hanke
rzecznik patentowy
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