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Sposob wytwarzania mieszaniny nowych antybiotykéw A-25822
oraz jej poszczegolnych skladnikow A, B, D, H, L, Mi N

1

Wynalazek dotyczy sposobu wytwarnzania mie-
szaniny nowych antybiotykéw A-25822 woraz jej
‘poszczegblnych sktadnikéw. Antybiotyki te nalezg
do grupy wielopierScieniowych zwigzkow zawiera-
jacych atom azotu.

Poszczegblne zwiazki z tej grupy zostaly omna-
czone oprécz symbolu A-25822 symbolami A, B, D,
H.L, MiN.

Spos6éb wytwarzania‘ mieszaniny mowych anty-
biotykéw A-25822, oraz jej poszczegblnych skiad-
nikéw A, B, D, H, L, M i N.i ich soli addycyj-
nych z kwasami, polega na tym, ze prowadzi sie
hodowle mowego szczepu Geotrichum flava-brun-
neum NRRL 3862 na podiozu, zawierajgcym przy-
swajalne zroédita wegla, azotu d soli mieorganicz-
nych w warunkach napowietrzanej fermentacji
glebinowej i ofrzymang mieszanine antybiotykéw
izoluje sie i ewentualnie rozdziela sie poszczegoine
skdadniki lub przeprowadza w s6l albo jedno i dru-
gie, lub skbadnik A komzystnie przeprowadza sie w
pochodng octanowa.

Antybiotyki A-25822 wytwarza si¢ metods gie-
binowej, napowietrzanej fermentacji nowego szcze-
pu Geotrichum ﬂavo-bmnlnem_h, prowadzonej az do
chwili uzyskania znacznej aktywmno$ai antybiotycz-
nej. Antybiotyki A-25822 wydziela sie z brzeczki
fermentacyjnej przez ekstrakcje do rozpuszcezal-
nika organicznego, @& mnastepnie po alkalicznym
DPrzemyciu organicznego mozbtworu, reekstrakcje
antybiotykéw A-25822 do wodnego roztworu kwa-
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su mineralnego. Kwasny ekstrakt alkalizuje sie
i cze§é antybiotykéw o aktywnosci wiekszej prze-
ekstrahowuje si¢ do rozpuszczalnika weglowodoro-
wego, a mnastepnie czeSé o mniejszej aktywnosci
antybiotycznej do polarnego rozpuszczalnika orga-
nicznego. Ekstrakty organiczne igczy sie i odparo-
wuje rozpuszczalnik, uzyskujge surowsg mieszanine
antybiotykéw A-25822. v

Pojedyncze skladniki mieszaniny A-25822 wy-
dziela sie, stosujgc metode chromatografii kolum-
nowej, cienkowarstwowej, gazowej oraz metode
krystalizacji.

Antybiotyki A-25822 wykazujg dziatanie hlamru-
jace ma drobnoustroje, wywolujgce zakazenie u
zwierzgt i moslin, i s3 szczegblnie cenne ze wzgle-
du na dziatanie przeciwgrzybowe in vitro i in vivo
wobec takich szczepbw, jak mp.: Candida sp.
i Cryptococcus sp. '

Absorpcje w podczerwieni poszczegblnych sktad-
nikéw mieszaniny A-25822 przedstawiono ma ry-
sunku, gdzie fig 1 dotyczy sktadnika A; fig. 2 —
skladnika B; fig. 3 — slklaldmi[kxa D; fig. 4 — sktad-
nika H; fig. 5 — skbadnika L; fig. 6 — skladni-
ka M; fig. 7 — skbadnika N.

Na podstawie amalizy wtasciwoseci cherm(mnych
i fizycznych oraz analizy spekiralnej antybiotykom
A-25822 mostata przypisana struktura azasteroidow.
Kazdy ze skbadnikéw A-25822 zawiera w swojej
czgsteczee jeden zasadowy atom azotu. ©g

Poszczegblne skladniki mieszaniny antybiotykow
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otrzymuje sie réwnoczeSnie w procesie entacji
w postaci mieszaniny, a mastepnie wydziela sie je
w spos6b opisany powyzej.
Mieszanina antybiotyk6w A-25822 jest olejem o
barwie z6ltej, rozpuszczalnym w wiekszosci pospo-
litych mozpuszcezalnikéw organicznych i praktycz-

nie nie rozpuszczalnych w wodzie. Zaréwno mie-

szanina, jak i poszczegélne skladniki isg trwate w
stabo kwasnych roztworach wodnych w ciggu sze-
regu miesiecy.

Charakterystyka poszczegélnych sktadnikéw mie-

szaniny A-25822. : -
Skladnik A jest krystaliczng substancjg o barwie

biatej i temperaturze topnienia 147°C (bezbanwne

plytki z acetonitrylu). Masa czgsteczikowa, oznaczo-
na metoda \spe'kt.mgraﬁ masowej, wynosi 439. Wy-
lwz:any wzbr srumamyczny C30HgeNO. Amnaliza
eLemenbamna wykazala |procentowg zawarto$é we-
gla . — 82 ,17%, wodoru 11, 31%, azotu — 3,38%.
Skrecalno$§é wiasciwa, oznaczona w metanolu, wy-
nosi [a]%=—170° (C = 1,15 MeOH). Miareczkowanie
elektrometryczne, wykonane w 68% dwumetylo-
formamidzie (DMF), wykazalo obecno§é jednej
grupy miareczkujacej sie o warto§ei pKa 8,45.
Wiiddmo w podczerwieni, wykonane w chloroformie,
przedstawione na fig. 1, wykazuje nastepujace
maksima - absorpcji, wyrazone w mikronach: 2,79,
3,0, 3,26, 3,42, 348, 6,10, 6,17, 6,87, 6,95, 7,29, 7,42,
7,62, 17,75, 8,68, 9,19, 9,37, 9,80, 9,96. 10,31, 10,73,
i 10,87. Sktadnik A wykazuje w ultrafiolecie w
obojetnym i 2zasadowym  etanolawym roztworze
absorpcje przy ; mx 293 mp. .

Skladnik’' B mieszaniny A-25822 jest |lcr3nstalnczma
-substancjg o barwie bialej i temperaturze topnie-
nia okoko 115—118°C (igly z mieszaniny aceton-
helksan). Chlorowodorek “skladnika B,
podczas przepuszczania suchego chlorowodoru przez
eterowy roztwér tego skladnika i odsgczenie wy-
dzielonego osadu, topnieje w temperaturze 128—
141°C. Wzér sumarycany — CoHysNO. Masa cza-
steczkowa, wyznaczona metodg spektrografii ma-
sowej, wynosi 411. Miareczkowanie elektrome-
tryczne wykonane w 66% wodnym roztwonze dwu-
metyloformamidu, wykazalo obecno$é jednej gru-
py miareczkujacej sie o warto$ci pKa 8,5.

Analiza elementarna wykazaba procentowsg za-
warto§é wegla — 81 47%, wodomu — 10,91%6 i amo-
tu 3,21%.

Skrecalnos¢ whasciwa [a]% = — 16,7° (C = 0,775,
MeOH) Widmo w podczerwieni wykonane w chlo-
rofprmne, Dbrzedstawione na fig. 2, wykazuje na-
stepujace charakterystyczne maksima absorpeji:
2,78, 2,92, 3,12, 3,27, 3,40, 3,48, 6,1 (silne), 6,15, 6,73,
6,93, 7,1, 7,21, 7,96, 8,63, 8,86, 9,17, 9,30, 9,53, 9,72,
9,81, 9,95, 10,15, 10,44, 10,76, 10,94, 11,23 i 11,78 mi-
kron6w.

Piodobme, jak slkladlnik A, skhadnik B wykazuje
absorpcje 'w nadfiolecie przy j; max 239 mp  (roz-
twér obojgtny) i przy ; max 279 mp w srodowisku
kwasnym. - ' -

Skladmk D mieszaniny A-25822 jest bezposta-
ciowa substancjg o barwie bialej, i temperaturze
topniénia okoto 51—55°C, i masie czasteczkowej,
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oznaczonej metoda spektrografii
Wzér sumaryczny — CagHgsNOa.

Miareczkowanie elektrometryezne wykazuje
istnienie jednej' miareczkujgcej sig grupy o war-
tosci pKa 7,7.

Analiza elementarna skladnika D wykazuje pro-
centows zawanto§¢ wegla — 78,40%, wodcru —
10,28% i azotu 3,17%. Skrecalno$é¢ wlasciwa wynosi
[0132= + 39° (C = 0,725, MeOH). Widmo w pod-
czerwieniu, przedstawione na fig. 3, wykazuje na-
stepujace maksima absorpcji przy 'dtugosci fali:
2,97, 3,43, 3,50, 3,7 (szerckie), 5,97, 6,04, 6,09, 6,15,
6,82, 6,93, 7,28, 7,34, 7,42, 1,7, 7,94, 8,1, 8,34, 8,6, 8,87,
9,10, 9,18, 9,35, 9,61, 9,77, 10,29, 10,4, 1076 1092
i 11,32 mikmonéw.

Widmo w:nadfiolecie sk))aadmha D, wylconame w
etanolu, wykazuje j max 235 mp (roztwér obojetny)
i 270 mp w 4rodowisku kwasnym.

Sktadnik H jest bezpostaciowa substancjg o bar-
wie bialej, masie czasteczkowej, oznaczonej me-
todg spektrografii masowej, 425 i temperaturze
topnienia ckolo 74—T7°C. . Wzér sumaryczny —
CagH43NOs. )

Miareczkowanie elektrometryczne skitadnika H
W 66% dwumetylofarmamidzie wykazuje istnienic
jednej miareczkujgcej sie grupy o pKa 6,9.

Skrecalnoéé whasciwa [a]% = + 15° (C = 0,147,
MeOH). Jak pokazano na fig. 4, sktadnik H wy-
kazuje charakterystyczne maksima absorpcji w
podczerwieni przy nastepujacych dlugo$ciach fal:
3,40, 3,50, 6,20, 6,60, 6,90, 7,20, 8,35, 9,35, 9,70, 10,40,
10,85 i 11,25 mikmonow.

W Swietle .nadfioletowym skladnik H wykazuje
maksimum absorpecji ‘W roztworze obojetnym i za-
sadowym przy A max 235 mp i 1 max 270 muy w
Srodowisku kwasnym.

Skladnik L mieszaniny A-25822 jest bezposta-
ciowg substancja o barwie z6ltej, masie czastecz-
kowej 425, oznaczonej metodg spektografii maso-
wej. Wzor sumaryczny CosHgsNOs. Analiza elemen-
tarna wykazuje mastepujacy skbad skladnika L:
wegiel 78,68%, wodér — 9,74%, azat — 3,06%.
Miareczkowanie elektromagnetyczne, wykonane w
66% dwumetyloformamidzie, wykazuje distnienie
jednej miareczkujacej sie grupy o. pKa 4,75.

Widmo w podczerwieniu, ‘wykonane. w' chlorofor-
mie, wykazuje nastepujace charakterystyczne ma-
ksima absorpcji: 2,80, 2,93, 3,40, 3,50, 6,0 6,10, 6,19,
6,32, 6,84, 6,89, 7,29, 7,36, 7,44, 7,66, 7,79, 7,95, 8,04;
8,18, 8,40, 8,74, 8,88, 9,18, 9,37, 1041, 1075 10,90,
11 28 i 11,85 mikronéw.

Widmo w madfiolecie wykazuje maksimum ab—
sorpcji przy A max 262 mu w roztworach obojet-
nych i zasadowych, i przy A max 279 mu w roe-
tworze kwasnym. Skrecalno$é wlaémwna ~[a] ff =
+ 75° (C = 0,072, MéDH).

Skladnik M mieszaniny A-25822 jest poélkrysta-
liczng substancjg o barwie z6ltej i temperaturze
topnienia 140°C. Masa czasteczkowa, oznaczona me-
toda spektografii masowej, wynosi 452.

Wzér sumaryczny okreSlono jako. — CzpHg7NOs.

Analiza elementarna wykazala nastepujgcy skiad
procentowy pierwiastkéw: wegiel — 78,04%, wo-
doér — 10,83%, azot — 3,07%s. .

masowej, 427.
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Skrecalno$§é wiasciwa sktadnika M wynosi[a] 23
= —15° (C = 0,021, MeOH).

Miareczkowanie ‘elektrometryczne tego skladni-
ka w 66% dwumetyloformamidzie wykazalo istnie-
nie jednej gmipy miareczkujgcej sie o pKa 7,9.

Widmo w podczerwieni (fig. 6) skbadnika M, wy-
konane w chlonoformie ,wykazuje chamakterystycz-
ne maksima absorpcji przy: 3,45, 3,52, 5,82, 6,20,
6,84, 6,90, 7,0, 7,30, 7,38, 8,2—8,35, 9,21, 9,36, 9,60,
9,77, 9,80, 10,20, 10,60 i 11,28 mikmonow.

" Skiadnik M wykazuje absorpcje w nadfiolecie
przy A max 239 mp w roztworach obojetnych d za-
sadowych. W mnoztwonach kwasdnych A max jest
przesunieta i wymosi 279 myu.

© Skladnik N grupy antybiotykéw A-25822 jest
krystaliczng substancja o barwie biatej, topniejaca
w temperaturze okolo 165°C. Masa czgsteczkowa,
oznaczona na podstawie spektrografii magowej, wy-
mnosi 409, a wyliczony wzér sumaryczny - CzsHy3NO.
. Analiza  elementarna skladnika N wykazuje ma-
stgpujaca zawarto$é¢ pierwiastkéw: wegiel
82,09%, wod6ér — 10,58% i azot — 3,42%.
‘Skrecalno$é wiasciwa [a] 23 = —14° (C = 0,05 MeOH).

“Miareczkowanie elektrometryczne skdadnika N
w 68% dwumetyloformamidzie wykazuje istnienie
jednej' grupy miareczkujacej sie o pKa 7,45.

Jak pokazano ma: fig. 7, widmo w podczerwieni
skladnika N, wykonane w chloroformie, wykazuje
charakterystycane maksima absorpcji przy: 3,40,
3,50, 5,88, 6,30, 6,85, 7,28, 8,15—8,38, 9,35 i 11,25 mi-
kn-oméw

W nadfiolecie skladnmk N wykazuje maksimum
przy A max 240 mp w srodowisku obojetnym i za-
‘sadowym, przesuniete w $rodowisku kwaSnym do
wartosci 280 mu.

Ustalono strukture skladmika A, pochodnych oc-
tanowych skbadnikéw A, B i M (pochodna octano-
‘wa skitadnika B) i przedstawiono we wzorze ogol-
nym 1, w ktérym R; i’'Rz oznaczaja réwnoczesnie
atomy wodoru lub grupy metylowe, @ R3 oznacza
grupe hydmollnsylowa lub lace'oulnsy]:owa

Gdy Rj i Rz ozwaczaqa rfrwnoczesme atomy wo-
doru, a Rz grupe hydmkwsquwa wzbér ogélny 1
przedstawia sktadnik B. Skladnik M przedstawiony
jest wzorem ogbélnym 1, w ktérym R; ‘i Ry ozna-
czaja réwnoczefnie atomy wodoru, @ R3 oznacza
grupe acetoksylowa. Gdy R; i Rp oznaczajg réw-

nocze$nie grupy metylowe, a R3 oznacza hydroksy-

lowg, wz6r ogb6lny 1 przedstawia skladnik A. Po-
chodng octanowsg skladnika A (Ry = = grupa
metylowa, R3 — grupa acetoksylowa (wytwarza
sievsymetycmnie ze skladnika A, poddajgc go re-
akcji z bezwodnikiem octowym w pirydynie. Réw-
niez skladnik M moéma otrzymaé na drodze syn-
tezy, poddajac reakeji z bezwodnikiem octowym
W pirydynie skdadnik B.

We wzorze ogélnym 1 wigzanie pomiedzy ato-
mami ,zaznaczone poziomymi kreseczkami joznacza-
ja konfiguracje, podczas gdy wigzania dwoch an-
gulamych (naroznych) grup metylowych i grupy
hydroksylowej lub ocetoksylowej zaznaczone linia-
-mi cigglymi oznaczajg konfiguracje f.
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Nazwy systematyczne antybiotykéw A-25822 zo-
stalty utworzone zgodnie z ogdlnie przyjeta nemen-
klaturg zwigzkéw stereidowych.. Spos6éb mnumero-
wania poszczegdlnych pozycii Jest przedstawiony.
we wzorze ogblnym 2. Skdadnik A — 38-hydroksy-
-24-met yleno-14a-aza-D-homo-4,4-dwumetylo-5a-
-cholestdien-8(9), 14(14a). Pochodna ectanowa skiad-
nika A — 3f-acetoksy-24-metyleno-14a-aza-D-ho-
mo-4,4-dwumetylo-5a-cholestdien-8(9), 14(14a).

Skladnik B i jego pochodna octamowa M nosza
nazwy: 38-hydroksy-24-metyleno-14a-aza-D-homo-
-5a-cholestdien-8(9), 14(14a) i 38-acetoksy-24-mety-
leno-l14a-aza-D-homo-5a-cholestdien-8(9)-, . 14(14a).
Skiadnik N jest 3-keto-24-metyleno-14a-aza-D-ho-
mo-5a-cholestdienem-8(9), 14(14a). :

Strukture skbladnikéw mieszaniny A-25822 A, B,
M i N ustalono na podstawie badania ich wiasci-
wosci fizycznych i chemicznych oraz ma podstawie
widm magnetycznego rezonansu jadrowego i widm
w podczerwiend, i potwmrdzono krystaloguratfnozna
analizg rentgenowska.

Struktura pozostatych skladnikéw A-25822 (D
L i H) nie zostala jeszaze ustalona, jakkolwiek
dla skladniké6w D i L zostata wstepnie zapropo-
nowana. Skladnik D, zawierajacy dwie grupy hy-
droksylowe ,odpowiadalby podstawionemu w pozy-
cji 15 grupa hydroksylowsg iskbadnikowi B czyli
bytby 3,15-dwuhydroksy-24-metyleno-14a-aza-D-
-homo-5a-cholestdienem-8(9), 14(14a). Sktadmik L
odpowiadatby 15-keto pochodnej skbladnika B, czy-
i 3 p-hydroksy-15keto-24-metyleno-14a-aza-D-ho-
mo-5a-cholestdienowi-8(9), 14(14a). Struktury skbad-
nika H jeszcze mie ustalono.

Antybiotyki A-25822 stosuje sie w postaci wolneJ
zasady lub w postaci nietoksycznych, dopuszczal-
nych w farmacji soli addycyjnych.

Wolne zasady antybiotykéw A-25822 tworzg lat-
wo addycyjne sole z kwasami minenalnymi takimi,
jak kwasy chloro i bromowodorowy, siarkowy
i fosforowy omaz z kwasami kargoksylowymi baki-
mi, jak octiowy, propiondwy, cytrynowy, maleinowy
benzoesowy, winowy, szczawiowy, bursztynowy,
eskcrbinowy, jablkowy i podobne, oraz z kiwasa-
mi sulfonowymi takimi, jak np.-benzenosulfonowy,

p-toluenosulfonowy, me‘banusulfomowy, laurylosul-
fonowy d inne. '

Skladniki A-25822 reaguja z Jjodkiem metylu,
dajgc krystalicane metylojodki.

Mieszanina 'A-25822, jak i posumegé].ne skbadni-
ki w postaci wolnych zasad mie rozpuszczaja sie
prraﬂntycmmle zupeliie w wodzie, s3 matomiast roz-
puszczalne w mozpuszezalnikach organicznych ta-
kich, jak dwumetyloformamid, dwumetylosulfotle-
nek, aceton ,octan etylu i izoamylu, metanol, eta-
nol, chloroform i innych. Rozpuszczalno$é ich jest
mniejsza w mizej podanych polammych rozpuszcozal-
nikach takich, jak benzen czy czterochlorelk we-
gla i najmniejsma w weglowodarch parafinowych
dakich, jak pentam, heksan i heptan. )

Sole mieszaniny A-25822 i jej sktadnikéw sa do-
brze rozpuszczalne w wodme jak na przyklad xchﬂ»o-
rowodorek lub siarczan skladnika B.

Skladnik B jako wolna zasada jest wsubstancja
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poMmarﬁc.ma Krystalizacja z réznych rozpusz-
czalnik6w prowadzi do uzyskiwania substanci o
résnych temperaturach topnienia i réznych vent-
genowskich obrazach dyfrakcyjnych. Na przykiad
‘ krystalizacja wolnej zasady z n-heksanu prowadzi
do wytwomzenia substancji o temperaturze topnie-
nia 56—58°C. Krystalizacja z pentanu prowadzi do
uzyskania wolnej zasady o temperaturze topnienia
42—44°C, mnatomiast z mieszaniny aceton-heksan
115—118°C.

Kazda z form krystalicznych wykazuje takie sa-
me wyniki analizy elementamnej, miareczkowania
i analizy spektralnej, a rézni sie jedymie tempe-
raturg topnienia i analizg .rentgenograficzng. Ze
wzgledu ma czynnosé optyczng skbadnikéw A-25822
wydaje sie, ze polimorficzno§é wykazywana przez
skladnik B jest zwigzana ze zjawiskiem diastereoi-
momerii. ) .

Wystepowanie skladnika B w wielu postaciach
jest typowe dla wielu azasteroidéw.

Skladniki A, B i L reagujg z bezwodnikiem oc-
towym, dajgc pochodne . jednooctanowe, mnatomiast
skiadnik D tworzy pochodng dwuoctanowsg.

Mieszanina antybiotykéw A-25822 oraz poszcze-
g6lne skbadniki hamujg wazrost mikroorganizméow,
wywotujacych choroby u zwierzat i mno$lin. Mie-
szanina A-25822, jak réwniez jej pojedyncze sktad-
niki sg szczegblnie aktywne in “vivo i in vitro w
stosunku do chorobotwérczych - grzybéw i mogag
byé stosowane przy zwalczaniu choréb wywola-
nych -grzybami u zwierzat i ludmzi.

Pochodna octanowa skbadnika A, o wzorze poda-

nym uprzednio (R; = Rz = grupa metylowa — Rg3-

= grupa acetoksylowa), wytwarzana na drodze re-
akcji z bezwodnikiem octowym w pirydynie, ‘jest
nieco mniej aktywna niz skiladnik A. Podobnie
pochodna octanowa skladnika B (skladnik M) jest
nieco mniej aktywna od skladnika B. Obie pochod-
ne octanowe stosuje sie w podobny sposéb, jak
wyjSciowe zwiazki hydroksylowe, w hamowaniu
warostu grzybow. . . ‘

Tablica I przedstawia majmniejsze isteZenie ha-
mujgce ‘antybiotyk6w A-25822, oznaczone standar-
dowa metodg plytkows w stosunku do szeregu wy-
branych szczepé6w mikroorganizméw.

Tablica II
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Tablica I
Aktywnosé przeciwbakteryjna antybiotykéw A-25822
in vitro :
Najmniejsze
Drobnoustréj steZenie
hamujace -
mcgiml - .
Staphylococcus aureus 3055 : 25
Streptococcus faecalis 50:
Klebsiella aerobacter KA 17 50
Pasteurella multocida 10
Erwinia amylovora 6,25
Xanthomonas phaseoli 50
Candida tropicalis A 17 . 78
Trichophyton mentigrophytes . 78
Botrytis cinerea 3,12
Fusarium oxysporum : 25
Verticillium albo-atrum: 1,56

Wrazliwo§é in vitro wybranych patogennych

.grzybéw na mieszanine A-25822 oraz na poszcze-

gllne skiadniki A, B i D oznacza sie .metoda moz-
cieficzen, stosujac pozywke Sabourauda. Silikono-
wane szklane préobéwki, zawierajace podwojnie roz-
cieficzony antybiotyk w pozywce Sabnqp_c_na:uda, ino-
kuluje sie zawiesing, sporzgdzong ze.zhomogenizo-
wanych grzybni. Inokulowane prébowki inkubuje
si¢ na obrotowej wstrzasarce przy 250 obrotach/
/minute. Wszystkie oznaczenia wykonuje sig wtedy,
gdy w probéwkach kontrolnych pozbawionych
antybiotyku pojawi sie obfity wzrost. Najmniejsze
stezenie hamujgce wyznacza isie¢ jako majmniejsze
stezenie antybiotyku, hamujace w wyrainy sposob
rozwlj grzybow. ;

Probowki, mie zawierajgce w . pozywice antybio-
tyku, inokuluje sie nastepnie z prébéwek, w kit6-
rych. bylo mnajmniejsze stezenie hamujace warost
grzyb6w, celem oznaczenia . dawki letalnej.

Tablica II pokazuje najmniejsze stezenie hamu-
jace i najmmniejszg dawke letalng mieszaniny
A-25822 oraz ws_gklla;dmi-kélw A, B i D w odniesieniu
do wybrpanych grzybéw chorobotwérczych.,

Aktywnos$¢ przeciwgrzybowa antybiotykéw A-25822 in vitro
Oznaczenie brzeczki metoda rozcieficzeniows

—

Antybiotyk Cax?dida Candida Cryptococcus Trichophyton Trichophyton Mycosporum
albicans albicans » neoformans mentagrophytes rubrum gypseum
A-25 A-26
Najmniejsze stezenie hamujace/najmniejsza dawka letalna mcg/ml
A-2582_2 mieszanina 1.25/2.5 2.5/5.0 0.078/0.625 0.0156/0.0625 0.0156/0.0625 0.0625/0.5
| Skladnik A 1.25/40 2.5/40 0.156/1.25 0.0019/1.0 0.0019/0.5 0.0156/1.0
Skladnik B 0.625/20 2.5/40 0.156/1.25 0.0039/1.0 0.0156/1.0 0.0156/1.0
skladmk D 10/40 10/40 1.25/5 0.5/1.0 0.5/1.0 1.0/1.0
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W tablicy III pekazano aktywno$§é przeciwgrzy-
bowa in vitro skladnikéw H, L, M i N. Podane
wielkoSci oznaczaja majmniejsze stezenie hamu-
jace danego antybiotyku, wyrazone w mikmrogra-
mach na mililitr,

10
atakujgcych zewmetrznie powierzchnie przedmio-
16w, ma przykiad pomieszczemia do prysanicow,
zewnetrzne powiernzchnie drewmniane, powierzchnie
papieru i przedmiotéw plastikowych itp., stosuje
sie mieszanine antybiotykéw w postaci molnych

Tablica III

~ Aktywnoéé przeciwgrzybowa antybiotykéw A-25822 in vitro

Najmniejsze stezenie hamujace mcg/ml
Skladnik A-25822 Candida' Trichophyton' Cryptococcus? | Blastomyces? Histoplasm?
) albicans mentagrophytes neoformans dermatitidis capsulatum
H 0.625 0.156 10 0.625 0.625
L 0.625 0.156 2.5 0.625 0.625
M 1.0 0.25 10 5.0 2.5
N3 2.5 0.312 5.0 0.625 0.625
1) metoda plytkowa
%) metoda rozcieficzen agarowych
3) siarczan skladnika N
Aktywno$é in vivo mieszaniny antybiotykow Tablica IV

A-25822 oraz jego pojedynczych skladnikéw ozna-
czano ma myszach, zakazonych C. albicans.

W tablicy IV przedstawiono aktywmno$é in vivo
mieszaniny A-25822 skladnikéw A, B i D. Wyniki,
podane w tablicy, otrzymano ma podstawie testo-
wania myszy, przeprowadzonego w mnastepujgcy
spoisib.

Grupe myszy po uprzednim mapromieniowaniu
dawkag 400 r (rentgenéw) zakazono przez podanie
‘dozylnie komoérek Candida albicans A26 1 X 108
komoérek/mysz. Nastepnie po wczasie od 0 do 2
godzin podawano podskérnie oznaczany skiadnik.
Przediuzenie czasu zycia myszy, ktérej .Jpodwamvo an-
tybiotyk w stosunku do czasu zycia myszy kon-
trolnej, ktérej nie podano antybiotyku, oznacza
aktywnoéé przeciwgrzybows.

Tablica IV przedstawia wyniki, uzyskane po po-
daniu podskérnym (sc.) dawki antybiotyku, wyra-
zonej w mg/kg wagi ciata. Czas przezycia podano
w procénta‘ch w stosunku do czasu przezycia myszy
kontrolnej. Prawa kolumna wskazuje LDj (dawka
Smientelna 50% testowanej grupy myszy), oznaczo-
ng po czasie 7 dni, badang tylko dla dawki
50 mglkg wagi ciata. :

Skiadniki A-25822 stosuje sie jako Srodki prze-
ciwgrzybowe w postaci wolnej zasady lub mietok-
sycznych, dopuszczalhych w farmacji soli z kwa-
sami takimi, jak kwas solny lub siarkowy. Sole
te ze wzgledu na tatwg rozpuszczalno§é w wodzie
s3 korzystne podeczas ich stosowania. Na przyklad
mogg byé stosowane w postaci rozpylanych roz-
tworé6w wodnych z dodatkiem $rodka zwilzajgcego
do zwalczania szkodliwych grzyb6éw. Podobnie sole
te mozna podawaé przy zakazeniach grzybami do-
otrzewnowo w postaci izotonicznych coztwioréw.

W pewnych przypadkach mozna stosowaé oczysz-
czong mieszanine antybiotykéw A-25822 bez ko-
miecznoSei rozdzielania i stosowania pojedyhczych
skladniké6w. Na przykiad przy zwalczaniu grzybow,
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Dawka Procent = | 1p,
Sktadnik przezywalnosci
! mg kg mg/kg
antybiotyku sc. w stosunku do (po 7 dniach)
/ myszy kontrolnej
Mieszanina 50 32 19,95
A-25822 25 105
12,5 71
6,25 63
Skladnik A 50 . 46 .10
25 75
12.5 58
Skladnik B 50 16 10
25 106
12,5 16
6,25 23
Skladnik D | 50 64 10
25 . 9

Aktywno$é przeciwgrzybowa in vivo antybiotykéw A-25822

zasad . lub rozpuszczalnych w wodzie soli. - Nato-
miast, gdy =zwalcza sie infekcje wewnatrz orga-
nizméw zywych, pozgdane jest stosowanie wyizo-
lowanego, pojedynczego skladnika, np. skiadnika B.

Antybiotyki A-25822 stosuje sie réwniez. w. awal-
czaniju infekcji, przypisywanych pasozytom skory.
Na przykilad zaatakowang powierzchnie skéry pod-
daje sig. dziataniu . wodnego roztworu skiadnika
A-25822 o stezeniu wigkszym, miz majmniejsze ste-
zenie, hamujace roztwédj danego drobnoustroju. Za-
bieg ten przeprowadza sie, stosujgc antybiotyk w
postaci aerozolu. lub piynu, lub stosujac przecie-
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ranie chorej powierzchni skéry. " Roztwory anty-
biotyk6w A-25822 moga styzy¢ do zapobiegania
rozperzestrzenianiu sie grzybic, na przykiad przez
stosowanie ich w miejscach mycia nég ma pty-
walniach, w budynkach gospodarczych i uzytecz-
nos$ci publicznej.

Drobnoustr6j, wytwarzajacy antybiotyki A-25822,

zostal wyodrebniony metods kolejnych mozcienczeh ..

z probki gleby, pochodzacej z Grand Teton Natio-
“nal Park z okolic Wyoming. Drobnoustréj ten zo-
sta} ma&nson:ommme zidentyfikowany jako nowy
szczep Geotrichum Flavobrunneum (Miller i wspol-

pracownicy), o opisano zgodnie z odponwne'dmmr

przepisami.

Na ogét mowy szczep, produkujacy nantybnotykl
A-25822, jest niepelnym grzybem, ktéry tworzy
grzybnie podzielong. Konidia, powstajace przy po-
dziale grzybni, s3 gruboscienme, krétkie, cylin-
dryczne, przezroczyste, o Scigtych koncach.

Kolonie, wyhodowane na agarze miemniaczano-
dekistryncwym, po inkubacji w temperaturze poko-
jowej w ciggu 18 godzin, maja Srednice, wynoszaca
7,8 am. Powiemchnia kolonii ma barwe jasno-cze-
koladowo-bragzowa (6E tablica 13 w Maerz and
Paul, A Dictionary ,of Color, 1950, Mc Graw-Hill,
N.Y.)). Kolonia wykazuje powolny wzrost, matowie-
je i strzepki grzybni warastajg pasmowo. Grzybnia
podstawowa ma barwe jasno-karmelowo-ziotg i
wytwarza pigment, dyfundujacy poprzez agar.

Kolonie, wyhodowane ma agarze kukurydzianym,
sg clenkie, przewasnie glebinowe, bezbarwne, aibo
o barwie jasnozéitej lub jasnobragzowej. Strzepki
wegetatywne. 53 bezbarwme 1lub posiadajg jasng
pigmentacje z wyraznymi przegrodami.

Na podlozu, opisanym powyzej, powstajg dwa
Todzaje komérek rozmodczych:

1) artrospory o wymiarach 4,0 —9,0X22—4,0
mikron6éw, §ciete, gladkie o jasnym pigmencie, po-
wstajgoe poprzez fragmentacje piomowych strzep-
- kéw grzybni powietrznej lub fragmentacje strzep-
kéw pelzajacych lub obydwu rodzajéw jednoczes-
nie, polaczone w laficuchy mnierozgatezione lub
rzadko tworzace jedno lub dwa boczne odgalezie-
nia, o najczeciej spotykanej dilugo§ci od 90 do
100 mikronéw,

2) wigczone chlammydospory: gruboScienne, ghad-
kie, bezbarwne lub o barwie zéltawej, kuliste lub
owalne, o wymiarach jod 9 X 7 mikronéw do 21 X
11 mikmonéw, o éredmlch wymiarach 14 —16 X 9 —
11 mikron6éw.

Na podstawie wyzej opisanych badafi taksono-
micznych saczep, produkujacy antybiotyki A-25822,
sklasyfikowano jako nowy szczep Geotrichum
flavo-brunmeum (Miller, JH. i wsp6lpracownicy
Mpycologia — 49, 779—808, (1857). »

- Opisywana hodowla w charakteryczny sposob
wytwarza wiele dodatkowych chlamydosporéw, o
czym nie wspomina taksonomia, umieszezona w
cytowanym odsylaczu, ale mgadza sie to pod kaz-
dym wegledem =z taksonmomia, publikowana dla
tego gatunku.

Drobnoustréj, wytwarzajgcy antybiotyk A-25822,
pochodzit z kolekeji Agrécultural Research Service,
‘Northern TUtilisation Research and Development
Division, Department of Agriculture, Peoria, Illi-
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hois, gdzie zostal zdeponowany bez ‘ograniczefi ko-
rzystania z kolejnym ‘numerem kolekcji NRRL
3862.

Drobnoustr6j, wytwarzajacy mieszaning aﬁtybtioﬂ
tykéw A-25822 hoduje sie ma jakimkolwiek podbo=
1, zZawierajacym #rodia energii, niezbedne dla roz-
woju szczepu. Tak wige W podiozu heodowlanym
moga znajdowaé sie réznorodne weglowodany, za-
spokiajajac zapotrzebowanie drobnoustroju ma we-
giel, oraz rézne #rédia azotu takie, jak amifokwa-
sy ekstrakty gorzelniane.

Ze wzgledu ma ekonomike wytwarzania, opty-
malhg wydajno§é ovaz latwosé¢ izolowania antybio-
tykoéw, pewne podloza sg bardziej korzystne. Np.
jednym z bardziej korzystnych #rédel weglowoda-
néw jest melasa, chociaz mozna takze stosowaé
glukoze lub sacharoze. Korzystnymi zrédami azo-
tu sg peptony, maczka sojowa, mieszanina amino-
kwaséw itp. Jak zwykle do podloza omawianej
hodowli dodaje sie sole mieorganiczne, zawierajace
jony sodowe, potasowe, amonowe, wapniowe, fos-
foranowe, chlorkowe, weglanowe itp. Dla zapew-
nienia "wzrostu i rozwoju drobnoustrojéw, wytwa-
rzajacych antybiotyki A-25822, w podlozu hodo-
wlanym muszg znajdowaé si¢ pewne pierwiastki
w iloSciach §ladowych. Te pierwiastki zwykle wy-
stepuja jako zamieczyszczenia w innych skiadni-
kach podloza w ilo§ciach, wystarczajagcych do
osiggniecia iloSci, me:zbe;dmych dla wazrostu dro-
bnoustroju.

-Drobnoustréj, wytwarzajacy mieszanine antybio-
tykéw A-25822, moze wzrastaé w réznych warun-
kach. Np. bedzie werastaé na réznych podlozach,
w ktérych warto§é poczgtkowa pH zawiera sie w
szerokich granicach. Jednak pozadama wartoé¢ pH
podloza, dla zapoczatkowania fermentacji miesal
sie¢ w granicach okolo 6—8 pomiedzy okoto 6—17.
Zwykle podczas wzrostu drobnoustroju pH podioza
zwigksza sie stopniowo od wartosci poczatikowej do
PH=175 lub wyzej. Kofcowa warto§¢ pH pod-
loza walezy przynajmmiej w cze$ci od wielu czyn-
nikéw takich, jak: poczatkowa warto§é pH ‘podbo-
za, bufory obecne w podlozu, oraz czanscu wzrasta-
nia drobroustroju.

Drobmoustr6j, wytwarzajacy mieszanine antybio-
tykéw A-25822, moze wazrastaé w réznych typach
podlozy, np. na skosach agarowych, w wytrzasa-
mych kolbach lub w tankach fermentacyjnych.

Sposobem wedlug wynalazku lmleszam.me anty-
biotykéw A-25822 wytwarza sie w duzej skali w

. warunkach mnapowietrznej feu-rnemacn glebinowej.

Dla wytworzenia odpowiednio mniejszych ilo$ci
mieszaniny antybiotykéw A-25822, stosuje sie wy-
trzgsane kolby lub butle (hodowle powierzchniowe).

Podczas wytwarzania mieszaniny antybiotykéw
A-25822 metoda napowietrzanej fermentacji glebi-
niowej, drobnoustréj poczatkowo werasta ma skosie
agarowym, ktéry nastepnie wprowadza sie do ino-
kulum wegetatywnego. Otrzymane w ten spos6b
inokulum wegetatywne mabezpiecza szybki 'wmmst

drobnoustroju w matej skali.

Inokulowane podloze wegetatywne pozwala
otrzymaé zdolng do 2zycia hodowle wznastajgcego
drobnoustroju, ktéra mastepmie uzywa sie do ino-
kulowania tank6w.
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Zastosowanie inokulm wegetatywnego jako po-.

éredniego stadium w wytwarzaniu mieszaniny
antybiotykow jest kqrzystne w bezposredniej ino-
kulacji i w duzej skall tanku fermentacyjnego za-
rodnikami, uzyskanymi ze skos6éw agarowych.
Podloze fermentacyjne w tanku, inokulowane przy
uzyciu podboza wegetatywnego, daje szybszy
wazrost. drobnoustroju, nié w przypadku bezpo#red-
niej inokulacji tanku skosami agarowymi. Tak
szybki wzrost, uzyskany przy zastosowaniu ino-
kulum wegetatywnego, jest bardzo mpozadany, po-
niewa skraca czas pnodukcji antybilotykéw.

Szczep, wytwarzajacy mieszaning aatybiotykéw
A-25822, najezybciej wzrasta w zakresie tempena-
tur 26—35°C. Optymalna produkcja mieszaniny
antybiotykéw zachodzi w zakresie temperatur oko-
do 25—28°C. R

Jak zwykle w pu'ocenach napowietrzanej fermen-
tacji glebinowej, do podloza fermentacyjnego pod-
czas fermentacji wprowadza sie sterylne powie-
trze. Dla zapewnienia wysokiego wuzrostu drobno-
ustroju i w konsekwencji wydajnej produkcji mie-
szaniny antybiotykéw objeto&é wprowadzanego po-
wietrza musi byé wieksza, niz 1/10 objetoéci po-
dioda w ciggu 1 minuty. W napowietrzanej fer-
mentacji glebinowej uzyskuje sie optymalng wy-
dajnof¢ mieszaniny - antybiotyk6w A-25832, jesli
wprowadza sie co najmniej 0,8 objetosci powie-
trza w ciggu 1 minuty ma 1 objeto§é fpodhod:a ho-

dowlanego.

" Przewaznie maksymalng produkcje mieszaniny
antybiotykéw A-25822 w warunkach napowietrza-
nej fermentacji gigbinowej uzyskuje sie pomiedzy
okolo 3—6 dniem po inokulacji podioia hodowla-
nego, w wytrmzagsanych kolbach. Maksymalng war-
to8é produkcji mieszaniny antybiotykéw w duzych
tankach feymentacyjnych uzyskuje sie po czasie
72 godzin. W  warunkach hodowli powilerzchniowej
pozgdang wielko§¢ produltcid -mieszaniny antybio-
tylkéw osigga sie po znacanie diuiszym okresie
CRAsU.

Przebieg fermentacji $ledzi si¢ poprzez okresowe
badanie podboza fermentacyjnego wobec szczepow,
wrazliwych na dziadanie mieszaniny antybiotykéw
A-25822, takich jak Candida tmopicalis i Tricho-
phyton mentagrophytes.

Opisang powylej mieszanine antyblotykéw, wy-
tworzong w procesie napowietrzane] fermemtbacji
glebinowej, izoluje sie z brzeczki fermentacyjnej
metodamd ogblnie znanymd. Wiekszg czes¢ wypro-
dulkowanej przez drobnoustr6] mieszaniny anty-
blotyk6w zawlera grzybnia, za€§ w odsgczonej
braeczce znajdujq sie tylko ndewielkie dlodci amnty-
blotykéw. Np. po przeprowadseniu fermentacjli w
tanku o0 pojemnosci oltodo 1000 litréw, okolo 90%
wyprodukowanej mieszaniny antyblotyltéw odsgcza
sie vazem z greybnig, zaf pozostale 10% =zawarte
jest w przesacmu. . . .

W opisanych powyzej warunkach szczep, opisany
powy?ej i oznacgony jako szczep NRRL 3862, wy-
twarza mieszanine antybiotykéw, w kibrej giow-
nym skbadnikiem jest skiadnik B. Na ogél skbad-
nik B stanowi okolo 80—00% calkawitej uzyskiwa-
nej aktywnoSci antybiotyeznej. Wszystlkle pozostate
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skladniki stanowis reszte aktywnodoi antybio-
tyczne]. .

Antybictyki A-25822 wyodrebnia si¢ po fermen-
tacji, w postaci mieszaniny.

Poniewas przewazajaca ilo§¢ aktywnosci vanty-
biotycznej wuqbe sie z grzybnia, podiode fermen-
tacyine saozy “sig, oddzielong grzybnie eksthahuje
odpowiednimi rozpuszczalnikami organicznymi ba-
kimi, jak mizsze alikohole np. metanol, etandél;l
izopropanol, estry, mp. octan amylu 1 octan izoa-
mylu. Korzystnie stosuje sie octan etylu. Fkstrakt
suszy sie, mpus.zmalni:k oddestylowuje i otrzy-
muje surowg mieszanine antybiotykéw w pcnsmaci
suchej pozostatodai.

Mozna tak?e ekstrahowaé caly brzeczke fermen-
tacyjng organicznym nozpuszczalnikiem, mnie mie-
szajacym sie z wodag takim, jak cctan etylu. Na-
stepnie otrzymeny ekstrakt sgozy sie 1 stosuje tok
postepowanda taki, jak w plerwszym etapie przy
otrzymywaniu surowej " mieszaniny antybiotykdéw.
Otrzymamg surows mieszanine antybiotykéw A-25822
rozpuszcza sie W rnozpuszczalniku orgamicznym .
i oozyseeza sie przez przemycie kwasem lub zasada,
albo metodami chromatografii kolumnowej ma od-
powiednim absorbencie takim, jak tlenek glinu lub
zel krzemionkowy.

Sposdb korzystny wedlug wymalazku polega na
ekstrahowaniu calej brzeczki fermemntacyjnej odpo-
wiednim rog m organicznym takim, jak
octan etylu lub amylu i przemyciu ekstraktu w
celu usuniecia zanieczyszczen. Korzystnie ekstralkt
przemywa si¢ wodnym mroztworem kwasu w celu
wymycia zasadowych antybiotykéw w postaci soli
addycyjnych. Otrzymang kwasng faze¢ wodng alka
lizuje sie zasady taka, jak wodorotlenek sodowy i
antyblotyki w postaci wolnych zasad ponownie eks-
trahuje rozpuszczalnikiem organicznym takim, jak,
octan etylu lub eter dwuetylowy. Ekstrakt organicz-
ny przemywa sig, suszy, rozpuszczalnik oddestylo-
wuje 1 otrzymuje oczyszczong mieszanine mozpusz-
czalnik6w w postaci suchej pozostaboéai.

Otrzymang oczyszczong mieszaning antybiotykéw
rozdziela sie znanymi metodami, np. chromatogra-
fmnymu i d.z;olu]e posaczegéine skbadniki. Roadziat

przeprowadza - sie ma tlenku . glinu lub 2elu kree-
mionkiowym albo metodg ﬁnaﬁnc.;onuwmej krystali-
Zacji. Ze wzgledu ma ilo§é skladnik6éw, obecnych
w otrzymanej mdeszaninie antybilotykéw, @ bakze
z powodu podobieristw budowy skiadnikow mie-

. szaniny, pozdziela si@ je i dzoluje polacwonymi me-

todami chromatografii i frdl@cjomwm; krryatah-
zacji,

Skladndk B, wytwarzeny w pnew-atajqcynch dloé-
ciach, izoluje sie bardeo latwo. Pozostale -opismne
powyzej skiadniki wystepuja w mniejszych dlsé-
ciach i mozdzielende ich, i wyizolowanie jest zmacz-
nie trudniejsze. Np. skiadnik B otrzymuje sle w
postaci krystalicznej, stosujgc mnastepujgey sposob
postepowania: mieszanine antybiotykéw rozpusz-
cza sie w minimalnej iloSci acetonu lub octanu
etylu, rozcieficza duzg dloScia heksanu i ogiehia
do temperatury okolo —20 do —5°C.

Krystalizuje wtedy znaczna iloéé skladnika B.
Osad odsgaza sie i oczyszcza przez porowns kry-
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stalizacje. Przesgcz odparowuje sie¢ do sucha,
otrzymujgc pozostalo§é, zawierajgca pozostate
sktadniki mieszaniny antybiotykéw oraz niewielkie
iloéci sktadnika B. Pczostaloié te rozdziela sig me-
todg chromatografii kolumnowej, stosujac tech-
nike gradientowa na kolumnie, wypelnionej zasa-
dowym tlenkiem . glinu. Kolumne eluuje sie mie-
szening octanu etylu z heksanem i woda, utys‘.l«nu-
jac rozdzial pozgdanych skladnikéw. Otrzymane
eluaty rozdziela sie ponowmnie, stosujac metode
chromatografii oraz metode frakcjonowanej kry-
stalizacji i uzyskuje poszczegolne skladniki, wyste-
pujgce w mieszaninie w matych ilosciach. *

Niastepujace przyktady ilustrujg catkowicie spo-
s6b wytwarzania mieszaniny antybiotykéw A-25822
wedhu»gy wynialazku.

Przyklad I "Zarodniki szczepu Geotrichum
flavo-brunneum NRRL 3862 inokulowano mna sko-
sach agarowych 0 nastepujacym sktadzig:

Skladnik Waga/objetosé
w g/l
Glukoza . 20
"Pepton . 5
. Fosforan jednopotasowy 0,5
Siarczan magnezowy 0,02
Siarczan. zelazowy 0,01
Agar . 20

‘Hodowle na skosach agarowydh inkubuje sie w
temperaturze 25°C 'w ciggu 7 dni, a nastepnie
przechowuje w lodéwee az do uZyecia. Zarodniki
z hodowli na skosach, ofrzymanej sposobem, opi-
‘sanym powyZej, przenosi sie do podloza wegeta-
tywnego o objeétoSci 100 mililitréw, umieszczonego
w kolbie o pojemmno$ci 500 mililitréw i uzyskuje
w ten spos6b inokulum wegetatywne.

 Sktad podioza inokulum wegetatywnego:

Skladnik Waga/objetosc
) w.ghl
Sacharoza 25
Melasa jadalna 36
Moczona kukurydza 6
Fosforan jednopotasowy 2
" NZ casetl . 10

-

Woda wvodociaxgor\iva

Hodowle wegetatywng wytrzagsa sie ma wytrza-
sarce obrotowej przy 250 obrotach/minute, w ciggu

24 do 48 in. w temperaturze okolo 25°C i in-
kubuje sie. 5% wobjetoSci otrzymanego inokulum
wegetatywnego, zawierajgcego wznastajgcy drob-

noustréj, stosuje sie do inokulowania podloza fer-
mentacyjnego do produkcii :mieszaniny antybio-
tykéw A-25822.

Sklad podloza fermentacyjnego:

Skladnik Waga/objetosé
w g

Glukoza 25

Moczona skrobia 10

1 enzymatvczme hydrolizowana kazema Schefﬁeld Che-
.mical Co., Norwich, N.Y.
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Ny 16
Peptsn (miesny) 1
NZ Amina A2
~ Melasa )
Sierczan magnezowy Srednicwodny
Weglan wapniowy
Woda wodociggowa

Poczatkowa warto§¢é pH podidza ptrodurkcymego
wynosi 6,2. Po inokulowaniu prowadzi sie fermen-

[ CIS ) Y Sy )

- tacje w sterylnym tanku fermentacyjnym, miesza-

jae w temperaturze 25°C w ciggu 72 godzin.
Podczas fermentacji do podloza produkcyjnego
wprowadza sie sterylne powietrze w iloSci réwnej
polowtie objetoSci powietrza na jedna ohjetoéé po-
dloza fermentacyjnego w ciggu 1 minuty. Podczas
fermentacji od czasu do czasu pobiera. isie probki
podloza fermentacyjnego i bada ich aktywnosé
antybiotyczng wobec szczepu Trichophyton menta-
grophytes, W czasie fermentacji warto§¢ pH po-
dloza stopniowo roénie- do koncowej wartasci 7,3.

Mieszanine antybiotykéw. A-25822 oddziela sig
od podloza fermentacyjnego w mastepujacy sposob:
900 litré6w brzeczki fermentacyjnej miesza sie
z réwng objetoScig octanu etylu, saczy i rozdziela
obie warstwy przesgczu. Faze wiodng odrzuca sie.
Odsgczong grzybnie ekstrahuje isie po maz drugi
100 litrami octanu etylu i odrzuca. Ekstrakty octa-
nowe lgczy sie, rozpuszczalnik oddestylowuje sie,
a pozostalo§é przeprowadza do fazy wodnej 0 obje-

" todci 50 litréw i mozciencza woda destylowang do

objeto§ci 100 litré6w. pH moztworu doprowadza sie
do wantosci 10, dodajac 5n roztwér wodorotlenku
sodowego. Alkaliczny wodny moztwér dwa razy
ekstrahuje sie :réwmymi porcjami octanu etylu.
Faze wodng odrzuca.sig, za$ fazy organiczne
laczy i oddestylowuje =z mich rozpuszezalnik,
uzyskujac pozostalo§¢ w postéci oleju, zawierajaca
mieszanine antybiotyk6éw. Pozostatosé te rozpusz-
cza sie w 20 litmach eteru dwuetylowego i prze-
mywa . dwukrotnie 10 litrowymi porncjami- 2,5 n
roztworu mwodorotlenku - ‘sodowego, @& mnastepnie
trzykrotnie 10 litrowymi porcjami zimmej wody
destylowanej.- Wszystkie fazy. wodne odrzuca sie,
a moztwor - eterowy zateza do objetosci 5. litréw
i dwukmotnie ekstmahuje 2 litrowymi porcjami 0,2 n
roztworu kwasu -siarkowego. Faze organiczng od-
rzuca sie, a kwasne ekstrakty lgczy, doprowadza
PH do wamtosci 10,0 przy uzyciu 5,0 n moztworu
wiodorotlenku sodowego. Nastepnie roztwér alka-
liczny ekstrahuje sie dwukrotnie 5-litmowymi
porcjami n-heksanu i maz 5 litmami octanu etylu.
Faze wodng odrmauca sie, a ekstmakty n-heksanowe

-lgczy sie i saczy. Przesgcz suszy sie mad NazSO,

oddestylowuje sie z miego = rozpuszezalnik pod
zmniejszonym ciSnieniem i otrzymuje 43 gramy
surowej mieszaniny antybiotyké6w A-25822 w po-
staci piany. Ekstrakt octanowy saczy sie, przesgcz
suszy nad NapSOs, oddestylowuje z miego rozpusz-
czalnik pod zmmniejszonym ciSnieniem i otrzymuje
1 gram mieszaniny antybiotykéw A-25822 w po-
staci spienionej pozostabo$ci. '

W przykladzie II opisano rozdzielanie, oczysz-
czanie i izolowanie poszczegblnych sklsaldmik()w

Ly pankreatynorwy hydrohzat kazemy Scheffield Chemi-
cal Company, Norwich, N.Y.
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mieszaniny antybrotykéw A-25822. Poniewaz ~w
mieszaninie antybiotykéw A-25822 przewaza skbad-
nik B, to mozna go najlatwiej wyizolowaé sposrod
pozostatych 7 zidentyfikowanych skladnikéw wy-
mienionej m:eszamm&

Brzyktlad II. Mieszaning antybiotykéw, otrzy-
mang sposebem, opisanym w przykladzie I, roe-
puszcza sie. ' w 200 mililitrach mieszaniny n-heksa-
nu i acetonu o sktadzie 4:1. Otrzymeny roztwor
razcieficza sie m-heksanem do objebosei 1 litra
i oziebia "do tempematury -20°C. Krystaliczny
skladnik B w ilo§ci 22,0 g odsacza si§. Z przesgaczu
oddestylowuje sie rozpuszczalnik pod zmniejszo-
nym cisnieniem i otrzymuje 20 graméw mieszaniny
antybiotyk6w w postaci stalej. Mieszanine te roz-
puszuia sie w gornej warstwie mieszaniny, zawie-
rajgcej 80 cze$ci octanu etylu, 16 cze$ci n-heksanu
i 4 czeSci wody destylowanej. Roztwér przepro-
wadza si¢ przez kolumne o wymiarach 13 cm X 62
cm, wypelniong zasadowym hlenﬂmem glinu (Woelm
W200, Water Assocmtes Inc., Fmarrnmngham Mass).
Kolumne mapelnia sie w gérnej fazie mieszaning
octan etylu :n-heksan : woda 80:16:4, a nastgpnie
wypebnia adsorbentem, Kolumne eluuje sie tg sa-
m3 mieszaning, ktéra stuzy jako rozpuszczalnik
i zbiera frakcje o objetoSci 1 litra. Identyfikacje
skladniké6w w poszczegblnych frakcjach przepro-
wadza sie metodg chromatografii cienkowarstwo-
wej. Chramotografie cienkowarstwowsg prowadzi
sie na plytkach szklanych o wymiamach 20 ecm X
20 oam, powleczonych warstwg zelu krzemionko-
wego Faz4 0 grubo$ci warstwy 0,25 mm, wypro-
dukowanych przez Brinkmann Instruments, Inc.,
Westberry, N.Y. 11590. Plytki rozwija sie w mie-
szaninie eter dwuetylowy : etanol 3:1. Identyfikacije
poszczegblnych skbadniké6w w odpowiednich frak-
cjach przeprowadza wsie metodg chromatografii
gazowo-cieczowej. ;

W #tablicy V przedstawiono- kombinacje anty-
biotykéw, wystepujace we frakcjach, otrzymanych
po rozdziale. na kolumnie chromatograficznej.

Tabl».ica \%

Chromatograficzny - rozdzial skladnikéw mieszaniny anty-
biotykéw A-25822 na zasadowym tlenku glinu

Zestaw Frakcje Skladnik
antybiotykéw . polaczone mieszaniny
‘antybiotykéw
1 7—8 MiN
11 9—23 AiL
111 24—42 BiH
v . 43—48 B
A\Y 55—70 D

Kazdy zestaw antybiotykéw zateza sie przez
oddestylowanie mozpuszczalnika pod zmniejszonym
cisnieniem i uzyskuje pozostalo§¢ w postaci oleju.

500 miligraméw I zestawu antybiotykéw, za-
wierajacego skbdadniki M i N, rozpuszcza sie W
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20 ml acetonu 1i,ozigbia do temperatury —20°C.
Po krystalizacji, odsgozeniu i wysuszeniu otrzy-
muje sie 39 mg skbadnika N mieszaniny antybio-
tykéw A-25822 w postaci slupéw o barwie bialej
i temperaturze ‘topniénia 156—9°C. Po powtérnej
krystalizacji z acetonu otrzymuje sie skladnik N
0 temperaturze topnienia okolo 185°C. Z przesgczu
oddestylowuje sie mozpuszczalnik pod zmniejszo-
nym ciSnieniem i otrzymuje pozostato§é w postaci
oleju. Pozostato§é te rozpuszcza sie w chloroformie -
i roztwér przeprowadza przez kolumne o wymia-
rach 1,0 X 25 cm, wypelniong zasadowym tlen-
kiem glinu, ktéry uprzednio dezaktywuje sie rwoda
destylowang i przemywa chloroformem.

Wode po dezaktywacii i chloroform po pirzemy-
ciu odrzuca sie. Kolumne eluuje’ si¢ chloroformem
i zbiera frakcje o objetoSci 10 ml. Frakcje od 18
do 31 iaczy sie, rozpuszozalnik oddestyl»orwme pod
zmniejszonym ciSnieniem i otrzymuje powoshabosg
w postaci oleju. Pozostalo§é¢ te rozpuszcza sje ‘w
benzenie liofilizuje i otmymme 334 mg skladnika
M mieszaniny lclnstybuoxtykéw A-25822 jako bez-
postaciowe cialo stale o temperaturze topnienia
okoto 140°C z rozkladem.

6,0 g II zestawu antybiotykéw, zawwrajqcego
skladniki A i L, rozpusazcza si¢ w 100 ml acetonu,
oziehia sie do temperatury 4°C i pozostawia do
krystalizacji. Otrzymane krysztaly odsgcza sig i po-
nownie krystalizuje z gorgcego acetonu, otrzymu-
jac 1,78 g skladnika A mieszaniny antybiotykéow
A-25822 o temperaturze topnienia 147°C. Z pierw-
szego ‘acebtonowego przesgcza oddestylowuje sie
aceton pod zmniejszonym ci$nieniem i otrzymuje
pozostato§é w postaci oleju. Pozostalo§é te roz-
puszcza si¢ w ichloroformie i roztwér przeprowa-
dza przez kolumne o wymiarach 1,7 cm X 58 cm,
wypelnione zelem krzemicnkowym (Woelm Dry
Column - Grade, Acmvmty II1/30 m™m., Aluphacrm
Chemicals, New Orleans, La./. ‘

Kolumne wypelnia si¢ suchym zelem i eluuje
chloroformem. Rozdziat frakcji. zawierajacych po-
szczegblne sktadniki A i L mieszaniny antybioty-
kow, wykrywa sie w §wietle ultrafioletowym przy
diugo$ci fali 254 milimikrony. Nastepnie po na-
lozeniu kolumne elluje sie porcjg chloroformu o
objetnoéci, odpowiadajacej 2,3. objeto§ci kolumny.
Skladnik L zbiera sie w objetosci chloroformu, od-
powiadajgcej jednej objetoSci kolumny. Z eluatu,
zawierajacego skbadnik L, oddestylowuje sie roz-'
puszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem i otrzy-
muje 0,191 g skladnika L mieszaniny antybioty-
k6w A-25822 jako bezpostaciowe cialo stale o
temperaturze topnienia okoto 30°C. :

8,0 ¢ III zestawu antybiotykéw, zawierajacego
skbadniki B i H, mozpuszcza sie w chloroformie
i przeprowdza przez kolumne o wymiarach 6,2 cm
X 12 cm, wypelniong zdezaktywowanym gasado-
wym tlenkiem glinu. Kolumne eluuje wsie chloro-
formem i zbiera wigkszo§¢ frakcji o objetosci
20 ml kazda. Frakcje od 10 do 40, ktére zawieraja
sktadnik B lgczy sie. Osobno lgczy sie frakcje od
81 do 210, ktére zawiepraja skbadnik H. Obecnosé
poszezegblnych skladnikéw mieszaniny antybioty-
kéw w wymienionych frakcjach stwierdza sie me-
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todami chromatografii gazowp-cieczowej i chroma-
tografii cienkowarstwowej.

Z potaczonych frakcji, zawierajgcych sktadnik H,
rozpuszezalnik cddestylowuje sie pod zmniejszo-
nym ciSnieniem i otrzymuje sie olej. Olej ten roz-
puszcza sie w 4 mil acetonu, roztwér acetonowy
dzieli sie ma 6 czeSci i kazdg z mich nancsi na
wyprodukowang przez E. Merck plytke szklang do
chromatografii cienkcwarstwowej o wymiarach
20 cm X 20 cm, pokrytg warstwg zelu krzemion-
kowego Fazs © grubosci 2,0 mm (Brinkmann In-
struments, Inc., Westburry. N.Y.), Kktdrg rozwija
sie w mieszaninie eter dwuetylowy: etanol 3:1.
Z kazdej plytki zeskrcbuje sie zel, zawierajgcy
sktadnik H, a otrzymany material lgczy, suszy na
powietrzu i nancsi na wierzchotek kolumny o wy-
miarach 6,2 ecm X 3 cm, wypelnionej zelem krze-
mionkowym (Grade 62,60 — 200, Mexh, Mszihe-
son, Coleman and Bell, Norwood, Ohio), ktoéry
uprzednio przemywa sie octanem etylu. Kolumne
eluuje sie 1 litrem octanu etylu, eluat zbiera.
rozpuszczalnik oddestylowuje sie pod zmniejszo-
nym ci$nieniem i otrzymuje 0,146 g sktadnika H
mieszaniny antybiotykow A-25822 jako bezposta-
ciowe ciato state o temperaturze topnienia 74—7°C.

25 g V zestawu antybiotykéw, zawierajacego
skiadnik D, co stwierdza sie metodag chromato-
grafii cienkowarstwowej. rozpuszcza sie w chloro-
formie i przeprowadza przez kolumne o wymia-
rach 4,6 cm X 55 om, wypelnicng zelem Kkmzemion-
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kowym, ktéry uprzednio przemywa sie chlorofor-
mem. Kolumne eluuje sie chloroformem, do kto6-
rego dodaje &ie od 0 do 40% metanolu w gradien-
cie liniowym. Zbiera sig wigkszo§é frakcji o obje-
tosci 20 ml. Skladnik D eluuje sie we frakcjach
od 135 do 170, co wykrywa sie metodami chroma-
tografii cienkowarstwowej i chromatografii gazo-
wo-cieczowej., Frakcje od 135 do 170 1gczy sie,
nozpuszczalnik oddestylowuje pcd zmniejszonym
ci$nieniem i otrzymuje 0,818 g skladnika D mie-
szaniny antybiotykéw A-25822 ,jako bezpostacicwe
cialo stale o temperaturze topnienia okoto 51—5°C.

Zastrzezenie patentowe

Spos6b wytwarzania - mieszaniny mnowych anty-
biotykéw A-25822 oraz jej poszczegblnych skladmni-
kéw A, B, D, H, L, M i N w posbtaci wolnej lub
soli addycyjnych z kwasami, znamienny tym, Ze
hodowle szczepu Geotrichum  flavo-brunneum
NRRL 3862 prowadzi sie ma podlozu, zawierajgcym
przyswajalne zrédia wegla, azotu i soli nieorga-
nicznych, w warunkach napowietrzanej fermentacji
glebinowej i otrzymang mieszanine antybiotykéw
ewentualnie izoluje sie i rozdziela na poszczegolne
skladniki Iub przeprowadza w s61 albo jedno
i drugie, lub skiadnik A korzystnie przeprowadza
w pochodng octanows.

CH,
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