: Opuwlnvi;tan;a 27 ‘kwietnia 1963 r.

OTEKA

L:u, v ulenioweg
II'nlskm flzectyjospalitej um

POLSKIE] RZECZYPOSPOLITE] LUDOWE]
OPIS PATENTOWY

Nr 46572

Kl. 6 b, 16/03
Kl. internat. C 12 d

Chinoin Gyégyszer-és Vegyészeti Termékek Gyara rt.

Budapeszt, Wegry

Sposéb wytwarzania tetracykliny

Patent trwa od dnia 2 lipca 1959 r.

Pierwszenstwo: 24 lipca 1958 r. (Wegry)

Tetracykline proponowano wytwarzaé na
drodze chemicznej albo fermentacyjnej. Spo-
§rod licznych sposobéw fermentacyjnego wy-
twarzania tego antybiotyku znane jest podda-
wanie fermentacji szczepu Streptomyces Aure-
ofaciens albo innych szczepoéw, kiére pierwot-
nie wytwarzajg chlorotetracykling, W celu nie-
dopuszczenia do powstawania podczas fermen-
tacji chlorotetracykliny stosowano dotychczas
dwie metody, albo fermentacje prowadzono na
pozywce wolnej od chlorkéw albo do $rodo-
wiska fermentacyjnego wprowadzano homologi
halogenk6éw, ktére =zapobiegaly chlorowaniu
tetracykliny.

"W ‘sposobie wedlug wynalazku stosuje sig
nowy szczep stanowiacy mutanta Streptomy-
ces Aureofaciens, ktéry mposiada wlaSciwosé
wytwarzania ponad 80 tetracykliny.

W celu uzyskania tego mutanta, saczep
Streptomyces Aureofaciens poddaje sie w po-
danej kolejnosci naswietlaniu promieniami ul-
trafioletowymi o 23000 erg/mm? w ciggu mnie]
wiecej 18 minut, na$wietlaniu promieniami
Rentgena o 40000 r w ciggu 5 godzin, ponow-
nie nas§wietlaniu promieniami ultrafioletowymi
o 5000 eng/mm? w ciggu 2 godzin w obecnosci
roztworu zawierajgcego 8 —15 g/ml rodanku
benzylu i w ciggu 23 -minut promieniami Rent-
gena o 1800) r, nastepnie silnie oziebia do
temperatury od —8 do — 15°C, traktuje strep-
tomycyne w roztworze 0,5% wym, inkubuje na-
syntetycznej poizywce, traktuje koenzymem A,
w ilosci 1 mg/ml w rotworze 0)05 mola NaHCOs,
znowu nasSwietla pmumemamn Rentgena o 6000
r w ciggy 8 minut w obecnosei 0,005 mola cy-
janku potasu i z otrzymanym mutantem GDSD‘_
— 314 ewentualnie z jego szczepami dziedzicz-
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oyl lub -mutantami proeprowadza w znany
. spos6b fesrmentaoje W pozywce zawnerajacej
jony chioru.

Ponizsza tablica podaje wlasciwosel szezepu
wyjéciowego (oznaczonego. LSZ 536) i nowego
szczepu (oznaczonego CDSD 314):

Tworzenie| Tworzenie Micella Tworzenie| Tworzenie| Micella
Pozywka Rozw6] sporéw pigmentu powietrza Rozw6) spor6w | pigmentu | powietrza

sacharoza aspa- L . . .
ragina agar dobry dobre czerwony szara dobry dobre zadne biata
sacharoza cza- | siaby | stabe sadn s2ar0- | Gopry | dobre | Zadne | biata
pek Dox y zadne biala y |
agar ekstrakt $rednio gérednie | €Z€TWONO |  szaro- dobr dobre | zadne biala
kartoflany dobry ! brunatny szara v : . .
gliceryna z eks- . , 7610~ .
tralctem  droz- dobry | §rednie | zadne b:maina staby | stabe | zadne | z6lta
dzowym .
papka kukury- | dobry | dobre zadne z6lta skab stabe | zadne zblta
dziana gliceryna v v | biala
papka kukury-
dziana Catkowita produkcja antybiotyku E/ml
skrobia ’ )
NHiNOs 980 1850

Produkcja tetracykliny w o% -
CaCOs i yiliny w2/

<3 91

Obydwa szczepy wykazuja takize rézng =dol-
noéé rozkiadania cukréw, co widoczne jest
z [ponizszej tablicy.

CDSD 314

Rﬂdlza!] culkru LSZ 536

ghkozam a
sacharoza -
maltoza
magnosa
mannit -
lakboza -
galaktozaa
ksyloza

LIl +14+++
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Spory i sporofoery wyjsciowego szczepu s3
szare, przy czym sporofory rozwijajg sig
w ksztaicie otwartych, prostych spiral. Nowy
szczep CDSD 314 daje haczykowato zakrzywio-
ne sporofory, oraz biale spory i sporofary.

Nowy szczep uznano na podstawie systemu
Pridhama i wsp6lpracownikéw (Appl. Micro-
biol. 6, 52, 1958) jako pierwszg serie przyna-
lezng do grupy ,Petinaculum apertum” (White
series”), podeczas gdy szczep wyjSciowy naleiy
do széstej serii (,8ray senies”).

" Fermentacje szczepu przeprowadza sie naj-
konzystniej w napowietrzanej kulturze glebi-
nowej, Mo#na stosowaé zname pozywki, tak .o,
pozywki zawierajace chlorki,

Produkt otrzymany na drodze fe.rmentacp
z RoOwWym szczepem mozna stosowaé bez dal-
szego oczyszczania do celéw paszowych. W tym
przypadku sfermentowany material .korzystnie
najpierw zageszcza si¢. Produkt fermentacji
mozna réwniez przerabiaé i oczyszczaé duwol-
nymi znanymi metodami przy olrzymaywamniu
tetracykliny, Szczegdlnie korzystny jest naste-
pujacy sposéb. Ciecz fermentacyjng odsaoza sig
w $rodowisku kwasnym od micel, po czym
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po odpowiednim - zalkalizowaniu (PH = 8-—9)
traktuje czwartorzedows zasada amoeniows albo
jej sola. Wydzielong przy fym cewarioragdews
84l tetracykliny odsgceza sie { po wypdkaniu
rozkiada kwasem w frodowisku wodnym. Po
usunieciu  zanbeczysaczajacych jonéw zelaza
i wapnia eksrahuje sie z przesgczal’ tetracykli-
ne za pomocy rozpuszczalnika arganieznego,
korzystnie alkobolu np. bmtanclu. Otmzymuje
sie eksirakt alkaholowy, ktéry nastepnie eks-
trabmje sig kwasng wodg zawierajacy chlorek
zelawowy. Tetracyklina tworzy z zelazem kom-
pleks, kiéry jest rompuszczalny w waodzie, wo-
bec ezego wydajnoéé tej ekstrakcji wynosi po-
wyzej 85%. Kompleks tetracykliny z Zelagem
rozklada sie nastqepnie za pomocy siarezynu
alllcallicznego albo sposdbem wedbug wynalazku
za pamocy barowoderku, najkarzystniej boro-
wodarku sodowego. Nastgpnie wodny eksirakt
zageszcza sig, po czym olrzymuje sie tetracy-
kline w postaci sali albo po zakwaszeniu jako
krysztatki w pestaci dwuwodzianu.

Otrzymany dwuwodzian tetracykliny nadaje
sie do celéw farmaceutycznych i odpowiada
wymaganiom tarmakqpeal-pym.

Z roztworu tetracykliny albo z dwuwodzianu
tetracykliny moina wytwarzaé w pozadanym
przypadicu dowolng s6] tetracykliny, przy czym
2 tugbw macienzystych mozna ofrzymaé jesgoze
dalsre flodel tego antybiotyku.

" Przyktad I 100 ml podloza Inoculum
zasnezepia sie w 500 ml kolble Frlenmayera
1 ml zawiesiny spor szozepu CDSD-314 prze-
chowywanego w temperaturze 10°C 1 kultywu-
je przez 48 godzin na wstrzgsance przy 25°C.
Daobrano nastegpujgcy sklad paiywii: 2%/ skro-
bi, 2% namoku kukurydziamego (w przelicze-
niu na suchg substancje), 0,4% weglanu wap-
niowege, - 0,2% oleju palmowego. Wartos¢ pH
po sterylizacgi = 6,6 — 6,8, temperatura 25°C.

100 ml pozywki w kolbie Erlenmeyera o po-
jemnoéei 500 ml zaszczepia sie¢ 2 ml otrzyma-
nego inoculum i poddaje fermentacji przez 96
godzin w temeperaturze 25°C, Sklad pozywki:
2,5%% skrobi, 0,6 mamoku kukurydzianego (w
przeliczeniu ma suchg substancje), 050/ NHi
NOs, 0/4% CaCOs, 02% KNOs i 03% oleju
palmowego. Po sterylizacji wartoéé pH wynosi
6,1—6,3. '

Zawarto§é antybiotyku ustalono poczgwszy
od 40 godzin fermentacj.

40 godzina 84 godzina 88 godzina
zawarto§é antybiotyku

E/mil 1260 1852 1820
tetracyklina % — | 915 90,5

Stosunck tedracykiiny do chloretetracylliny,
kiécy ap. w 64 godzinie fermeatacil wynasit
81,5.:8,5, ustalono za pomacy chnomatografii na
bibule,

Dallej postepuje si¢ jak w pnzykladzie IV.
Przykiad 11, 100mlpozywki zaszczepia sigw
500 ml kolbie Erlenmeyera 2 mil 48-godzinnej
kultury otrzymanej z pozywki inoculum i fer-
mentuje przez 88 godzin na wstrzgcarce w tem-
peraturze 25°C. Sklad pozywki: 20/o skrobi, 19/y
maki z orzeszkéw Aszanti, 0,3% mamoku kulku-
rydzianego (w przeliczeniu na swchy substan-
cjg), 05% NHWNOs, 0420 CACOs, 02% KNOs
i Q3% oleju palmowego. ‘'Po sterylizacyi war-
to§¢é pH wynosi 6,1—§,3. Zawartoié antybioty-
ku poczawszy od 40 godziny fermentacjl jest
nastepujgca:

40 podzina 64 godzina 88 godzima

zaw artodé

antybiotyku

.Efml 1450 2225 2100
tetracylkii- :
na % — L] A

Przyktad ITI. 6 litréw pozywki inoculum
(patrz wytej) zaszczepia si@ 30 m] kulbury
CDSD-314 zmrozonej w temperaturze —I10°C.
Kulture poddaje sie fermentacji przy miesza-
niu i mapowietrzaniu przez 48 godzin. (600
obrotéw/minute), 6 litrow pozywki zaszczepia
sie jak w przykladzie I, 600 ml rozwinigtej
kultury, po czym poddaje fermentacji w tem-
peratarze 25°C mnapowietnzajac 6 litrami po-
wietrza/minute.
Otrzymuje sie nastepujacy wynik:

28 godz, 40 godz. 46 godz. 352 godz.

zawartos§é

antybiotylou

E/ml 24 1289 1587 1905
tetracy- A

klina % P 88 90 91,5

Przyktad IV. 10 litrbw cieczy fermentacyj-
nej (1300 E/ml 905 zawarto$é tetracykliny)
zakwasza sie¢ 10 n H:SOs do warto$ei pH=2,5.
Olecz przesgcza sie, nastepnie dodaje siq 150
mil 10%/-wego wodnego roztworu bromku ce-
tylopirydyniowego, po czym warto§¢ pH nas-
tawia sie na 9 za pomocg 5-nego wodorotlenku
sodowego, Wytrgcong czwartorzedowsa s6l od-
sacza sig, przemywa wodg, po czym sporzadza
sie zawiesine z 300 ml wody, ktérej wartoéé
pH nastawia sie na 18 za pomocg kwasu



szczawiowego. Po odsaczeniu osad - przemywa
sle 150 ml 001 n HCl, Polaczone przesacze
zadaje sie 45 g chlorku sodowego i ekstrahuje
n-butanoclem, Polaczone ekstraty butanolowe
ekstrahuje sie roztworem chlorku zelazowego
w_0)05%-owym kwasie solnym (3 razy po 150
ml).-Wodne _ekstrakty laczy siq, roztwér alka-
lizuje sie 2 n NHOH do pH = 8,5, po czym
- dodaje sie borowodorku sodowegoaz do uzys-
kania jasno-z6ltawego zabarwienia. Nastepnie
wantoé¢ pH nastawia sie na 6 i roztwér ea-
geszcza sie do polowy objetoéci w préeni w
temperaturze 40°C. Po 24 godzinnym odstaniu
w temperaturze 5% odsgeza sie wydzielone
krysztaty, preewywa malg iloScia wody destylo-
wanej i zimnego alkoholu i suszy w prézni.
Otrzymuje sie 65 g wodzianu tetracykliny,
wylkazujgcego aktywnoéé 870 E/mg. W produk-
cie stwiendzono na podstawie chromotografii
‘na bibule najwyzej 3% chlorotetracykliny.

Wodzian tetracykliny rozpuszcza sie przy

pH = 2 w kwasie solnym, moztwér liofilizuje,

po czym ofrzymuje sie bandzo czysty chloro-
wadlorek tetracykliny., Podobnie po zastosowa-
niu odpowiednich kwaséw wzglednie zasad
mozna . otrzymaé najréiniejsze sole telracy-
kliny, Sole tetracykliny mozna takze wytwo-
mzyé w taki spos6b, ze wodny roztwér tetra-
cykliny w odpowiednim kwasie ekstrahuje sie
stabo polanym rozpuszczalnikiem (np. n-bu-
tanolem), a wyosobniong faze rozpuszczalni-
ka zageszcza_sie w prézni, przy czym Kkrystali-
zuje z dobrg wydajnosciag s6l tetracykliny.

Zastrzezenia patentowe

1. Spos6b wytwarzania tetracykliny na drodze
fermentacji glebinowej za pomocg mikro-
organizmu z gatunku Streptomyces aureo-

faciens zdolnego do wytwarzania chlorod
tetracykliny, znamienny tym, ze szczep
Streptomyces aureofaciens w celu uzyskania
mutanta poddaje sie w podanej kolejnosci
na$wietlanju promieniami ultrafioletowymi
0 25000 erg/mm® w ciggu mniej wiecej 18
minut, nawietlaniu promieniami Rentgena
"0 40000 r w ciggu 5 godzin, ponownie nas-
wietlaniu promieniami ultrafiolebowymi o
5000 erg/min® w ciggu 2 godzin w obecnosci
roztworu zawierajagcego 8—15 g/ml rodanku
benzylu i w ciggu 23 minut promieniami
Rentgena o 18000 r, nastepnie silnie ozigbia
do temperatury od —8 do —i15°C, traktuje
streptomycyng W' roztworze 0,5%0-wym,
inkubuje mna syntetycznej pozywce trak-
tuje koenzymem A w ‘ilodci 1 mg/ml w roz-
tworze 0,06 mola NaHCOs, znowu naswietla
promieniami Rentgena o 8000 r w ciagu 8
minut w obecno$ci 0,005 mola cyjanku po-
tasu i z otrnzymanym mutantem CDSD-314
ewentualnie z jego szczepami dziedzlcznymi

lub mutantami przeprowadzona w znany .

sposéb fermentacje w pozywce zawilerajacej
jony chioru,

2. Sposéb wedlug zastrz. 1, znamienny tym,
Ze wyizolowang 2z roztworu pofermenta-
cyjnego tetracykline w postaci roztworu al-
koholowego przeprowadza sie przez dodanije
wodnego roztworu chlorku zelazowego w
zawigzek kompleksowy wzelaza, po czym przez

redukcje wodorkiem boru i nastepnie - za-.

geszczenie roztworu otrzymuje sie krysta-
liczng tetracykline.

Chinoin Gyégyszer-és Vegyészeti
Termbkek Gydra rt.

Zastepca: mgr Jézef Kamifiski
rzecznik patentowy
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