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Sposéb wytwarzania bacytracyny

Przedmiotem wynalazku jest sposdb wytwarzania bacytracyny na drodze fermentacji gt@binowej.

Bacytracyna jest antybiotykiem wytwarzanym przez tlenowe laseczki przetrwalnikujace, nalezace do ro-
dzaju Bacillus. Antybictyk ten nie jest zwigzkiem jednorodnym, lecz jest mieszaning polipeptydéw o podobnej
budowie chemicznej. Po raz pierwszy zostat opisany w 1945 r w Science 102 376 (1945) przez Johnson, Ankera
i Meleneya. Bacytracyna wywiera hamujace dziatanie przede wszystkim na drobnoustroje Gram-dodatnie nie
dziata na drobnoustroje Gram-ujemne z wyjatkiem Neisseria gonorrhoeae i Neisseria meningitidis.

Bacytracyna znalazta niewielkie zastosowanie w medycynie ludzkiej i weterynaryjnej, przede wszystkim
w leczeniu miejscowym. Szerokie natomiast zastosowanie antybiotyk ten znalazt w Zywieniu zwierzat jako do-
datek do pas2. Mata iloé¢ bacytracyny dodana do paszy dla drobiu, trzody chlewnej i rogacizny zwigksza
wydstnie s2ybko$é przyrostu wagi zwierzat i powoduje lepsze wykorzystanie paszy przez organizm zwierzgcy.

Znane s sposoby wytwarzania bacytracyny przy uyciu szczepéw Bacillus subtilis i Bacillus licheniformis,
wytwarzsjgcych w potywkach produkcyjnych duig liczbe przetrwalnikéw (endospor). Przetrwalniki bakteryjne .
odznaczajy si@ wyjqtkowq opornodcia na czynniki fizyko-chemiczne. Sq one najbardziej wytrzymatymi na pod-
wyiszony temperature uktadami iywymi, znoszacymi temperatury powyzej 100°C. W przypadku wytwarzania
paszowych preparatéw bacytracyny, kidre otrzymuje si@ przez suszenie catej objetosci hodowli w suszarce
rozpytowej, znaczna czeéc iywych przetrwalnikéw pozostaje w preparatach antybiotyku. Zastosowanie w pro-
cesie suszenia temperatur powodujacych zabicie form cieptoopornych szczepu produkcyjnego jest niewskazane
ze wzgledu na termolabilnodé biologicznie czynnej substancji. Wynika stad potrzebs stosowania dodatkowych

“ kosztownych operacji takich, jak nafwietlanie promieniami 7, celem zabicia duzej liczby form przetrwalnych
szczepu produkcyjnego, wystepujacych w przygotowywanym preparacie paszowym.

Produkcja bacytracyny przy uiyciu obecnie stosowanych szczepéw stwarza warunki do zwigkszenia w po-
mieszczeniach zaktadu produkcyjnego zawartodci przetrwalnikéw bakteryjnych, ktére sa gtéwnym i potencjal-
nym Zrédtem przypadkowych zakazert w przymyéle, opartym ne biosyntezie. Omawiane zagadnienie nabiera
szczegdinego znaczenia w przypadku zaktadéw produkcyjnych, prowadzacych réwnolegle kilka proceséw mikro-
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biologicznych. Czestoéé bowiem przypadkowych zakazeri zalezy w duzym stopniu od liczby przetrwalnikéw
bakteryjnych, znajdujacych si@ w pomieszczeniach produkcyjnych. Z reguly poiywki produkcyjne i hodowle
produkcyjne, zakaione obcy mikrofiora, wykazujq niskie aktywnodci i nie nodah si¢ do dalszego przerobu, co
powoduje duis straty finansowe.

Sposobem wediug wynalazku usuwa si¢ powyisze wady przez zastosowanie do produkcji bacytracyny
szczepOw 0 upodiedzonej zdoinodci sporulacii.

' Wedtug piémiennictws nsukowego biosynteza bacytracyny wystepuje po zakoriczeniu fazy logarytmicznej

wzrostu drobnoustroju, i jest fcifle zwigzana z procesem sporulacji (R.W. Berniohr, G.D. Novelli: Arch. Bio-
chem.Biophys. (1960) 87 232; R.W. Berniohr G.D. Novelli: Arch. Biochem. Biophys., (1963), 103 9; G. Baluu.
H. lonesco, P.Schaeffer: Compt. Rend. (1963), 257, 986).

Obecnie stwierdzono, Ze bacytracyne moina wytwarzaé przy uivciu mutantéw niezdolnych do tworzenia
endospor, czyli mutantéw asporogennych, lub mutantéw oligosporogennych o wybitnie ograniczonej zdolnodci
sporulacji. Celem otrzymania takich szczepéw poddaje si¢ komérki drobnoustrojow, wvtwvuiqcych bacytra-
cynq, dziataniu znanych czynnikéw mutagennych fizycznych i chemicznych.

W hodowlach mutantéw asporogennych z reguty nie stwierdza si¢ w ogdle form cieptoopornych. Pojawie-
nie sig w takich hodowlach matej liczby przetrwalnikow jest zwigzana z rzadko wystepujacym zjawiskiem mu-
tacji powrotnej. Wiréd mutantéw oligosporogennych, charakteryzujacych si¢ zmniejszonq zdoinodciy sporulacji,
spotyka si¢ takie, ktore wytwarzaja w 1 ml hodowli 10 lub nawet 100 000 000 razy mniej form cieptoopornych

~ w poréwnaniu ze szczepem wyjiciowym. Czestosé tworzenia endospor u kazdego mutanta oligosporogennego jest
cechq stata, ktora przekazywana jest komorkom potomnym.

Paszowe preparaty bacytracyny otrzymywane w hodowli mutantéw asporogennych i szczepow o wybitnie
- upofledzonej zdoinodci sporulaciji praktycznie nie zawierajq form cieptoopornych szczepu produkcyjnego. Nalezy
nadmieni¢ , ze w preparatach paszowych zazwyczaj wykrywa si¢ matq liczbe drobnoustrojéw, poniewaz niektére
stapy produkcyjne, np. suszenie hodowli w suszarce rozpytowej, przeprowadza si@ v warunkach niejatowych.

Szczepy stosowane do wytwarzania’ bazytracyny sposobem wediug wynalazku wykazujg istotne réZnice
morfologiczne, hodowlane i fizjologiczne w ocniesieniu do szczepéw wyjsciowych. Wystepujace réznice migdzy
omawianymi szczepami- wynikaja z tabel 1,2 i 3. Ré2nice te dotycza zdolnoéci tworzenia endospor, redukcji

azotandw do azotynéw, koagulacji i peptonizacji mieka, typu i intensywnosci wzrostu na réznych podtoiach,
uptynniania Zelatyny oraz wytwarzania kwasu z weglowodandw i alkoholi. Wykazane roznice sq tak znamienne,
2e z punktu widzenia zasad obecnej taksonomii bakterii, bez uwzglednienia kryteridw ekologicznych, otrzymane
przez nas szczepy moinaby uznad nie tylko za nowe gatunki, ale nawet za odrebna grupe taksonomiczng.

Dodatkowq zaleta otrzymywanych szczepéw o upo$ledzonej zdolnoéci sporulacji jest wytwarzanie dudych
ilofci bacytracyny na prostych i tanich pozywkach. Otrzymane przez nas mutanty wykazuja w hodowli na
trzesawce obrotowej aktywnoéc rzedu 400 j/ml (okoto 8000 mcg/ml) bacytracyny. Aktywnosé ta jest znacznie
wyisza w poréwnaniu z aktywnoséciami (325 j/ml) notowanymi np. w opisie patentowym St. Zjedn. Ameryki
2.828.246.

Hodowle mutantéw asporogennych i oligosporogennych, wvlgamiqce wysokie steZenia bacytracyny, s
dogodnym materiatem wyjsciowym nie tylko do otrzymywania preparatéw bacytracyny dia celéw paszowych,
lecz réwniei preparatéw bacytracyny dla celow Ieczmczych

Szczepy o uposledzonej zdolnosci sporulacji wykazun stabilno$é pod wzgledem cechy wytwarzania bacy-
tracyny. Kilkakrotne pasazowanie na podtozu agarowym i przechowywanie hodowli agarowej w ciagu kilku
tygodni w temperaturze 2—4°C, jak réwniez przechowywanie szczepdw w postaci zliofilizowanej, nie wplywato
na obnizenie aktywnosci ‘antybiotycznej. Omavmne szczepy moina liofilizowa¢ w nastepujgcych zawieszal-
nikach: 20% maktvwowana surowica koriska,’ mleko odtOuszczonc i roztwor, zawierajacy 10% sacharozy i 1%
telatyny.

Szczepy o upoéledzonej zdolnoici sporulacji mozna rozmnatac na podtoizu agarowym, zawierajacym réine
#rédta azotu (pepton, wyciag miesny, wyciag stodowy i inne wyciagi rodlinne i zwierzqce). 2r6dtem wegla moga
byé cukry proste lub wielocukry. Ponadto agarowe podioie moie zawieraé dodatkl soli mineralnych i soli
kwaséw organicznych oraz mikroelementy.

Sposobem wedtug wynalazku proces biosyntezy bacytracyny prowadzi si¢ przy utyciu szczepéw z rodzaju
Bacillus. niezdoinych do tworzenis endospor lub szczepéw o wybitnie ograniczonej zdolnodci sporulacji, w tem-
peraturze ponitej 42°C, korzystnie w temperaturze 33—35°C, na odpowiednich pozywkach zawierajacych
przyswajaine 2rédta azotu i wegla pochodzenia rodlinnego i/lub zwierzecego oraz sole mineraine i sole kwaséw
organicznych, przy réwnoczesnym mieszaniu i napowietrzaniu w czasie potrzebnym do wytworzenia antybiotyku
w hodowli, z ktérej otrzymuje sig znanymi Modami preparaty bacytracyny dla celéw paszowych i leczniczych.
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W potywkach ptynnych jako #rédio azotu stosuje sig odtiuszczony make sojows, wyciagi i hydrolizaty
z maki sojowej, make z nasion slonecznikowych, make z orzeszkéw ziemnych, make rybng, droidie, wyciag
dro2diowy, wycigg namokowy kukurydzy i/lub siarczan amonowy i azotany.

Jako Zr6dio wegla stosuje si@ korzystnie rozpuszczaine i nierozpuszczaine wqglowodanv, np. glukoze
techniczng, sacharoze i inne cukry proste lub ich mieszaniny, skrobig, make ziemniaczena, mgke kukurydziang
lub ich mieszaniny z wymienionymi uprzednio cukrami prostymi.

Ponadto poiywki produkcyjne wzbogaca si¢ réinymi solami minerainymi i solami kwaséw oroanicznych
takich, jak kwas mlekowy, kwas glukonowy, lub kwas octowy, oraz mikroelementami.

Wyisciowym materiatem szczepiennym dia pozywek ptynnych sy hodowle na agarze skofnym lub liofiliza-
ty szczepéw Proces wytwarzania bacytracyny prowadzi si¢ na ptynnych poiywkach w temperaturze ponizej
42°C ptzy réwnoczesnym mieszaniu i napowietrzaniu w aparaturze powszechnie stosowanej w przemy!lc fermon-
tacyjnym.’

Przyktad |. Fermentacjq prowadzi si¢ w trzech stadiach.

Stadium posiewowe |. Kolby Erlenmeyera o pojemnoéci 500 ml, zawierajace 30 mi poiywki posmwowel
wr 1 lub nr 2 o sktadzie nizej podanym:

Pozywka posiewowa nr 1

Maka sojowa odttuszczona 2,0%
Maka ziemniaczana 1.5%
CaCO, 0.5%
(NH,),S0, 0,2%
MgSO. «7 H,O 0,3%
MnSO, *- 5 H,0 0,01%
Woda wodoclqgowa do 100%

- Sterylizacja: 117°C w ciagu 25 minut. Po sterylizacji warto$¢ pH wynosita 6, 7
Pozywka posiewowa nr 2

Maka sojowa odttuszczona 2,0%
Drozdie browarnicze(suszone) 0,2%
Maka ziemniaczana 1.5%
CaCO, 0,5%
MgSO. -7 Hzo 0,33%
(NH,), SO, 0,2%
MnSO; * 5H,0 - 0,01%
Woda wodociagowa do 100%

Sterylizacja, jak wyzej. Po sterylizacii warto$¢ pH wynosita 6,8.

Zaszczepiono komérkami szczepu o uposiedzonej zdolnodci sporulacji, zebranymi oczkiem, czy z dwudnio-
wej hodowli na agarze skosnym i wstawiono na trzesawke obrotowa o 240 obr/min. Inkubowano 24 godziny
w temperaturze 33°C. Otrzymana hodowla stuzyta jako inoculum dla stadium f1.

Stadium posiewowe II. Do kolb Erlenmeyera o pojemnoéci 500 ml, zawierajacych po 30 ml pozywki posie-

" wowej nr 1 lub nr2, dodanoc po 0,2 ml hodowli stadium |. Inkubowano w temperaturze 33°C na trzgsawce
obrotowej o 240 obr/min w ciggu 18 godzin.

Stadium produkcyjne. Do kolb Erlenmeyera o pojemnoséci 500 ml, zawierajacych 30 ml potywki produk-
cyinej o sktadzie nizej podanym:

Pozywka produkcyjna

Maka sojowa odttuszczona : 4,5%
Maka ziemniaczana 2,0%
Kwas mlekowy spozywczy 1,2%
CaCO, 0,4%
MgSO, - 7 H,;0 0,1%
MnSO,4 - 5 H,0 0,01%
KH, PO, 0,01%
(NH,4),S0, 0,2%
Woda wodociagowa do 100%

(Sterylizacja: 117°C w ciagu 30 minut. Po sterylizacji warto$¢ pH wynosita 6,7).

— dodano hodowlg stadium 11 w ilosci 1% w stosunku do objetosci pozywki.

Fermentacje prowadzono w temperaturze 33°C na trzesawce obrotowej o 240 obr/min. Po zakoriczeniu
fermentacii, co nastapito po uptywie 38 godzin, ptyny fermentacyjne wykazywaty aktywnos¢ 408 j/ml.

~
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~ Przyktad Il. Stadium |. Kolby Erlenmeyera o pojemnosci 500 ml, zawierajgce po 30 m! priywki po-‘
. siewowej nr 1 lub nr 2, zaszczepiono zliofilizowana zawiesing szczepu (przed liofilizacjq: G,2 mi zawiesiny zawia
~ rajacej 10° komérek (mi) i inkubowano w temperaturze 33°C w ciagu 24 godzin. Otrzymanq hodowie uiyto '
jako inoculum do stadium posiewowego if. ’
Hodowle stadium |l i stadium produkcyjnego przeprowadzono w sposdb podany w przyktadzie |. Po 37
godzinach fermentacji aktywnoéé ptynéw fermesntacyjnych wynosita 384 j/ml bacytracyny.

Zastrzezenie patentowe

Sposdb wytwarzania bacytracyny na drodze fermentacji gt ebinc .vej przy uzyciu szczepéw 2z rodzaju Bacil-
lus, znamiennty tym, e proces biosyntezy prowadzi sie przy uiyciu siczepdw, niezdoinych do tworzenia endo-
spor lub o wybitnie ograniczonej zdoinodci sporulacji, w temperaturze ponizej 42°C, korzystnie w temperaturze
33-35°C, na ptynnych poiywkach, zawierajacych przyswajaine irédta azotu i wegla pochodzenia roflinnego
i/lub zwierzecego oraz sole mineraine i scle kwasdw organicznych, przy réwnoczesnym mieszaniu i napowietrza-
ni¢ w czasie potrzebnym do wytworzenia antybiotyku w hodowli, z ktdrej otrzymuje si¢ znanymi metodami
produkt dia celéw paszowych i leczniczych.
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Tabela

Poréwnanie wlasciwosci wyjéciowego szczepu Bacillus licheniformis i pochodnego mutanta U3—3°'/93

¢

Bacillus licheniformis

Podtoze Cecha Mutant U3-3'/93
1 2 3 4
Ksztatt Laseczki wystepujace Laseczki wystepujace
pojedynczo, w parach " pojedynczo, w parach lub _
lub krétkich taricuszkach. krétkich tafcuszkach.
Korice komérek zaokraglone Korice komdrek zaokragione
Barwienie Gramo-dodatnie Gramo-dodatnie
Endospory wytwarza elipsoidalne
endospory, utozone central- nie wytwarza
nie lub paracentrainie
Bulion zwykty typ wzrostu rosnie w postaci kozuszka
na powierzchni bulionu wzrost dyfuzyjny
Bulion wzrost roénie w postaci kozuszka
zaWieraiqcv na powierzchni bulionu wzrost dyfuzyjny
7% NaCl '
Bution wzrost
z glukozg w warunkach dobry nieznaczny
beztlenrowych
Agar obfity, pomarszczony,
z glukozg warost o zabarwieniu bezowym staby przezroczysty
Agar sojowy obfity, o zabarwieniu staby przezroczysty
wzrost bezowym
Ager Simmonsa wykorzystywanie  wykorzystuje +
Z cytryiianem  cytrynianu (+++) -
Woda rosnie w postaci kozuszka
peptonows wzrost wzrost dyfuzyjny .
Wy twaizanie nie wytwarza nie wytwarza
indolu
Mieko koagulacja koaguluje nie koaguluje
i peptonizacja i peptonizuje i nie peptonizuje
Stupek '
zelatynowy upiynnianie uptynnia nie uptynnia
Podtoie’ redukcja
azoianowe NC;—> NO, redukuje redukuje
Podtoie Voges- wytwarzanie . 4+
Proskauera acetoiny wytwarza -
Objadnienie: = watpliwe



793%

Tabela 2

Poréwnanie wtasciwosci wyjsciowego szczepu Bacillus subtilis i dwoch pochodnych mutantéw

Bacillus subtilis

Mutant ip 120'/42

Mutant NG 120°/69

3

3

5

Podtoie Cecha
.1 2
Ksztatt
Barwienie
Endospory

laseczki wystepuja-
ce pojedynczo,

w parach, lub krét-
kich taricuszkach.
Korice komdrek za-
okraglone
Gramo-dodatnie
wytwarza elipsoi-
dalne endospory,
utozone central-

" nie lub

Bulion zwykty wazrost

Bulion zawierajacy
7% NaCl wzrost

Bulion z glukozq wzrost w warun-
kach beztieno-

) wych
Agar z glukozg wzrost

Agar sojowy wzrost

paracentralnie

ro$nie w postaci
kozuszka na po-
wierzchni bulionu

kozuszka na po-
wierzchni bulionu
nieznaczny

obfity, pomarszczo-
ny, o zabarwieniu
bezowym

obfity, o zabar-
wieniu bezowym:

Agar Simmonsa wykorzystywanie wykorzystuje

Z cytrynianem  cytrynianu

Woda peptonowa wzrost
_wytwarzanie
indolu
Mieko koagulacja
i peptonizacja
Stupek Zelaty- uptynnianie
nowy '
Podtoie azota- redukcja
nowe NO; - NO,
Podtoze wytwarzanie
Voges-Proskauera acetoiny

rosnie w
postaci
kozucha
nie.wytwarza

koaguluje i pepto-
nizuje

uptynnia
redukuje

wytwarza

laseczki wystepuja-
ce pojedynczo,

w parach lub krét-
kich taricuszkach.
Korice komorek za-
okraglone
Gramo-dodatnie
endospory elipsoli-
dalne, utozone
centralnie lub pa-
racentralnie.
Wytwarza okoto
20000000 razy mniej
w poréwnaniu ze

szczepem wyjsciowym

wzrost dyfuzyjny
rosnie w postaci
wzrost dyfuzyjny
dos$¢ dobry

do$¢ dobry,
bezbarwny

dos$é¢ dobry,
przezroczysty

wykorzystuje

wzrost dyfuzyjny

nie wytwarza
nie koaguluje
i niepeptonizuje

uptynnia

nie redukuje

wytwarza

laseczki wystepuja-
ce pojedynczo,

w parach lub krét-
kich taricuszkach.
Korice komoérek za-
okraglone
Gramo-dodatnie

nie wytwarza

wzrost dyfuzyjny

wzrost dyfuzyjny
nie roénie

staby, przezro-
czysty

staby, przero-
czysty

wykorzystuje

wzrost dyfuzyjny

nie wytwarza

nie koaguluje
i nie peptonizuje
nie uptynnia

i redukuje

wytwarza
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Tabela 3

Wytwarzanie gazu i kwasu 2 weglowodandw i alkoholi przez badane szczepy

/

Weglowodan
lub alkohot

Bacillus Bacillus Mutant Mutant ‘
subtilis licheni- ip120°/42 . NG 120°'/69
’ formis

Mutant
u3-3'/93

kwas
Arabinoza
gaz
kwas
Glukoza
gaz
kwas
Laktoza -
gaz
kwas
Mannitol -
gaz
kwas
Ksyloza
gaz
kwas
Sacharoza
gaz
kwas
Sorbito}
gz =
kwas
Ramnoza
gaz

S+ + + +

++ ++ ++ ++

Objasnienie:

Znak + oznacza intensywnos¢ wytwarzania
znak — oznacza brak wytwarzania
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