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Spos6b wytwarzania nowego antybiotyku

1

Wynalazek dotyczy wytwarzania nowego anty-
biotyku, okre§lanego w dalszej czeSci opisu nume-
rem 11.837 R.P. Ten nowy produkt ma specjalne
znaczenie ze wzgledu na swg silng aktywno§é bak-
teriob6jcza w stosunku do bakterii Gram-dodat-
nich. Otrzymuje sie go ze §rodowisk hodowli sztucz-
cznej mikroorganizmu opisanego dokladnie poni-
zej, a nalezgcego do grupy Streptomyces i ozna-
czonego przez ,Streptomyces vivida‘ps DS 9466”
(NRRL 3087).

Antybiotyk 11.837 R.P. latwo rozpuszcza sie w
wodzie, rozpuszcza sie w metanolu, pirydgnie,
kwasie octowym, dwumetyloformamidzie, stabo lub
nie rozpuszcza sie w etanolu, acetonie, chlorofor-
mie oraz n-heksanie.

W roztworze wodnym antybiotyk 11.837 R.P. jest
bardzo trwaty przy wartoSci pH = 5—10 (po 2 ty-
godniach przechowywania w temperaturze 37°C za-
chowuje co najmniej 90% swej aktywnos$ci), jest
srednio trwaly przy wartosci pH = 4 (w ciagu 2 ty-
godni w temperaturze 37°C traci 30% aktywnosci),
a stosunkowo nietrwaly jest przy warto$ci pH = 2
(utrata 70% swej aktywnoSci w ciggu 6 dni w
temperaturze” 37°C).

Antybiotyk 11.837 R.P. daje negatywne proby w
nastepujacych reakcjach: w reakcji biuretowej,
w reakcji chlorku zelazowego, w reakcji ninhydry-
nowej. Pozytywne préby daje w nastepujacych
reakcjach: w reakeji ninhydrynowej po hydrolizie
kwasowej, w reakcji dwuazowania, w reakeji
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ksantoproteinowej, w reakcji z azotanem srebrowo-
-amonowym (watpliwa przed hydroliza i bardzo
wyrazna po hydrolizie kwasowej), w reakeji floro-
glucyny, w reakcji karbazolu, w reakeji z nadman-
ganianem potasowym, w reakcji Benedict’a po hy--
drolizie kwasowej. Antybiotyk ten zabarwia na po-
maranczowo stezony kwas siarkowy, a na kolor
blaaorézowy stezony kwas solny.

Antybiotyk 11.837 R P. jest mocnym kwasem,
ktorego rownowaznik kwasowy oznaczony za po-
mocg potencjometrycznego miareczkowania roz-
tworem wodorotlenku sodowego wynosi 600
(pKa = 4,1). Ciezar czasteczkowy antybiotyku jest
wyzszy od 5.000 poniewaz nie dializuje przez blo-
ne z regenerowanej celulozy.

Antybiotyk 11.837 R.P. zawiera wegiel, wodor,
tlen, azot i fosfor. Jego skilad elementarny wypro-
wadzony na podstawie analizy jego soli sodowe]
jest zblizony do nastepujgcego:

C=469% H=179% O =239,2% N =3,9% P = 2,22%.

Charakteryzuje sie on nastepujgcymi wlasciwo-
Sciami fizycznymi:

Wyglad: proszek bezpostaciowy biaty
Temperatura topnienia: nie ma wyraznego topnie-
nia, rozklad nastepuje przy 160°C

Widmo w podczerwieni (oznaczenia wykonano
na pastylkach z KBr) przedstawiono na zalgczonym
wykresie fig. 1, na ktérym na osi odcietych zna-
czono dlugosci fal w mikronach (skala nizsza), Na
wyzszej skali na osi odcietych oznaczono liczbe
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falowg w cm—1, a na osi rzednych wielko$¢ tran-
smisji wyrazong w procentach.
W tablicy I podano gléwne pasma absorpcyjne
w podczerwieni dla tego produktu.

Tablica I

3360 tF 1164 m tF — absorpcja bardzo silna
2930 F 1125 ép F — . silna
1720 F 1100m m — - $rednia
1630 tF 1068 tF f— - slaba
1564 m 1040 tF  ép — przegiecie
1550 F 968 m
. 1430 ép 950 m

1400 ‘ép 890 £

1380 F 860 f

1330 m 800 f

1222°F 0 ¢

S6l sodowa antybiotyku 11.837 R.P. ma nastepuja-
cy sklad elementarny:

C=450% H="14% O = 37,6% N = 3,72% P = 2,16%

Na = 4,15%.

Charakteryzuje sie ona nastepujacymi wlasci-
wosciami fizycznymi:
Wyglad: proszek bezpostaciowy praktycznie bialy
Skrecalno§é: (a)g =6°1+1 (c = 0,6 woda)
Widmo w ultrafiolecie: (oznaczenie‘wykonano wy-
chodzac z roztworu zawierajagcego 30 mg tej soli w
1 1 wody).

Koniec absorpcji: E}%cm =30 przy 220 mp
E}%cm = 3,5 przy 257 mp

Widmo w podczerwieni (oznaczenie wykonano na
pastylkach z KBr) przedstawiono na zalgczonym
wykresié fig. 2, na ktorym na osi odcietych ozna-
czono diugo$ci fal w mikrorach (skala nizsza). Na
wyzszej skali osi odcietych oznaczono liczbe falo-
wa W em—, a na osi rzednych wielko$§¢ transmisji
wyrazong w procentach,

‘W tablicy II podano gléwne pasma absorpcyjne
w podczerwieni dla tego produktu.

Tablica II

3400 tF 1160 m tF — absorpcja bardzo silna

2910 F 1100 m F — ’ silna

1730 tF 1062 tF m — ’ Srednia

154Tm 1042 ép f — ” staba .

1525 F 1030 ép €pP — ’ przegiecie
ok. 1430 ép 972 m

1378 F 947 m

1330 m 890 f

1238 m  ggo f

Aktywno§é bakteriostatyczng antybiotyku 11.837
R.P. w stosunku do bakterii okre§lono za pomoca
jednej z metod rozcienczania, stosowanych do tego
celu. Dla kazdego rodzaju bakterii okre§lono naj-
mnijejsze stezenie substancji, ktéra w okreslonych
warunkach, wstrzymuje catkowicie dajacy sie za-
uwazy¢ rozwoj w odpowiednim bulionie — pozyw-
ce. Wyniki réznych oznaczen podano w przytoczo-
nej ponizej tablicy III, w ktérej minimalne steze-
nia bakteriostatyczne wyrazone sg w mikrogra-
mach substancji na cm3? badanego Srodowiska.

‘Z tych réznych oznaczen wynika, ze -antybiotyk
11.837 R.P. oddziatowuje giéwnlie na bakterie Gram-
-dodatnie. Zwlaszcza dziala on silnie na Strepto-
coccus hemolyticus. Stosunkowo slabo dziala na
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Badane organizmy bakteryjne Eﬁe
£S89
Sdk
Staphylococcus aureus, szczep 209 0.15
P-ATCC 6538 P ’
Staphylococcus aureus, szczep 133 0.15
(Instytut Pasteura) ’
Staphylococcus aureus, szczep Smith 0.35
Sarcina lutea — ATCC 9341 150
Streptococcus faecalis — ATCC 9790 526
Streptococcus viridans (Instytut Pasteura) ’
Streptococcus pyogenes hemolyticus " 0.005
(szczep Dig 7, Instytut Pasteura) ’
Neisseria gonorrhaeae (A 50 — Instytut 1.95
Pasteura) ’
Diplccoccus pneumoniae (szczep Til, 0,03
Instytut Rasteura) 3’ ,
Bacillus subtilis — ATCC 6633 0.03
Bacillus cereus — ATCC 6630 35’
Mycobacterium species — ATCC 607
Mycobacterium para-smegmatis (A 75 — 65
Lausanne) 35
Escherichia coli — ATCC 9637
Shigella dysenteriae — Shiga L 40
(Instytut Pasteura)
Salmonella paratyphi’ A (Lacasse, 55
Instytut Pasteura)
Salmonella schottmuelleri (paratyphi B) 30
Fougenc (Instytut Pasteura) 165
Proteus vulgaris — A 244 60
Klebsiella pneumoniae — ATCC 10.031
Pseudomonas aeruginosa (szczep Bass —.
Instytut Pasteura) ;
Brucella bronchiseptica (CN — 387 40
Wellcome Instytut) . 9
Brucella abortus bovis B 19 2,6
Pasteurella multocida (A 125, Instytut :
Pasteura) 1,5
Treponema Reitera 20

4

bakterie Gram-ujemne, aczkolwiek na mikroorga-
nizmy Neisseria catarrhalis, Neisseria gonorrhaeae
i Brucella abortus bovis dziala dosyé znacznie. Nie
wykazuje on zadnego uodpornienia sprzezonego z
nastepujacymi antybiotykami: penicyling, strepto-
mycyng, tetracykling, chloramfenikolem, spiramy-
cyna, karbomycyng, erytromycyng, pristynamycy-
ng i nowobiocyng. Wyniki réznych oznaczen dzia-
lania stezen bakteriostatycznych antybiotyku 11.837
R.P. na rézne szczepy stafylokokowe, wykazujgce
cdporno&é na jeden lub kilka antybiotykéw wy-
mienionych powyzej podano w tabeli IV, w ktorej
stezenia bakteriostatyczne odnosza si¢ do trzech
szczepow stafylokokowych, czulych na te wszyst-
kie antybiotyki i podanych w tablicy III.

" Tablica III
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Tablica IV

G
52
U"~
A
Badane szczepy (Staphylococcus aureus) TG'é?on
' £33
[
L F
— szczep 209 P-ATCC 6538 P (s) 0,15
— szczep 209 P uodporniony na . spira-
mycyne 0,2
— szczep 209 P uodporniony na karbomy-
cyne 0,15
— szcézep 209 P uodporniony ma pristyna-
mycyneg : 0,25
— szczep 209 P uodporniony na nowobio-
cyne 0,1
— szczep 133 (Instytut Pasteura) (s) 0,15
— szczep Smith (s) 0,35
— szczep Bj; (odporny na penicyline i
streptomycyne) 0,2
— szczep Hb (odporny na penicyline i te-
. tracykline) 0,3
— szczep Beaujon 3 (odporny na penicy-
ling, na streptomycyne, na teracy-
kline i na chloramfenikol) 0,3
— szczep MB I (odporny na penicyling
i na erytromycyne) 0,1
— szczep Lavault (odporny na penicyli-
ne, na erytromycyne i na spiramy-
cyne 0,1

Aktywno$é antybakteryjna antybiotyku 11.837
R.P. zostala stwierdzona ,in vivo” na zwierzetach,
poddawanych badaniom laboratoryjnym zakazo-
nych eksperymentalnie bakteriami takimi jak
streptokoki, pneumokoki, stafylokoki i Neisseria
(N. meningitidis). Antybiotyk ten jest zwlaszcza
skuteczny u myszy przy podawaniu pozajelitowym,
przy czym skuteczno$é przy podawaniu dozylnym
jest 2 razy silniejsza, niz przy podawaniu podskér-
nym. Dzialanie jego jest bardzo dlugie, dzieki cze-
mu jest on bardzo dobrym $rodkiem zapobiegaw-
czym. Dzialanie zapobiegawcze wykazano wobec
zakazen stafylokokami i streptokokami u myszy.
Tak na przyklad dawka 250 mg/kg, podawang do-
zylnie antybiotyk 11.837 R.P. zabezpiecza wszystkie
myszy przed infekcja pozajelitowy streptokokiem
nastepujaca w 56 dni po jednorazowym przyjeciu

-tego $rodka. Przy takiej samej dawce (250 mg/kg),

lecz podawanej podskérnie, benzatyna — penicy-
lina G zabezpiecza myszy tylko w ciggu 24 go-
dzin. i
Toksyczno§¢ antybiotyku 11837 R.P. badano

gldwnie u myszy. Dawka $miertelng 50% lub DL,
okreslano przez podawanie produktu podskérnie
i dozylnie.

DL;s, = 1,7 g/kg podskoérnie

DL; = 1,5 g/kg dozylnie
- Wyniki te wskazujg, ze produkt jest bardzo mato
toksyczny.
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Organizm, wytwarzajacy antybiotyk 11.887 R.P.
nalezy do gatunku Streptomyces i okre§lany jest
nazwg ,,Streptomyces viridans DS 9466”. Jest on
zdeponowany w laboratorium NRRL w Peorii IlL
Stany' Zjednoczone Ameryki pod numerem ,,NRRL
3087”. .

Organizm ten zostal wyosobniony z prébki zie-
mi pobranej kolo Madras w Indiach.

Sposéb wyosobnienia jego jest nastepujacy: z po-
branej ziemi tworzy sie zawiesine w destylowanej,
wyjalowionej wodzie, po czym zawiesine rozcien-
cza do uzyskania réznych stezen. Z kazdego roz-
cieficzenia mala objeto§é rozprowadza sie na plyt-
kach Petri’ego, zawierajacych pozywke z agaru,

Po kilkudniowym okresie inkubacji w tempera-
turze 26°C kolonie mikroorganizméw, ktére chce
sie wyosobnié zaszczepia si¢ na agarze — pozywce,
skoénie ustawionym w celu otrzymania wigkszych
iloSci mikroorganizmow.

Przy zastosowaniu klasyfikacji Bergey’s Manual
of Determinative Bacteriology (VII wydanie 1957)
dla gatunku Streptomyces, a takze klasyfikacji i
opiséw wskazanych przez S.A. Waksman’a w ,,The
Actinomycetes” (The Williams and Wilkins Com-
pany, Baltimore, 1961) stwierdzono, Ze cechy morfo-
logiczne organizmu wytwarzajacego antybiotyk
11.837 R.P. odpowiadaja tym, ktére podano dla
Streptomyces viridans. Dlatego tez organizm, wy-
twarzajgcy antybiotyk 11.837 R.P., uznano jako na-
lezacy do tego gatunku i nazwano go Streptomy-
ces viridans DS 9466.

W tablicy V przeprowadzono poréwnanie cech
szczepu Streptomyces viridans DS 9466 z gatun-
kiem Streptomyces viridans, okre§lonym w ,Ber-
gey’s Manual of Determinative Bacteriology” (VII
wydanie 1957) (The Williams and Wilkins Compa-
ny, Baltimore). Poréwnanie to wskazuje wyraznie,
Ze organizm wytwarzajacy antybiotyk 11.837 R.P.
wykazuje cechy odpowiadajace cechom Streptomy-
ces viridans, a istniejace pewne matle réznice przy-
pisywane sg jedynie réinym szczepom tego same-
go gatunku.

Streptomyces viridans DS’ 9466 posiada wtasci-
wos¢ wytwarzania w pewnych £rodowiskach ho-
dowlanych, zwlaszcza w §rodowisku Bennett'a zie-
lonego rozpuszczonego pigmentu, ktéry na poczé;tku
jego wytwarzania i wéweczas, gdy wytworzony jest
juz w iloSci wystarczajacej, ma intensywne szma-
ragdowozielone zabarwienie. To wytwarzanie pig-
mentu zielonoszmaragdowego jest dosyé nieregular-
ne i zalezy zwlaszcza od stopnia posiewu mikro-
organizmu w $rodowiskach, w ktérych wytwarza
sie pigment. Obecnos§é ziemi sprzyja wytwarzaniu
pigmentu. Zielonoszmaragdowe zabarwienie sub-
stratu ulega zmianie. W miare starzenia sie ho-
dowli, w zaleznoSci od S$rodowiska hodowlanego
i od iloSci wytwarzanego pigmentu kolor substratu
zmienia sie na zielono-czarniawy lub zielono-bru-
natny lub brazqwo-szarawy.
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c.d. tablicy V

Streptomyces
viridans
(Bergey’s Manual
of Determinative
Bacteriology,
Wydanie VII,
str. 758—1759)

Streptomyces Viridans
DS 9466

Wzrost
wege-
tatyw-
ny

Grzyb-
nia na-
powie-
trzna

Zelaty-
na

Agar

Agar
synte-
tyczny

1 le. Spory walco-

Kolonie zielone
do koloru bru-
natno-zielonego

Ciemnoszara za-
barwiona na
oliwkowo lub
kolor szarozie-
lony, aksamitna,
pokrywa calg
kolonie. Sporo-
fory dlugie,
tworzace spira-

wate

Przej$cie w stan
ciekly szybkie

Wzrost kolonii
koloru brazowo-
zielonego
Tworzenie sie
rozpuszczalnego
pigmentu brazo-
wego

Kolonie zielone
Wytwarzanie
zielonego roz-
puszczalnego
pigmentu

Grzybnia wegetatywna
z6ltoszarawa do zéltego
ostrego lub zéitobru-
natnego. W niektérych
oSrodkach zabarwia sig
na zielono przechodzgc
w kolor brazowo-zie-
lony lub zielono-czar-
niawy w strefach, gdzie
wytwarza sie zielony
rozpuszczalny pigment.

Jasno-szara do ciemna-
szarego, w postaci pro-
szku, dobrze rozwinie-
ta, sporofory dlugie,
monopody, ktérych fra-
gmenty koncowe sta-
nowig laficuchy podat-
ne do tworzenia roz-
galezien wzdluz ich
gléwnego pnia. Rancu-
chy spor wygiete lub
tworzgce krotkie spi-
rale. Spory walcowate

PrzejScie w stan ciekly
umiarkowane

Wzrost wegetatywny
zotty lub brunatnawy
do brunatno-zielonego

['zaleznie od §rodowiska.

Brak rozpuszczalnego
pigmentu lub brunat-
nawy; ponadto produk-
cja rozpuszczalnego
zielonego pigmentu
mniej lub wiecej regu-
larna

Grzybnia wegetatywna
z6ltawa do brunatnej,
zabarwiajgca sie na
zielono z wytwarza-
niem sie zielonego, roz-
puszczalnego pigmentu.
Brak pigmentu roz-
puszczalnego lub zéita-
wy . do brunatnawego,
najczeSciej malo inten-
sywny. W niektérych
przypadkach wytwarza
sie zielony rozpuszczal-
ny pigment w matych
iloSciach (agar z glice-
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Streptomyces
viridans
| (Bergey’s Manual

of Determinative Streptomyces viridans

Bacteriology, DS 9466
Wydanie VII,
str. '758—1759)

. ryny i asparaging, agar

ze skrobig Waksman)
lub obficiej (agar Czap-
ka z gliceryng); za-
uwazono, ze w tym
ostatnim przypadku

wplyw wywiera obec-

no$¢ ziemi.

Mleko | koagulacja Peptonizacja powolna,
i szybka pepto- | nie poprzedzona koa-
nizacja gulacja w temperatu-

rze 25°C, ze slaba koa-
gulacjg w temperaturze
37°C

Sacha- | szyka inwersja mato stosowana

roza

Skro- | szybka hydroliza| do§é szybka hydroliza

bia

Celulo-| wzrost ograni- | wzrost dodatni

za czony

Azo- aktywnie wy- szybko i silnie wytwo-

tyny’ tworzone z azo-'| rzone z azotanéw
tanéw

Wiasci- brak wytwarza antybiotyk

wosci ' 11.837 R. P.

antago-

nisty-

czne

Streptomyces viridans DS 9466 stanowi ustréj
zarodnikowy, napowietrzny, barwy szarej dosyé¢
ciemnej, dobrze rozwijajacy si¢ w zwykltych $ro-
dowiskach hodowlanych, a zwlaszcza w Srodowiskuy
Bennett’a. Tworzy on spory walcowate o szero-
ko$ci 0,7—0,9 n i dilugosci 1,3—1,5 p. Jego sporo-
fory sg monopodialne. Tworzg one dosyé czesto
ustr6j rozgaleziony o skomplikowanej budowie.
Niektére nitki sporono$ne maja jeden Iadcuch
spor, lecz czesto nitka napowietrzna zakonczona
jest pekiem kilku nitek sporono$nych, najczesciej
2—4, umieszczonych w tym samym punkcie na
konicu nitki. Jedna lub kilka nitek umieszczonych
na koncu nitki gléwnej moga ewentualnie dzielié
sie z kolei w swej cze$ci koficowej, aby tworzyé
takze nowe grupy o 2—4 lancuchach spor. Wzdiuz
dlugosci nitki gtéwnej i nitek drugorzednych mozna
czgsto zaobserwowaé powstale rozgalezienia, badz
jednej samej nitki sporonoénej, zakonczonej jed-
nym lancuchem spor, badZz jednej nitki zakonczo-
nej kilkoma laficuchami spor, umieszczonymi w
jej punkcie konicowym, badz czasami 2 lub 3 nit-
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kami sporono$nymi, umieszczonymi w tym samym

punkcie, ktére posiadajg lub nie majg rozgalezien

koficowych. Eancuchy spor sg wygiete o koncéw-
kach po prostu wygietych, albo zwijaja sie zakre-

§lajgc jeden lub dwa zwoje spiralne, ktére tworza

spirale na ogét otwarte.

Cechy hodowlane i wtasciwosci biochemiczne
Streptomyces viridans DS 9466 zostaly zbadane na
pozywkach agarowych i bulionach — pozywkach,
zwykle stosowanych do okre$lania wygladu szcze-
péw Streptomyces. Dokonane obserwacje podano
na zalgczonej tablicy VI.

Dokladne dane dotyczg hodowli po 2—4 ty-
godniach inkubacji w temperaturze 26°C, dopro-
wadzonych do dobrego stanu rozwojowego. Wiek-
szo§é zastosowanych S$rodowisk hodowlanych zo-
stala przygotowana wedlug danych zawartych w
,,The Actinomycetes” S. A. Waksman strona 193—
197, Chronica Botanica Company, Waltham Mass.
U.S A. 1950 i w przypadku tym podano litere W
z odpowiednim numerem z ,The Actinomycetes”.

Sklad $Srodowisk hodowlanych lub odpowiednie
odnoéniki literatutowe dla tablicy VI podano w
ponizszym zestawieniu:

A — K. L. Jones — Journal of Bacteriology, 57,
142 (1949)

B — A. M. Williams i E. Mc COY — Applied
Microbiology, I 307 (1953)

C — GRUNDY i inni — Antibiotics and Chem, 2,
401 (1952) ’

D — 0,5% peptonu, 0,3% ekstraktu miesnego, 0,5%
tyrozyny i 2% agaru

E — sole nieorganiczne, skrobia z agarem — T. G.
PRIDHAM i inni, Antibiotics Annual, 1956—
1957, strony 947—953.

F — odpowiada przepisowi W — 1, w ktérym 30
g sacharozy zastapiono przez 15 g gliceryny

G — ,Zelatyna czysta” wytworzona wedlug wska-
zé6wek z ,Manual of Methods for Pure Cul-

®ture Study of Bacteria” — Society of Ame-
rican Bacteriologists, Geneva, N. Y. -11;, -18,

H — Manual of Methods for Pure Culture Study
of Bacteria — Society of American Bacterio-
logists, Geneva, N. Y. 11;, -18.

I — Manual of Methods for Pure Culture Study
of Bacteria — Society of American Bacterio-
logists, Geneva, N. Y. 115 -19.

J — odpowiada przepisowi W —18, w ktérym usu-
nigto sacharoze i zastgpiono ja matymi pa-
skami bibuly, zanurzonymi cze$ciowo w cieczy.

K — odciggane mleko w proszku, rekonstytuowane
wedlug wskazéwek producenta.

L — H. D. TRESNER i F. DANGA — Journal of
Bacteriology, 76, 239—244 (1958),

Wedlug Pridham’a i Gottlieb’a — (J. of Bact.
56, 107—114, 1948), przy hodowli Streptomyces vi-
ridans DS 9466 odpowiednim zrédlem wegla sa
nastepujgce skladniki: ksyloza, arabinoza, ramno-
za, glukoza, galaktoza, lewuloza, mannoza, lakto-
za, maltoza, trehaloza, celobioza, dekstryna, skro-
bia, inulina, erytryt, adonit, dulcyt, sorbit; w
mniejszym stopniu nadaje sie¢ sacharoza, gdyz roz-
wo6j hodowli jest staby i powolny, prawie zaden
po 10 dniach i pozwala jedynie na ograniczony roz-
wo6j w ciggu miesiaca.
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Sposéb wytwarzania antybiotyku 11.837 R.P. po-
lega zasadniczo na hodowaniu Streptomyces vi-
ridans DS 9466 (NRRL 3087) lub jego mutantéw w
odpowiednim Srodowisku odzywczym i warunkach
aerobowych i na nastepnym wyosobnieniu anty-
biotyku, wytworzonego w czasie tej hodowli.

Szczep Streptomyces viridans DS 9466 mozna
hodowaé stosujgc kazda metode hodowli aerobo-
wej, powierzchniowej lub podpowierzchniowej,
przy czym ta ostatnia .jest korzystniejsza ze
wzgledu na wygode. Do tego celu stosuje sie roz-
nego rodzaju aparaturg, uzywana powszechnie w
przemys§le fermentacyjnym. Mozna stosowaé
zwtlaszcza nastepujacy tok operacji: Streptomyces
viridans DS 9466 — produkt wyjsciowy.

Hodowla na agarze

Hodowla w kolbie wstrzgsanej

Hodowla posiewu w zbiorniku fermentacyjnym
Hodowla produkcyjna w zbiorniku fermentacyjnym

Srodowisko fermentacyjne powinno zasadniczo
zawieraé¢ zrdédlo przyswajalnego wegla i azotu,
skladniki mineralne i ewentualnie czynniki wply-
wajace na wzrost, przy czym wszystkie te sklad-
niki mozna wprowadzaé w postaci okre§ponych
substancji lub mieszanin zloZonych, jakie wystepu-,
ja w substancjach biologicznych réinego pochodze-
nia.

Jako Zrddlo przyswajalnego wegla mozna stoso-
waé weglowodany takie jak glukoza, sacharoza,
laktoza, dekstryny, skrobie, melasy lub inne sub-
stancje weglowodorowe, jak alkoholo-cukry; np,
mannit lub niektére kwasy organiczne takie, jak
kwas mlekowy, cytrynowy, winowy. Niektére ole-
je pochodzenia zwierzecego lub roslinnego, jak-olej
smalcowy lub olej sojowy moga z korzyscig za-
stapi¢ te rézne zrédla weglowodorowe lub moga
by¢ tez do nich dodane.

Odpowiednie zrédila przyswajalnego azotu sa
bardzo réznorodne. Mogg to byé bardzo proste
substancje chemiczne jak: azotany, nieorganiczne i
organiczne sole amonowe, mocznik, aminokwasy.
Mozna je takze wprowadzaé poprzez substancje
zlozone, zawierajace glownie azot w postaci pro-
teidéw jak: kazeina, albumina, mleko, gluten i ich
produkty hydrolizy, maka sojowa, maka z orzesz-
kéw ziemnych, maczka rybna, ekstrakty miesne,
drozdze, ,distillers solubles” (rozpuszczalne pozo-
statosci z destylacji spirytusu zbozowego), namok
kukurydziany.

Niektore sposrod dodawanych skladnikéw nie-
organicznych takie, jak fosforany metali alkalicz-
nych lub metali ziem ‘alkalicznych albo weglany
wapnia i magnezu, mogg dziala¢ jako mieszaniny
buforowe lub neutralizujace.

Inne skladniki takie, jak chlorki i siarczany me-
tali alkalicznych i ziem alkalicznych wplywaja na
ustalenie réwnowagi jonowej koniecznej dla roz-
woju szczepu Streptomyces viridans DS 9466 i do
wytworzenia antybiotyku. Inne zwiagzki nieorga-
niczne jak sole cynku, kobaltu, zelaza, miedzi
i manganu dzialajg zwlaszcza jako aktywatory re-
akcji przemiany materii szczepu Streptomyces vi-
ridans DS 9466.

Wartos¢ pH S$rodowiska fermentacyjnego przy
rozpoczeciu hodowli winna wynosié 6,0—7,8, ko--



58131

brgzowo-zielony w

miejscach, gdzie wy-
twarza sie rozpusz-
czalny pigment zielony

nieta

11 Tablica VI 12
Wyglad grzybni
. napowietrznej .
A . , | Grzybnia wegetatywna R Obserwacje
irc;dovlnsko Stopien | 1) grzybnia podsta- (t;b?gmuja;y . Rozp.buszczz::lny i wilasciwosei
odowlane |rozwoju wowa cato$ grzy n} pigmen biochemiczne
napowietrznej
i sporulacji)
1 2 3 4 5 6
Agar dobry grzybnia podstawowa | jasno szara do zielony, wskutek sta- | wytwarzaniu
Ben- z6lto-szarawa, zabar- | ciemno szarej rzenia staje sie szaro- | pigmentu roz-
nett’a (A) wiajgca sie na kolor | dobrze rozwi- zielonawy do brazowo- | puszczalnego

zielonego bardzo ciem-
nego az do czarniawe-
go, zaleznie od wytwo-
rzonej ilo$ci

zielonego sprzyja
obecno$é ziemi

Agar z mal- dobry | grzybnia podstawowa | bialawa do szaro-brazowy malo
zozg i tryp- brazowo-z6ita, szara- | szarej intensywny
tonem (B) wa .
Agar §redni | brunatno-zétta jasna bialawa, §lady brak
Emerson’a dobrze rozwinieta
(W-23)
Agar éredni | jasno-zéita, dosyé do- | bialawa, bardzo | z6ltawy malo inten-
z glukozg brze rozwinigta umiarkowany sywny
i peptonem
(W-1)
Agar staby z6lto-szarawa jasna, nie ma brak
z pozywka rozwéj umiarkowany -
(W-5)
Agar’ éredni | zétto Zywy do 2z6Mo- | nie ma pod ko- | brak w ciagu 2 ty-
z glukozg brazowego niec dwoéch ty- [ godni. Po miesigcu
i asparaging godni, w hodow- | szarawy do szaro-zie-
(W-2) lach starszych lonawego w matej ilo-
rozwoj umiarko-| Sci
kowany bialawy
do szarego °
Agar umiar- | zélto-brunatnawa, z biato-szarawa szaro-brgzowy malo
z gliceryng | kowa- | nieregularnym §ladem | do jasnego sza- | intensywny, przewaz-
i asparaging| ny zielonawym rawego, rozwdj | nie wytwarzany w
(W-3) bardzo umiarko-| matej iloSci zielona-
wany wy do szaro-zielonego
Agar dobry | grzybnia podstawowa | biata do jasno- | brak lub wytwarzany | rozpuszczanie
z jablczanem w kolorze zétto-szara- | szarego z opézZnieniem, szara- | jablczanu wap-
wapniowym wym, jasna wy malo intensywny | niowego
Krainsky’e-
go (C)
Agar dobry | grzybnia podstawowa | bialawa, umiar- | brazowo-zétty dobre rozpusz-
z tyrozyna brazowo-z61ta kowanie rozwi- czanie tyrozyny
(D) nieta
Agar ze umiar- | grzybnia podstawowa | bialawa do sza- | zielono-szarawy do
skrobig kowa- | szaro-zielonawa do rej, umiarkowa- | szaro-zielonawego
(W-11) ny ciemno-brazowo-zielo- | nie rozwinieta
nej
Agar ze dobry | grzybnia podstawowa | szara jasna, do- | brak umiarkowana
skrobig z6tto-szarawa, jasna sy¢ dobrze roz- hydroliza skro-
Pridhamal(E) winieta bi
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13 14
1 2 3 4 5 6
Agar syn- | dobry | grzybnia podstawowa | bialawa do sza- | jasno-z6ito-brazowy obecno$é ziemi
tetyczny- jasna zo6lto-brazowa rej do brgzowo-zéltego, sprzyja wyraZnie
Czapka jasna do brazowo-z61- : jasnego, po dodaniu | wytwarzaniu w
z gliceryng tej, ciemniejsza w ko- ziemi do S$rodowiskd | tym Srodowisku
(F) lorze ciemno-brazowo- wytwarza sie zielony | pigmentu zielo-
zielonym w miejscach rozpuszczalny pig- nego, rozpusz-
wytwarzania sie pig- ment, ktéry w trakcie | czalnego
mentu zielonego, roz- starzenia staje sie -
puszczalnego brgzowo-szarawy do
brazowo-zielonego,
bardzo ciemnego pra-
wie czarniawego
Hodowla dosyé | grzybnia wegetatywna | bialtawa do jas- | wytwarzany z op6z-
ra kartoflu | dobry | brazowo-zéto-zielo- no szarej nieniem, obfity, zielo-
(W-27) nawa do zielonej b. | Rozwéj umiar- | ny, bardzo ciemny
ciemnej, w miare sta- | kowany przechodzacy w czar-
rzenia staje sie bra- no-zielonawy, przeni-
Zowo-czarniawa ka przez caly karto-
fel
Zelatynad éredni | hodowla na powierz- | bialawa do sza- | wytwarzanie opoznio- | PrzejScie Zelaty-
czysta chni ograniczona do | rawej ne nie wystepuje. ny w stan ciekly,
12% (Q) poziomu inokulacji, Rozw6j umiar- | Brak po 2 tygodniach | lecz stosunkowo
grzybnia podstawowa | kowany po miesigcu jasno- | powolne, W ciggu
z0lta z0ltawy miesigca niezu-
pelne
Bulion- | dobry | obrgczka bialawa na | Rozwdj bardzo brak reakcja azotyno-
pozywka | powierzchni ) ograniczony, wa silnie dodat-
‘|z azotanem ' bialawa nia
(H) v o .
Bulion umiar- | slaba obrgczka i zmet- | brak lub biala- | z6lty, bardzo blady bardzo silnie do-
z glukozg kowa- | nienie bardzo umiar- | wa, §lady datnia reakcja
i azotanem | ny kowanie rozpostarte azotyrowa
Dimmick’a na powierzchni
@
Syntetyczny| dosé bialo-szarawa do z61- | szara, dobrze brak reakcja azotyno-
bulion dobry | tawej jasnej rozwinieta na wa silnie dodat-
Czapka calej cze$ci pa- nia
z celulozg (j) pieru wynurzo-
nej z bulionu
Mleko dobry | obraczka dobrze roz- | brak, wzglednie | W ciggu 2 tygod-
odtluszczone winieta zélttawa, bar- | §lady bialawe ni wyglad mleka
a) o tempe- dzo blada niezmieniony, po-
raturze tem powolna
26° (k) petonizacja, pra-
wie calkowita
b) o tempe-| dosé obrgczka $rednio roz- | brak, wzglednie p_°d koniec. mie-
raturze | dobry | winieta, jasno-zéita $lady biatawe siaca rozwoju ho-
37° do jasnej, brazowo- dowli, nie ma
26Htej koagulacji, pH
przechodzi od 6,3
do 7,2—17,4 w cig-
gu miesigca, W,
ciggu 2 tygodni
wyglad mleka
niezmieniony, po|
uplywie 3—4 ty-
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1 2 3 4 5 6

godni hodowli
lekka koagulacja
z poczatkiem
peptonizacji. pH
z 6,3 przechodzi
w 5,9—6,1 w cig-
gu miesigca

Srodowisko Nie wytwarza sie

Tresner’a i H,S

Dange’a (L)

rzystnic_e 6_,5—7,5. Optymalng temzperatu.ra dla fer- cym sie z woda, takim jak alkohol alifatyczny o -

mem:a‘CJ.i jest 25°f28?C, lecz.za-d_owalauaacy rozwdj - 4—5 atomach wegla. Nastepnie postepuje sie jak

hodowli produkcyjnej uzyskuje si¢ juz w tempera- podano powyzej: zageszcza sie do malej objetosci

turze 23—35°C. StopieA napowietrzania §rodowiska i wytraca.

fermentacyjnego moze si¢ wahaé w do§¢ szero- s A ;

- ’ ‘ > . 3 ntybjotyk 11.837 R.P. mozna nastepnie oczyscié
E;Zh kil;'azx;lscticeh' j:::VIZZi)in;?a ci]ze::iik, pz;izzzgo‘l; przez zwigzanie go na zywicy jonitowej o charakte-
ilo§ci 0,3—2 litréw na litr bulionu na minute. Naj- ;f):ns(l:;nefgzt\avr:)l::lt;oclinEZTIT:il})xr;llingslu;:V\z:reaj:,a
lepsza wydajnosé antybiotyku kuje sie po 4— ’ -

P .a yeal S y 'y uzyssuje sig p cego elektrolit taki jak kwas solny lub chlorek so-
7 dpmch rozwoju hodowli, przy czym czas ten za- g dowy. amonow otasowy. Wwapnio lub m
lezy zasadniczo od zastosowanego Srodowiska. zow;’ ! w iloéciy’sis 0 g nyé litrp el‘;:f:u uNa-stzlg::i:

Z powyzszego wynika, ze ogdlne warunki ho- B . .

s s .. eluat zageszcza sie do malej objetoSci w tempera-
S:a“rila Sat;:;) :)(i)::)}:liis lzlggar:PDSmg:Gﬁ z(rirlx?exg:zws?; turze ponizej 40°C pod zmniejszonym ci$nieniem
. o . MTOBR i koncentrat poddaje dializie w przeciwpradzie
w do§¢ znacznym stopniu w zaleznos$ci od potrzeb. 15 wody destylowanej przy zastosowaniu przepony z

Antybiotyk 11.837 R.P. moz W ié . . s

brzecziilc;ebx,‘mentac ?ne' réinynifn:posogzrs:?il?m z  celulozy renerowanej. Sole nieorganiczne i rozne
b J . ) zanieczyszczenia przechodza z woda, a antybiotyk

Brzeczke fermentacyjng mozna przesaczyé przy 11.837 R.P. pozostaje w caloéci w roztworze po
wartosci pH =7 lub wyzszeJ: lecz w t),',Ch Warur}- dializie. Roztwér ten zageszcza sie azeotropowo do
kach znaczna cze$¢ aktywnej substancji pozostaje 20 bardzo malej objetoéci przez dodanie butanolu pod
w placku filtracyjnym, z ktérego naleiy nastepnie zmniejszonym ciénieniem. Antybiotyk oczyszczony
wyekstrahowaé produkt czynny. Korzystniej jest wytraca sie z wodnego koncentratu za pomoca mie-
wiec przesaczyé brzeczkg przy wartoSci pH ponizej szaniny rozpuszczalnikéw, takiej jak aceton i izo-
5,.a nach:crzyhstmeJ pr;y :’ artgéill ijI okolo 3, bo- propanol ewentualnie z dodatkiem eteru lub tlenku
wiem w tych warunkach substancja czynna po- s izopropylu, w takich ilosciach, aby nie nastapito

zostaje w placku filtracyjnym, skad mozna jg wy-
ekstrahowaé przy wartosci pH = 3—7, za pomoca
wody, zawierajacej alkohol o niskim ciezarze
czasteczkowym, taki jak metanol, etanol lub pro-
panol, albo za pomocg mieszaniny niskoczasteczko-
wych alkoholi alifatycznych zawierajgcych do 6
atoméw wegla, przy czym najodpowiedniejsza
mieszanina stanowi nommalny butanol + metanol
w stosunku objeto$ciowym 2:1 lub 3:1. Mozna
takze brzeczke fermentacyjng przepusci¢ przez ko-
lumne, zawierajgcg zywice jonitowa, typu silnego
anionitu, a nastepnie eluowaé za pomocg rozpusz-
czalnika wodnoalkoholowego, takiego jak wodny
roztwoér metanolu, zawierajacy elektrolit,

Surowy produkt mozna wyosobnié z podanych-
powyzej roztworéw alkoholowych lub wodno-alko-
holowych przez zageszczenie roztworu do matej
objetoSci. Zageszczenia takiego dokonuje sie do-
godnie w femperaturze ponizej 40°C pod zmniej-
szonym’ ci$nieniem. Przez ozigbienie i (lub) przez
dodanie stabego rozpuszczalnika dla antybiotyku
11.837 R.P., takiego jak: keton, eter, ester, rozpusz-
czalnik chlorowany, benzen lub heksan, wytraca
si¢ surowy antybiotyk. Jezeli antybiotyk znajduje
si¢ w przesgczu brzeczki hodowlanej, to roztwér
ten ekstrahuje si¢ rozpuszczalnikiem nie mieszaja-
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wydzielenie si¢ mieszaniny z fazy wodnej, przy
czym korzystnymi mieszaninami sa aceton-izopro-
panol (4:1 objetoSciowo) i aceton-izopropanol-eter
(1:1:1 objetosciowo).

Mozna takze antybiotyk poddaé innemu oczysz-
czaniu, ktére polega na zmieszaniu wodnego roz-
tworu antybiotyku 11.837 R.P. z zZywica jonitowa
o charakterze silnego kationitu az do osiagnigcia
stalej wartosci pH w granicach 2—3. Nastepnie
wycigg przemywa sie rozpuszczalnikiem nie mie-
szajacym sie z woda, takim jak alkohol alifatycz-
ny o 4—5 atomach wegla lub ester na przyklad
octan etylowy, lub mieszaning tych rozpuszczal-
nikéw. Korzystnie operacje prowadzi sig¢ za pomo-
ca mieszaniny réwnych objetosei normalnego bu-
tanolu i octanu etylu, Warstwe wodng zageszcza

"sie do 1/1000, dodaje butanolu i zaggszcza pod

zmniejszonym ci$nieniem przy cigglym dodawa-
niu butanolu. Antybiotyk 11.837 R.P. oczyszczony
otrzymuje sie¢ przez dodanie stabego rozpuszczal-
nika antybiotyku, takiego jak heksan, odwirowa-
nie, przemycie i wysuszenie.

Oczywistym jest, ze opisane metody mozna sto-
sowaé kolejno w dowolnym porzadku lub powta-
rzaé kilkakrotnie zaleznie od wymagan technolo-
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gicznych przy otrzymywaniu antybiotyku 11.837
R.P.

Ponizsze przyklady nie ograniczajac wynalazku
wyjasniajg jak mozna stosowaé go w praktyce.
W przykladach tych aktywno$§é oznaczono za po-
mocg testu biologicznego metoda dyfuzji, stosujac
jako wskaznik Bacillus subtilis i odnoszac rezulta-
ty do wzorca czystego antybiotyku 11.837 R.P.
Aktywno$¢ ta okre§lana jest w jednostkach (u) na
1 mg w przypadku produktéw statych i w' jed-
nostkach (u) na 1 ecm® w przypadku roztworéow
(jednostka ta okre$la majmniejsza ilo§¢ produktu,
ktéry po rozpuszczeniu w 1 cm3 odpowiedniego $ro-
dowiska hodowlanego, wstrzymuje wzrost Staphy-
lococcus aureus 209 P w okreS§lonych warunkach),

Przyktltad I. Do zbiornika fermentacyjnego o
pojemnos$ci 170 litréw wprowadza sie:

namok kukurydziany = - 4,800 kg
glukoze uwodniong 2,400 kg
chlorek sodowy 0,600 kg
siarczan magnezowy 0,120 kg

woda do 100 litréw

Po doprowadzeniu pH mieszaniny do wartosci
7,15 za pomocg 575 cm3 stezonego roztworu wodo-
rotlenku sodowego (d = 1,33) dodaje sie jeszcze
0,600 kg weglanu wapniowego.

Nastepnie $rodowisko hodowlane sterylizuje sie
w ciggu 40 minut przez wprowadzenie za pomoca
belkotki pary o temperaturze 122°C. Po oziebieniu
objeto§é bulionu wynosi 120 litrow, a warto$é
pH = 7,15. Nastepnie Srodowisko obsiewa sie 200
cm? kultury szczepu Streptomyces viridans DS 9466,
znajdujgcej sie we wstrzgsanej erlenmeyerce.
Hodowla rozwija sie w temperaturze 26°C w ciagu
28 godzin przy wstrzasaniu i napowietrzaniu wy-
jalowionym powietrzem i wowczas nadaje sie do
obsiewu hodowli produkcyjnej. ‘

Hodowla produkcyjna odbywa sie w zbiorniku
fermentacyjnym o pojemno$ci 350 litréw, zatado-
wanym nastepujgcymi substancjami: —‘
maczka sojowa 8 kg

,Distilles’ solubles . 1 kg
(rozpuszczalne pozostato§ci 2 destylacji
spirytusu zboZowego)

skrobia 3 kg
olej sojowy 3 litry
weglan wapniowy 2 kg
chlorek sodowy 2 kg

uwodniony chlorek kobaltawy (6 H,0) i1g
woda do 180 litrow
Srodowisko o wartosci pH = 7,05 sterylizuje sie
w ciggu 40 minut przez doprowadzanie za pomoca
betkotki pary o temperaturze 122°C. Po oziebieniu
objetosé bulionu wynosi 200 litréw, a wartosé
pH=1,15. Wéwczas obsiewa sie go 20 litrami ho-
dowli poprzedniej ze zbiornika fermentacyjnego 170
litrowego. Hodowla odbywa sie w temperaturze
26—27°C w ciggu 138 godzin przy wstrzasaniu i
napowietrzaniu powietrzem wyjalowionym. War-
to§¢ pH Srodowiska wynosi woéwczas 7,90, a obje-
to§é brzeczki 180 litrow. Ilo§¢ antybiotyku w tej
brzeczce fermentacyjnej wynosi 4515 u/cma3,
Przyklad II,L Hodowla z posiewu odbywa sie

. w zbiorniku fermentacyjnym 170 litrowym w wa-

runkach podanych w przykladzie I.
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Hodowla produkcyjna odbywa sie w zbiorniku
fermentacyjnym 350 litrowym, zawierajacym na-
stepujgce substancje:

namok kukurydziany 6 kg
skrobia 2 kg
olej sojowy ) 3 litry

uwodniony chlorek kobaltawy (6 H,O) 4 g
woda do ’ 175 litrow

Po doprowadzeniu pH mieszaniny do wartogei
5,90 za pomoca 380 cm? stezonego roztworu wodo-
rotlenku sodowego (d = 1,33) dodaje sie jeszcze 1 kg
weglanu wapnia.

Mieszanine sterylizuje sie¢ w ciggu 40 minut przez
wprowadzanie przy pomocy betkotki pary o tempe-
raturze 122°C. Po oziebieniu §rodowisko hodowla-
ne uzupelnia si¢ przez dodanie wyjalowionego roz-
tworu skladajgcego sie z:

siarczanu amonowego 0,4 kg
wody do 5 litrow

Wtedy objetosé bulionu wynosi 200 litréw, a war-
tos¢ pH = 6,80. Obsiewa sie go 20 litrami hodowli
ze zbiornika fermentacyjnego 170 litrowego. Ho-
dowla odbywa sie w temperaturze 26—27°C w cig-
gu 144 godzin przy wstrzgsaniu i napowietrzaniu
wyjalowionym powietrzem. Koncowa warto§¢é pH
frodowiska wynosi 8,40, a objeto§¢ brzeczki fer-
mentacyjnej 185 litrow. Ilo§¢ antybiotyku w brzecz-
ce fermentacyjnej wynosi 3550 u/cmas.

Przyktad IIL 200 litrow brzeczki fermenta-
cyjnej o aktywno$ci 2855 u/ecm3 przy wartosci
pH = 8,4 doprowadza sie w kadzi zaopatrzonej w
mieszadlo do warto$ci pH = 3 przez dodanie 5 n-
roztworu kwasu solnego. Nastepnie dodaje sie 12 kg
pomocniczego $rodka filtracyjnego. Mieszanine
przesacza sie przez prase filtracyjna, a placek fil-
tracyjny przemywa 60 litrami wody wodociagowej,
Przesacz i wode z przemycia, praktycznie nie-
aktywne odrzuca sie do $ciekéw. Z placka filtra-
cyjnego tworzy sie zawiesing w 150 litrach mie-
szaniny butanolu (2 objeto$ci) i metanolu (1 obje-
to§¢) w trakcie mieszania. Wartos¢ pH mieszanjny
doprowadza sie wowczas do 6 przez dodanie 10 n
roztworu wodorotlenku sodowego. Mieszanie kon-
tynuuje sie w ciggu 30 minut, po czym papke prze-
sgcza sie przez prase filtracyjng.

Przesgcz zachowuje sie, a placek filtracyjny
przemywa 30 litrami mieszaniny butanolu i me-
tanolu opisanej powyzej. Calo§¢ przesaczu i cieczy
z przemycia (185 litréw) ma aktywnos$é 2075 u/cmd.
Placek filtracyjny odrzuca sie. Przesgcz alkoholo-
wy zageszcza sie pod zmniejszonym ciSnieniem
(20 mm Hg) w temperaturze 35°C do objetoSci 2
litrow.

Wytrgcony w czasie zageszczanié antybiotyk od-
dziela sie przez odsgczenie, przemywa -acetonem i
suszy w suszarce pod préznig (5 mm Hg). Otrzy-
muje sie 254 g szarozielonego produktu o aktywno-
$ci 1025 u/mg.

Przyktad IV. 375 litré6w brzeczki hodowlanej
o warto$ci pH = 7,9 przesiewa sie w celu usuniecia
najwiekszych czasteczek, W kadzi w trakcie mie-
szania doprowadza sie warto§¢ pH do 7 za pomo-
ca 5 n kwasu solnego, po czym dodaje 22,5 litrow
zywicy Dowex 1 X 2 traktowanej chlorkami. Mie-
szanie kontynuuje sie¢ w ciggu 2 godzin. Nastep-
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nie mieszanine przesiewa si¢ przez sito drgajace.
Zywica pozostaje na sicie, a wyekstrahowang
brzeczke odrzuca sig. Potem zywice laduje sie do
kolumny i przemywa kolejno 50 litrami wodnego
5% roztworu chlorku sodowego, a nastepnie 10 li-
trami wody. Przemytg zywice odwadnia sie przez
wprowadzenie 20 litr6w metanolu. Eluowania do-
konuje sie za pomocg roztworu metanolowego, za-
wierajacego 20% wody i 2,8% chlorku amonowego.
Eluaty zbiera sie po 10 litréw. Trzy pierwsze frak-
cje z eluowania zawieraja 98% aktywnego produktu
wyeluowanego. Eaczy sie je i zageszcza pod zmniej-
szonym ci$nieniem (20 mm Hg) az do objetosci 3
litréw. Roztwor zageszczony o aktywnosci 92,950
u/em?® i gestoSci'= 1,057 dializuje sie w ciggu 48
godzin w przeciwpradzie wody destylowanej przy
zastosowaniu przepony z celofanu. Po tym okre-
sie objeto$é roztworu wynosi 4,7 litra, a gestos¢
1,025. Roztwor zageszcza sie pod zmniejszonym ci-
$nieniem (5 mm Hg) do objetosci 300 cm? po czym
poddaje liofilizacji. Otrzymuje sie 48 g suro-
wego produktu a aktywno$ci 6530 u/mg.

Przyktad V. 250 g surowego antybiotyku wy-
tworzonego sposobem wedlug przyktadu III roz-
puszcza sie w 4 litrach wody o warto$ci pH = 8.

Wodny roztwér przesacza sie, po czym przepusz-
cza przez kolumne, zawierajacy 2,7 litréw zywicy
jonitowej Dowex 1 X 2 (w cyklu chlorowym), a od-
ciek odrzuca sie. Zywice przemywa sie 2,5 litrami
wody, a nastepnie 2,5 litrami mieszaniny metano-
lu i wody (80:20 objetoSciowo). Na koniéc antybio-
tyk eluuje sie 10 litrami mieszaniny metanolu
i wody (80:20 . objeto§é/objetos€é), zawierajgcej
7,5 g/1 chlorku potasowego.

Eluat zageszcza sie do 400 cm3 pod zmniejszonym
ciSnieniem (20 mm Hg) w temperaturze ponizej
40°C. Koncentrat dializuje sie w ciggu 24 godzin w
przeciwpradzie wody destylowanej przy zastosowa-
niu przepony z regenerowanej celulozy w celu usu-
niecia soli nieorganicznych oraz réznych zanieczysz-
czen organicznych,

Roztwor po dializie, zawierajgcy calg substancje
aktywng z eluatu (650 cm3) zageszcza sie pod
Zzmniejszonym ci$nieniem (20 mm Hg) do objetosci
125 cma3,

Do otrzymanego koncentratu dodaje sie 20 obje-
toSci mieszaniny z eteru, acetonu i izopropanolu
(10:10: 10 objetoSciowo), co powoduje wytracenie
sie antybiotyku. Po odsgczeniu go, przemyciu aceto-
nem i wysuszeniu w ciggu jednej nocy w tempera-
turze 35°C pod cisnieniem 2 mm Hg otrzymuje sie
8,25 g jasnobrazowego proszku o aktywmosci 24.600
u/mg:

Przyktad VI. 79 ¢ pros;ku otrzymanego w
przykladzie V rozpuszcza sie w 790 cm? warstwy
cigzszej wydzielonej z mieszaniny n — butanolu,
octanu etylu i wody (10 : 10 : 20 objetosciowo) i mie-
sza az do uzyskania stalej warto§ci pH=2,1 z zy-
wicg Amberlite IR 120 (w cyklu kwasowym), do-
dawang w malych ilo§ciach (50 em? w catosci). Zy-
wice odsgcza sie, a otrzymany roztwér przemywa
dwukrotnie 790 cm3 warstwy lzejszej, wydzielo-
nej z powyzej podanej mieszaniny. Ciecze z prze-
mycia z kolei ekstrahuje si¢ ponownie takg samg
objeto$cig warstwy ciezszej.
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Ciecze warstwy ciezszej lgczy sie, zageszcza pod
zmniejszonym ci$nieniem (20 mm Hg) do objetosci
15 cm?d. Do otrzymanego wodnego koncentratu do-
daje sie 20 objetoSci mieszaniny metanolu i eteru.
(4:6 objetosciowo).. Antybiotyk wytrgeca sie i z
pierwszego rzutu uzyskuje sie 3,05 g o aktywnosci
18,300 u/mg.

Przesacz zageszcza sie pod zmniejszonym ci$nie-
niem (20 mm Hg) do objetosSci 100 cm3. Nastepnie
dodaje sie 320 ¢cm? metanolu i 35 cm3 normalnego
butanolu. Zageszcza sie¢ do objetoSci 15 c¢m3 pod
zmniejszonym ci$nieniem (20 mm Hg) w tempera-
turze ponizej 40°C. Po dodaniu 15 objeto$ci n-hek-
sanu, odwirowaniu, przemyciu heksanem i wysusze-
niu w ciggu nocy w temperaturze 35°C pod ciénie-
niem 2 mm Hg, otrzymuje sie 1,78 g oczyszczonego
antybiotyku o aktywno$ci 36,000 u/mg.

Ciecze warstw lzejszych laczy sie i zageszcza pod
zmniejszonym ciénieniem (20 mm Hg) do objetosci
okolo 70 cm3. Przez dodanie 15 objeto$ci heksanu
wydziela sie 1/5 g bragzowego proszku o aktywnosci
17.200 u/mg.

Przyktad VIL 542 mg antybiotyku wytworzo-
nego w przykladzie VI o aktywno$ci 36.000 u/mg
rozpuszeza sie w 20 cm? wody. Warto$é. pH, ktora
po tym rozpuszczeniu wynosi 2,3 doprowadza sig .do
6,85 za pomoca 8,9 cm?® 0,1 n Na OH i obojgtny roz-
twér liofilizuje. Otrzymuje sie 565 mg soli sodowej
antybiotyku, ktérej roztwér wodny wykazuje mak-
simum absorpcji w ultrafiolecie .przy 256,5 mp
E 1% 1 cm = 106, Jej sklad elementarny jest na-
stepujacy:

C =474% H =17,01% O = 35,3% (zréznicy) N = 5,01%
P =1,84% Na = 3,4%,

Przyktad VIIL 50 g antybiotyku, wytworzo-
nego sposobem wedlug przykladu V rozpuszcza sie
w 500 cm3 wody destylowanej. Roztwér dializuje
sie w ciagu nocy za pomoca 40 litr6w" wody desty-
lowanej przy zastosowaniu przepony z celulozy re-
generowanej.

Po dializie do roztworu antybiotyku dodaje sig
1 objeto$é n-propanolu i mieszanine wprowadza do
gornej czeSci kolumny, zaladowanej w kierunku od
dotu do géry weglem granulowanym, uprzednio
przemytym rozcieficzonym kwasem solnym, 75 g,
zywica Amberlite IR 120 (cykl H) 125 cm?, weglem
granulowanym tego samego rodzaju co powyiej W
ilo$ci 500 g.

Po przepuszczeniu roztworu antybiotyku przez
kolumne, przeprowadza sie eluowanie za pomoca
mieszaniny n-propanolu i wody (50 : 50 objetoscio-
wo). Frakcje zawierajace substancje aktywna
(7 litréw) laczy sie, zobojetnia do wartoSci pH =17
za pomoca 1 normalnego roztworu wodorotlenku
sodu i zageszcza pod zmniejszonym ciSnieniem w
temperaturze ponizej 40°C do objetoSci 140 cm?.

Koncentrat dializuje sie w ciggu 24 godzin w
przeciwpradzie czterokrotnie po 10 litréw wody de-
stylowanej, a nastepnie z dodatkiem 1 objgtoSci
n-propanolu.

Nastepnie wytrgca sie antybiotyk przez dodanie
10 objetosci acetonu. Po jego oddzieleniu i wysusze-
niu otrzymuje sie 23,5 g antybiotyku w postaci soli
sodowej o aktywnoSci 42.400 u/mg.
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Przyktlad IX. 22 g antybiotyku wytworzonego
wedlug przykltadu VIII rozpuszeza sie w 110 cm3
wody, po czym do roztworu dodaje 110 cm3 n-propa-
nolu i mieszaning przepuszeza przez kolumneg za-
wierajacg 100 cm? tlenku glinowego uprzednio
przemytego o warto$Sci pH = 4. Eluowanie przepro-
wadza si¢ za pomoca mieszaniny n-propanolu z
wodg (50 : 50 objetosciowo), Frakcje, zawierajace
substancje aktywng, lgczy sie (430 cm3), zageszcza
pod zminiejszonym ci$nieniem w temperaturze po-
nizej 40°C do objetosci 100 cm3, koncentrat dializuje
w ciggu nocy w przeciwpradzie 10 litréw wody de-
stylowanej. Do dializatu - dodaje sie 1 objetosé
n-propanolu i wytrgca aktywng zasade 10 obje-

toSciami acetonu. Otrzymuje sie 12 g oczyszczonego -

antybiotyku w postaci soli sodowej o aktywnoS$ci
44.000 u/mg, ktorego dane charakterystyczne sg na-
stepujace:
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C =45,0% H =74% O = 37,6% (z réznicy) N = 3,72%
P = 2,16% Na = 4,15%.

22
@5 =+6"+1 (C=06%— woda)

Widmo w ultrafiolecie: koniec absorpcji: mpE i%c
m
220 30
257 3,5

Zastrzezenie patentowe

Spos6b wytwarzania nowego antybiotyku 11.837
R.P. znamienny tym, Ze szczep Streptomyces viri-
dans DS 9466 (NRRL 3087), hoduje sie w §rodowisku
odzywczym i w warunkach aerobowych, po czym
wytworzony w toku tej hodowli antybiotyk wyosab-
nia za pomocg Kklasycznych metod ekstrakeji
i oczyszczania.
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