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Oppfinnelsen angdr en fremgangsmdte til fremstilling av
tetracyklin ad mikrobiologisk vei ved podning og forgjwring av et
nzringssubstrat med en hittil ﬁkjent stamme av slekten Streptomyces.

Oppfinnelsen angdr videre egnede metoder til utvinning
og rensning av det sdledes produserte tetracyklin.

Tetracyklin, som er et bredspektret antibiotikum, ble
fremgtilt opprinnelig ad kjemisk vei ved katalytisk deklorFﬂering
av klortetracyklin,

Det er imidlertid kostbart og besverlig & g& frem pd denne.
mite, hvor man fgrst md fremstille klortetracyklinet ved fermentering
og depetter utvinne 0g rense dét, fér dékloﬂ-.eringen kan -finne sted,
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og man har derfor ad forskjellige veier sgkt & nd frem til en
fremgangsmdte ved hvilken tetracyklinet kan vinnes direkte ved
fermentering.

Det er siledes kjent at den klortetracyklin-produserende
mikroorganisme Streptomyces mureofaciens, som sammen med klortetra-
cyklinet produserer en liten mengde tetracyklin, kan bringes til
overveiende & produsere tetracyklin hvis man bringer klorinnholdet
i naringssubstratet ned, fortrenger kloridionene med bromidioner
eller tilsetter klor - eringsinhibitorer.

Disse kjente fremgangsmiter er dog ofte besverlige &
gjennomfgre og i utbyttemessig henseende mindre tilfredsstillende,
bl.a. fordi en fjernelse eller fortrengning av kloriioner vil
redusere nzringsverdien av det anvendte substrat, mens inhibitorene
utgver en giftvirkning overfor den anvendte mikroorganisme.

Ved anvendelse av den her omhandlede, hittil ukjente
Streptomyces-stamme, i det fglgende kalt Streptomyces MDA U46-

6/F 93, ATCC 13938, oppnis selv i kloridrikt substrat et utbyfte av
antibiotika av tetracyklingruppen, som for 90-95%'s vedkommende
bestdr av tetracyklin mens bare noen fi4 prosent ér klortetracyklin,
og dette forhold pdvirkes ikke ved bromidtilsetning.

Oppfinnelsen vedrgrer altsd en fremgangsmdte til frem=-
stilling av tetracyklin ad mikrdébiologisk vei ved podning og forgjar-
ing av et naringssubstrat med en tetracyklin-produserende stamme
av en Streptomyces-art og utvinning av det dannede tetracyklin fra
det forgjzrede substrat, idet fremgangsmdten er karakterisert ved
at stammen Streptomyces MDA 46-6/F 93, ATCC 13938, dyrkes under
aerobe betingelser pd eller i et neringssubstrat med minst det
nafurlige kloridinnhold, og som inneholder en kilde for assimilerbart
kullstoff og nitrogen, samt dessuten vekbt-fremmende faktorer,
herunder mineralsalter, hvoretter det dannede tetracyklin utvinnes
av neringssubstratet. '

I det f@lgende skal Streptomyces MDA 46-6/F 93, hvorav
en kultur er deponert under nr. ATCC 13938 i American Type Culture
Collection, Washington D.C., U.S.A., narmere beskrives.

Streptomyces MDA 46-6/F 93 er av oppfinneren utviklet
fra en Streptomyces-stamme som er funnet i en jordprgve av ukjent
opprinnelse og deretter gjennom mange generasjoner har undergitt
forskjellige behandlinger, bl.a. bestréling med ultrafiolett lys,
behdndlking.med sennepsgass og radioaktiv bestrdling, under stadig
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avprgving og utvelging med henblikk p& de ovennevnte tilstrebede
egenskaper, og resultatet er blitt en stamme der som nevnt p&
ganske avgjgrende mdte adskiller seg fra de hittil kjente klor-
tetracyklin- eller tetracyklin-produserende Streptomyces-stammer.
Mikrogkopisk morfologi.

Ved dyrking p& Emersons agar dannes det rikelig mycelium
i selve agaren, mens det bare dannes lite eller intet luftmycelium,
Hyfene i agaren er ujevne og svakt grenet. Tykkelsen er 0,7-1,l1 /Y
med innsn¢ringer og med oppsvulminger opp til 2,0 Jue Hyfespissene
er i regelen rettlinjet, men det kan dog opptre enkelte hakeformede.

Ved nazringssubstrater hvor luftmycelium dannes, er det
temmelig 1lgst med korte, meget skjpre sporekjeder uten spiral-
dannelse. Sporene er kuleformet til sylindriske med avrundede
ender, og st@grrelsen er 1,4 x 1,4 - 2,1 Ja-

Ved neddykket vekst i et substrat med maisstgpe-vann
som nitrogenkilde dannes et ldgst, ikke meget forgrenet myceliﬁm med
hyfetykkelser pd 0,7-1,1 S Hyfene mdit i koloniene kan vare noe
oppsvulmet.
Dyrkningsegenskaper.

Substrat Vekst Utseende og farge- Bemerkninger
L stoffdannelse
Glyserol- Moderat Koloniene opphgyet pd  Baksiden
asparagin-kjgtt- til god midten. Luftmyceliet samme farge
ekstraktagar hvitt til gulaktlg.
Intet fargestoff i
........ .... . . agaren. ..
Stivelsesagar med dod Meget bred, flat vekst, Baksiden
uorganiske salter dog litt opphgyet pé sortbrun.
: midten. Luftmyceliet
temmelig rikelig, hvitt, .

etterhidnden brunt. Intet

.............................. fargestoff i agaren,

Kalgiummalat~ Moderat Koloniene noe opphgyet p4  Ytterst svak
agar : midten, Orange til gul eller ingen
s farge, intet luftmycellum, opplgsning
" intet fargestoff i agaren. av kalsium-
..... o malatet

Emersons agar God Lys brungul farge med Baksiden
) brune og orange pletter gamme farge
og sektorer, Intet luft-
mycelium, intet farge—
........... ............... .stoff i agaren,
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Substrat Vekst Ut seende og farge- Bemerkninger
stoffdannelse
Czapek-Dox-agar Moderat Flat vekst. Hvitt Baksiden
med dekstrin luftmycelium. elfensben-
o : farget
Nzringsagar Svak Elfensbenfarge, intet Baksiden
........................... luftmycelium, samme farge .
Hickney og Moderat Flat vekst. Brungul Baksiden
Tresner agar farge, sparsomt hvitt samme farge
luftmycelium som etter-
hénden blir gr8lig-brunt
idet kantene imidlertid
““““ . forblir hvite.
CarvaJal'SHOat- God Flat vekst, svakt for- Baksiden lys,
Mealtagar hgyet midtdel. Hvitgul etterhinden
til strdgul, midten oker- sort
farget, randen trevilet,
Hvitt luftmycelium,
senere musegrdtt. Intet
..... pigment i agaren,
Kasein-gojamel- Sterkt rynket vekst med Baksiden

agar

God

s

.papiller i midten.
Glinsende strégul,
randen hel., Intet luft-
mycelium. INtet pigment
i agaren.

samme farge

Lakmusme 1k

Avfargning, lang-
gom koagulering,
sernere peptoni-~
sering med god
klaring, syre-
dannselse (pH 4,9)

Gelatin .

Ingen smelting

Potetstykker

. Kraftlg Gulaktig orangefarge,

intet luftmycelium.

Streptomyces MDA 46-6/F 93 kan ved dyrkning p& syntetisk
agar utnytte kullstoffkildene glyserol, glukose, fruktose,
~galaktose, mannitol, maltose, karbokaymetylcellulose, cellulose,
glykogen, stivelse, pektin, salisin, aeskulin, citrat, laktat,
malat og succinat, men derimot ikke arabinose, dulcitol, xylose,
rhamnoge, sorbitol, laktose, saccarose, raffinose,ldekstrin, inulin,

acetat og tartrat.
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Ved dyrkning p& syntetisk agar med glukose kan nitrogen-
kildene l-arginin, dl-asparaginsyre, glysin, l-histidin, l-hydroksy-
prolin, l-prolin, uracil, dl-treonin, dl-tryptofan, l-tyrosin,
dl-valin, xantin, urinstoff og pepton utnyttes, mens dl-alanin,
l-asparagin, dl-cystin, l-cystein, l-glutaminsyre, dl-isoleucin,
l-lysin, dl-metionin, norleucin, dl-fenylalanin, dl-serin, nitrat,
nitrit og ammoniumklorid ikke gir vekst.

Sammenligning med kjente Streptomyces-arter, X

Det er foretatt forsgksdyrkninger med henblikk p& sammen-

ligning mellom forskjellige kjente tetracyklin-produserende

mikroorganismer, nemlig Streptomyces aureofaciens A-377
(ATCC-10762)(I), noen ikke navngitte Streptomyces stammer
ATCC-11652 (2), ATCC-11653 (3) og ATCC-11654 (4), Streptomyces
viridifaciens ATCC-11989 (5), Streptomyces aureofaciens HA-20
(ATCC-12416a)(6) og UV-8 (ATCC-12416¢) (7), Streptomyces feofaciens
S 4623/33 (8), og den her omhandlede Streptomyces MDA L6-6/F 93 (9).
Resultatene er gsammenstillet i nedenst&ende tabell.
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Medium Orga- Vekst Luftmycelium Pigment Bakside
nisme i agar
Glukose- 1 God Rikelit, hvitt Svakt gul- Gulbrun
asparagin- skiftende til aktig, opp-
kjgttekstrakt mgrkegrétt lgselig
2 Moderat Hvitt,skiftende Gulgrgnt Orange
til musegréisort
3 God Stréfarget Gulgr¢gnt Brun
4 Moderat Brunlig gritt Brunlig mgrk oli-
til god gértt venbrun
5 God Musegrétt Gulgrgnt Brun
6 Goad Hvitt, skiftende Gult -
til gratt
8 Moderat Intet Sparsomt -
til svak grgnlig-
brunt
9 Moderat Hvitt til Intet Lys gul-
ti;_god gulaktig brun
Stivelsesagar 1 God til Hvitt,skiftende Intet Rgdbrun
med uorganiske kraftig til rgdlig brunt
salter . o ‘ o .
_ 2 Svak Lys grgngult Gulorange -
3 God Gullig-hvitt Gulgrgnt -
skiftende til :
musegratt
..... ! Svak Intet Intet
9 God Hvitt,skiftende INtet Brunstort
o til brunt
Kalsiummalat- 1 God,Ca- Sparsomt hvitt Intet Brungul
agar malat
..... oppldses
2 Svak,Ca- Intet Intet
malat
................ opplgses
3 Svak,Ca- Sparsomt ,hvitt Intet
malat '
opplgses
..................... ikke ... ...
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Medium Orga- Vekst Lﬁftmycelium Pigment  Bakside
nigme . i agar .
b Meget gvak. Intet Intet
Ca~malat
opplgses
ikke
6 God,Ca-  Kraftig,hvitt, Brunlig
malat skiftende til
opplgses  grétt
9 Moderat Intet Intet
Ca-malat
oppldgses
........... ikke .. ..
. Emersons agar . 1 God HVitt-gritt Intet Orange
2 God Ubetydelig Orange Grgnlig
................. , brunt brungul
3 Moderat Hvitt-gritt Gulbrunt Orange-
gkiftende til brun til
...... brunlig grabrun
by God Intet Bligritt Oliven-
...................... . o brun
......... .6 . God .. . Intet Sparsomt Brunlig
7 God til Hvitt-gult, - Sort i
kraftig skiftende til’ gamle
................ S grétt kulturer
9 God Intet Intet Lys brun-
. . gul
Naringsagar 1 Go&: Sparsomt Stri- -
L hvittﬁgrétt farget
......... 2 Moderat . . . Intet . . Gulaktig -
................. 5...80d4 ...... Intet . R¢gdbrunt -
6 God Intet Sparsomt Brun
......................................... brunt
8 Moderat Gulbrunt Sparsomt -
.......................................... gult
............. 9 .. . Svak . . .. Intet Intet -
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Ennvidere er undersgkt organismenes innvirkning p&
skummet melk og gelatin. Resultatene er angitt i nedenstdende
tabell.

Organisme 1 2 3 it 6 7 9
Skummet melk Koagulering - - - + - +4
Peptonisering - - = ~(+) -+ 4

lGelatin Oppldening - + + + - -

Sammenligningene viger at Streptomyces MDA 46-6/F 93
vesentlig adskiller seg fra de kjente tetracyklinproduserende
Streptomyces-arter,

Dyrkning i industriell mdlestokk.

Dyrkningén av Streptomyces MDA U6-6/F 93 foreglr ialt
vesentlig etter den vanligvis ved produksjon av antibiotika anvendte
metode, dvs. at den dyrkes submerst under aerobe betingelser i et

sterilt naringssubstrat med kilder for assimilerbart kullstoff og
nitrogen samt vekststimulerende stoffer ved en passende temperatur
og pH-verdi inntil en maksimal mengde tetracyklin er dannet i
gubstratet.

Det har vist seg at man for & f& rimelige utbytter
ifglge oppfinnelsen skal foreta dyrkningen ved en temperatur
mellom 20°C og 40° 1 20-200 timer. Maksimalt utbytte krever enn-

- videre at pH-verdien ifglge oppfinnelsen holdés mellom 6 og 8.

Da det ved dyrkningen skjer en syredannelse, kan man for & overholde
den nevnte-pH-vérdi - " tilsette en puffer, f.eks.
pulverisert kritt. )

Foruten de tidligere nevnte kullstoffkilder, eller
eventuelt sammen med en eller flere av disse, kan forskjellige
vegetabilske fettetoffer, sdsom soyaolje, jordngttolje, palmeolje,
olivenolje og bomullsfrgolje, eller animalske fettstoffer, sdsom
talg, utnyttes som khllstoffkilder. Ennvidere kan det anvendes
frie fettsyrer, som f.eks. linolensyre, oljesyre, stearinsyre og
palmitinsyre.

Nitrogenkildene kan vere hydrolyserte eller uhydrolyserte
vegetabilske ellér animalske proteiner, s&som soyabgnnemel, jord-
ngttmel, annet mel av prdteinqike frg, gluten og kasein. Ogsé
ﬁorganiske nitrogenkilder kan anvendes, s&som ammoniakkforbindelser
og nitrater.
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Et neringssubstrat som har vist seg & gi sarlig god

vekst og triveel av mikroorganismen inneholder sdledes =
0,5-20% maisstgpevann, 0,2-10% stivelse, 0,07-10%
jordngttolje og forngdne mineralsalter,

Tetracyklin er et amfotert stoff med iscelektrisk punkt
som ligger ved en pH-verdi av 5,5, idet det er overveiende positivt
ladet ved en lavere pH-verdi og negativt ladet ved en hgyere pH-
verdi., Som ved andre ambtere stoffer ligger den minste opplgselighet
ved det isoelektriske punkt.

Det er kjent at tetracyklin danner kompleksforbindelser
med metaller av 2. gruppe i det periodiske system og med kombina-
gsjoner av to metaller i denne gruppe, iszr av barium og magnesium,
hvilke kompleksforbindelser kan utfelles og derfor benyttes til
en rensningsprosess.

Ved tetracyklin er en rensning pd denne md8te imidlertid
ikke szrlig tilfredsstillend,e idet det ved en titer i utgangs-
materialet pid 1000 /ml gjenfinnes 300-500Y /ml i filtratet fra
fellingen, som enten gdr tapt eller krevér ytterligere foranstalt-
ninger for & kunne utvinnes.

Det har nd vist seg at tetracyklin med salter av barium
og mangan danner kompleksforbindelser som er tungtopplgselige 1
pH-omr&det fra 6,5 - 10,5, og ifglge oppfinnelsen utvinner og
rengser man derfor tetracyklin av en vandig opplgsning ved felling
med et salt av barium sammen med et salt av mangan.

Under forgvrig like forhold er denne felling langt mer
effektiv enn den tidligere anvendte felling med en kombinasjon av
barium- og magnesiumsalt, idet ocpplgsningens titer, f.eks. ved en
pH-verdi p& 7 ved felling av tetracyklin p& den her omhandlede mite
kan bringes ned til 100¥ tetracyklin pr. ml eller mindre mot som
ovenfor nevnt 300-500) pr. ml ved barium-magnesium-felling.

Anvendelsen av mangan ved fellingen har ennvidere den
fordel at manganet ikke inaktiverer tetracyklinet, det er ugiftig
og det utfelles ikke i vesentlig grad ved tetracyklinets iso-
elektriske punkt.

Degsuten fleller kombinasjonen av barium- og mangansalt
tétracyklinene temmelig uavhengig av sammensetningen av det
naringssubstrat som er anvendt ved dyrkningen.

P& grﬁnn av den lille opplgselighet av det utfelte
kompleks kan fellingen skje gelv 1 uaskér med megét liten konsen-
tragjon av tétracyklinéﬁ, ifdlge oppfinnelsen sdledes 1 det for
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mycelium befridde vandige gjaringssubstrat. Det er sdledes ikke
ngdvendig fgrst & foreta en konsentrering. Fjernelsen av myceliet
kan f.eks. skje ved filtrering eller ved at pH-verdien i det for-
gjerte substrat innstilles pd ca. 2, hvoretter myceliet frasentri-
fugeres.

For at fellingen skal bli s8 effektiv som mulig til-
settes de anvendte salter i overskudd, men pd grunn av tungtopp-
l@gseligheten av det dannede kompleks kan man ngye seg med relativt
mé salttilsetninger, hvilket innebzrer gkonomiske fordeler. Man kan
sdledes oppnd en felling ved tilsetning av en saltmengde som mol
for mol svarer til tetracyklininnholdet, dvs. ca. 0,5 g Ba012.2H2O
og 0,5 g MnCl2.MH20 pr. g tetracyk;in i opplgsningen. De beste ut-
bytter oppnds imidlertid ved & tilsette 2,5 g
Ba012,2H2O og 2,5 g MnClZ.MH20 pr. g tetracyklin i opplgsningen.

Nir salttilsetningen er skjedd ¢kes oppldsningens pH-
verdi til 7, hvorved komplekset utfelles og bunnfallet fraskilles,
f.eks. ved sentrifﬁgering eller frafiltrering. Bunnfallet oppslemmes
i vann, og det surgjgres med svovelsyre til en pH-verdi pid 1,2-2,0.
Derved spaltes komplekset og tetracyklinet gdr i opplgsning sammen
med manganet i form av manganosulfat, mens bariumsulfat utskilles.
For & redusere vaskemengden foretas denne opplgsningsprosess hen-
siktsmessig i to trinn, idet det etter den fgrste oppslemming og
surgjgring foretas en frasentrifﬁgering av vesken. Det tilbakeblitte
bunnfall oppslemmes pd ny i vann, og det surgjgres og sentrifugeres.

Det er hensiktsmessig at det i forbindelse med sur-
gigringen tilsettes natriumsﬁlfat, idet det har vist seg at det
derves fies et renere tetracyklin og samtidig sikres en mer full-
stendig felling av bariumsulfat. ‘

De to veskeporsjoner fra sentrifugeringene forenes n§,
og pH-verdien innstilles pd det angjeldende tetracyklins iso-
elektriske punkt, hveorved tetracyklinet utfelles mens mangansulfatet
forblir i oppldgsning.

En annen metode til utvinning og/eller rensning av tetra-
cyklin er basert pé& anvendelsen av ionebyttere.

Det har tidligere vart foresldtt &8 foreta en rensning
av tetracyklinholdige opplgsninger ved adsorpsjon pd svakt eller
péd sterkt sure ionebyttere, men adsorpsjonen pd svakt sure ione-
byttere er ikke sarlig effektiv og hvis det anvendes en sterkt sur
ionebytter er det vanskelig etterpd & frigjgre det adsorberte

tetracyklin.
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Disse ulemper unngds ved at tetracyklinet adsorberes
pd en sterkt basisk ionebytter og elueres med sur veske, hvoretter
eluatet ndytraliseres og inndampes for gjenutvinning av tetra-
cyklinet.

Denne fremgangsmdte medfgrer en rekke fordeler, hvorav
szrlig skal fremheves at en sterkt basisk ionebytter har stor
adsorpsjonskapasitet med hensyn til tetracykliner og gir en meget

~effektiv rensning idet det dels under adsorpsjonen, hvor ionebytteren
er positivt ladet, passerer en del positivt ladede icner uhindret
gjennom, dels kan utvaskes, hvorved ytterligere en del uorganiske
og organiske forurensninger fjernes. Endelig er det lett & frigjdre
det adsorberte tetracyklin fra ionebytteren og gjenvinningen er
nesten kvantitativ.

Der finnes i handelen en rekke syntetiske basiske ione-
byttere som kan anvendes ved den foreliggende fremgangsmdte. Som
eksempel kan nevnes de som forhandles under navnene "Amberlite
IRA 400" og "Dowex 1".

Som utgangsmateriale kan anvendes et gjaringssubstrat
som er befridd for myceliet av den tetracyklin-produserende mikro-
organisme, men de beste resultater f8es ved & g& ut fra mer konsen-
trerte oppldgsninger, f.eks. en ved felling ved det isoelektriske
punkt og gjenopplgsning vunnet opplgsning.

Opplgsningen ledes gjennom en ionebyttersgyle bestdende
av en sterkt basisk lonebytter i hydroksylform, hvorved tetra-
cyklinet adsorberes pd ionebytteren. Oppldsningens pH-verdi fgr
gjennomledningen er ikke kritisk da den allikevel heves en del av
hydroksylioner fra sgylen, sdledes at tetracyklinet fortrinnsvis
blir negativt ladet, men den bgr dog ikke vazre vesentlig over 3, da
man derved risikerer en utfelling f@gr gjennomledningen.

Etter adsorpsjonen vaskes s¢gylen med vann og derpid even-
tﬁelt med alkohol for & fjefne restene av vannet, Alkoholvasken er
ikke‘strengt n¢dvéndig idet den etterf@glgende eluering kan foregé
med en vandig syre. Utbyttet og rensningen er imidlertid herved
mindre enn hvis det vaskes med alkohol, til hvilket det anvendes en
med vann blandbar, lavere alkohol, og deretter elueres med en
surgjort alkohol, fortrinnsvis metanolisk saltsyre. Ved surgjgringen
minskes sgylens pH-verdi etterh&nden, hvorved tetracyklinet blir
overveiende positivt ladet, frastdtes av ionebytteren og opplgses.

For utvinning av tetracyklinet ngytraliseres eluatet.



12

120068

Dette kan skje pd forskjellige miter. For eksempel kan det til-
settes en base, sdsom natrium- eller ammoniumhydroksyd, eller det
kan behandles med en svakt sur ionebytter i Na+—form. Derved dannes
imidlertid uorganiske salter og vann, hvilket i regelen er ugnsket,
da det kan vzre vanskelig senere 8 f4 fraskilt disse forurensninger.
Vanninnholdet er iszr generende, idet det under den senere inn-
dampning av det sure metanoliske eluat damper ren metanol av,
sdledes at resten blir stadig mer vannholdig, hvorfor uorganiske
forurensninger holdes opplgst i stedet for & felles fraksjonert
under inndampningen.

Derfor ngytraliseres det fortrinnsvis ved behandling med
en svakt basisk ionebytter. En slik ngdytraliserer nemlig uten salt-
frigjgrelse, og samtidig med at den virker vannsugende - iszr hvis
den pd forhdnd er skyllet med alkohol - tilbakeholder den en del
negative ioner og bevirker derved en ytterligere rensning. Ganske
visst tilbakeholdes ogsd en liten mengde tetracyklin, men dette
frigjgdres under ionebytterens regenerering og tilbakefgres i
prosessen.

Ved behandlingen med den svakt basiske ionebytter, f.eks.
den under navnet "Amberlite IR 45" forhandlede, heves eluatets
pH-verdi til ca. 4. Behandlingen foregir lettest ved at den regene-
rerte og alkoholvaskede ionebytter omrgres i eluatet, inntil ngy-
tralisasjonen har funnet sted, hvoretter ionebytteren frasuges og
skylles med 1litt alkohol. Da b&de ionebytter og tetracyklin under
ngytraliseringen er positivt ladet er tapet av tetracyklin lite.

- Den sdledes ngytraliserte opplgsning inndampes nd, hvorved
det underveis ytterligere kan skje en utfelling og fjernelse av
urenheter, og ved en passende sluttkonsentrasjon pd f.eks. 50 mg
tetracyklin pr. ml opplgsning utfelles tetracyklinet, enten i form
av hydrokloridét ved tilsetning av sterk mineralsyre samt eventuelt
et med vann ublandbart oppldgsningsmiddel, eller gom hydrat under
avkj@gling. Av moderluten kan det etter fornyet inndampning ytter-
ligere vinnes en del tetracyklin.

Det sdledes vunne tetracyklin kan om ngdvendig finrenses
ved alminnelig omkrystallisering eller ved kromatografi.

Fglgende eksempler tjener til illustrering av fremgangs-
midten ifglge oppfinnelsen.

Eksempel 1.

En frossen kultur av Streptomyces MDA 46-6/F 93 opptines

hurtig og overfgres til en 300 ml Erlenmeyerkolbe som inneholder
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40 ml av et podningssubstrat av fglgende sammensetning:

Potetstivelse , 22 g
Maisst@pevann (tdrrstoffmengde)l7 g
Kalsiumkarbonat 3,5 g
Jordngttolje 2 ml
Vann til et totalvolum p& 1l liter

Innen autoklaveringen er pH-verdien innstilt ps 6,7.

Kulturen rystes i et rotasjonsrysteapparat (25 mm slag,
250 o/m) ved 28°C i 18-24 timer.

I en podemengde p& 10% overfgres kulturen deretter til
andre Erlenmeyerkolber av samme stgrrelse, som hver inneholder 40 ml
av fglgende fermenteringssubstrat:

Potetstivelse 35 g
Maisstdpevann(tgrratoffmengde) 7,5 g
25% ammoniumhydroksyd 6,4 g
65%'s salpetersyre 6,4 g
Vann til et totalvolum pé 1l liter

Fgr autoklavering innstilles substratets pH-verdi pé
6,3 med salpetersyre, og det tilsettes 0,23 ml jordngttolje til
hvér kolbe.

Etter 60 timers rysting som ovenfor hgstes kolbene.
Bestemt ved en absorpsjonsmetrisk metode er utbyttet 910 mecg tetra-
eyklin og 70 meg klortetracyklin pr. ml.
" Eksempel 2. A

En podekultur fremstilles som beskrevet i eksempel 1 og
overfgres i en podemengde p& 2% til to 5 liters glassflasker, som
hver inneholder 1 liter av det i eksempel 1 angitte podningssubstrat.

Etter rysting ved 28°C 1 30 timer i et rysteapparat
(50 mm slag, 150 o/m) overfgres innholdet av de to flasker til en
50 liters fermenteringsbeholder, som inneholder 30 liter av det i
eksempel 1 angitte fermenteringssubstrat.

Under fermenteringen gjennombldses det 0,5 liter 1luft
pr. liter substrat pr. minutt, og i de fgrste 18 timer omrgres det
med en firebladet omr¢rer; svarende til et energiforbruk pd ca.
1,2 watt pr. 1, hvoretter omrgringen forsterkes, svarende til et
energiforbruk p& 1,6-2 watt pr. 1. Skumming holdes automatisk i
sjakk ved at det forstgves en 7%'s silikonemulsjon inn i beholderen
s& snart skummet stiger til bergring med en i beholderen anbragt
elektrode. Under de fgrste 24 timer av fermenteringen tilsettes
ytterligere 2-3 ml jordngttolje pr. time. Etter 50-56 timers forlgp
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avhgstes fermenteringssubstratet og det fies et utbytte pr. ml

p& 875 meg tetracyklin, bestemt etter en absorpsjonsmetrisk metode,
mens en mikrobiologisk metode viser 1620 meg.

Eksempel 3.

Dette eksempel illustrerer utvinning av tetracyklinet
ved felling med Ba- og Mn-salt.

5 liter av et med en tetracyklin-produserende mikro-
organisme forgjzret nzringssubstrat innstilles pd en pH-verdi pa
2,0 med HCl og det sentrifugeres. Til den frasentrifugerte vaske,
som inneholder lO@DX tetracyklin pr. ml, settes 12,5 g Ba012.2H2O
og 12,5 g MnCla.uHao. Deretter innstilles pH-verdien p& 7,0 med
L-n NaOH og det omrgres i 15 minutter. Etter ytterligere henstand
1 30 minutter adskilles veske og bunnfall ved sentrifugering.
Resttiteren i vasken er 116Y¥ pr. ml.

Bunnfallet oppslemmes i vann som med H2SOM, innstilles
pd en pH-verdi pd 1,5, og det omrgres i 15 minutter hvoretter det
sentrifugeres. Derved vinnés 340 ml vaske med en tetracyklintiter
pé 9&303’pr. ml. Bunnfallet oppslemmes p& ny, omrgres og sentri-
fugeres hvorved det fdes 122 ml veske med en titer pd 932f pr. ml.

De to vaskeporsjoner forenes og innstilles med NaOH pi
en pH-verdi pd 5,5. Etter 2 timers henstand i kulde sentrifugeres.
Resttiteren i vasken er 492) pr. ml og det utfelte stoff inneholder
etter tgrring 285) tetracyklin pr. mg.

Eksempel 4.

Dette eksempel illustrerer utvinning av tetracyklin ved
adsorpsjon pad en sterkt basisk ionebytter. :

En sur, vandig oppslemming av et produkt som inneholder
ca. 30 vektprosent tetracyklin og er vunnet ved felling ved tetra-
cyklinets isoelektriske punkt sentrifugeres. Vaskemengden som
vinnes herved utgjgr 350 ml og finnes ved spektrofotometrisk
analyse & inneholde 65303’tetracyklin pr. ml, svarende til en
totalmengde p& 2285,5 mg tetracyklin.

Etter tilsetning av 350 ml vann sendes opplgsningen
gjennom en ionebyttersgyle pd 20 ganger 300 mm, som er fremstilt
av ca. 100 g "Amberlite IRA LOO", som er regenerert til hydroksyl-
form. Gjennomlgpshastigheten reguleres til 1 ml pf. minutt, hvorved
hele tetracyklinmengden fastholdes pd sgylen. Det skylles deretter
fgrst med 250 ml vann og deretter med 500 ml metanol.

S elheres sgylen med 350 ml saltsur metancl, som er
sammensatt i forholdet 5 ml 5-n saltsyre til 95 ml metanol. Eluatet
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finnes ved spektrofotometrisk analyse 4 inneholde 6460Y tetra-
eyklin pr. ml, svarende til en totalmengde p& 2261 mg tetracyklin
eller 99% av den opprinnelige mengde.

Det saltsure eluat ngytraliseres nd ved at det tilsettes
28 g "Amberlite IR 45" som p& forhind er vasket med métanol og
deretter omrgres i 15 minutter, hvoretter pH-verdien er ca. 3.
38 frafiltreres ionebytteren og skylles grundig med metanol, som
forenes med filtratet. Oppldgsningen som nd inneholder 2150 mg
tetracyklin, inndampes til ca. 50 ml, hvorved det utskilles et
bunnfall som praktisk talt ikke inneholder tetracyklin. Filtratet
opparbeides enten ved ytterligere inndampning, hvorved tetracyklinet
utskilles i form av et hydrat, eller ved at dets pH-verdi bringes
ned p&d ca. 1 ved tilsetning av en sterk mineralsyre, hvorved tetra-
cyklinet utskilles i form av hydrokloridet. I begge tilfeller lettes
utskillelsen ved tilsetning av et med vann ikke blandbart opplgs-
ningsmiddel, sisom dietyleter.

Patentkrav.

1. Fremgangsmdte til fremstilling av tetracyklin ad mikro-
biologisk vel ved podning og forgjering av et nazringssubstrat med
en tetracyklin-produserende stamme av en Streptomyces-art og
utvinning av det dannede tetracyklin av det forgjerte substrat,
karakterisert ved at stammen Streptomyces MDA U46-6/F 93,
ATCC 13938, dyrkes under aerobe betingelser pd eller i et nzrings-
substraf med minst det naturlige kloridinnhold, og som inneholder
en kilde for assimilerbart kullstoff og nitrogen, samt dessuten
vekst -fremmende faktorer, herunder mineralsalter, hvoretter det
dannede tetracyklin utvinnes av nzringssubstratet.

2. Fremgangsmdte ifglge krav 1, k arakter isert
ved at tetracyklinet utvinnes av det forgjszrte substrat ved felling
med et bariumsalt sammen med et mangansalt.

Anfgrte publikasjoner:

Norsk patent nr. 80.833, 90.077
Annalspof‘the New York Academy of Sciences, bind 60, art.l, p.86-101.
D.J.D. Hockenhull: Progress 1in industrial microbiology Vol. 1, London

1959) P-73-86 .
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