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Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarza-
nia nowego kwasowego policyklicznego antybiotyku
eterowego charakteryzowanego biologicznie poprzez
_oddzialywanie na tramsport kationéw w mitochon-
driach.

Rodzina antybiotykéw, do ktérej nalezy anty-
biotyk wytwarzany sposobem wedlug wynalazku
obejmuje monesyne (J. Amer, Chem Soc., 89-5737,
(1967)); nigerycyne (Biochem. Biophys. Res. Comm.,
33:29. (1968)); grizoriksyne (J. Chem. Soc. Chem.
Commun., 1421, (1970)); dianemycyne {(J. Antibio-
tics 22:161, (1969)); salinomycyne (J. Antibiotics,
27:814 (1974)); X-537A (J. Chem. Soc. Chem, Com-
mun., 967, (1972)); X-206 (J. Chem. Soc. Chem.
Comunn., 927, (1971)); A204A (J. Amer. Chem. Soc.,
95:3399, (1973)); mutalomycyne (J. Antibioties, 30:903
1977)); ionomycyne (J. Amer. Chem. Soc., 101:3344,
(1979)); K-41B (J. Antibiotics, 32:169, (1979)); A-130B
i A-130C (J. Antibioties, 33:94, (1980); leuseramy-
cyne (J. Antibioties, 33:137, (1980)); oraz A-28695B
(J. Antibiotics, 33:252 (1980)). Przedmiot ten byl
omawiany rowniez przez Westley’a, ,Polyether An-
tibiotics”, Adv. Appl. Micrebiol. 22:177 (1797).

Wytzej zestawione policykliczne amtybiotyki ete-
rowe sg aktywne wobec bakterii Gram-dodatnich
grzybéw i pierwotniakéw. Antybiotyki te wykazu-
ja wysokg czynnoéé antykolkcydialng.

Dobrze znana choroba pierwotniakowa, kokcy-
dioza, pozostaje powaznym problemem, a jej zwal-
czanie ma znaczenie ekonomiczne w n=1kach we-
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terynaryjnych, zwlaszcza w przemysle dro'biaxrskim.\
Kolkicydioza nastepuje w wyniku zakazenia jednym
lub kilkoma gatunkami Eimeria lub Isespora (dla
podsumowania patrz Lund i Farr w ,Diseases of
Poultry”, wydanie piate, Biester and Schwarte,
wyd., Iowa State University Press, Ames, Ia., 1965,
strony 1056—1096). Istnieje sze$é gatunkéw kokcy-
dia, ktére powoduja tatwo zauwazalng zachorowal-
no$¢é u wrazliwych kurczat. Eimeria tenella, E.
necatrix, E. brunetti, E. acervulina, E. maxima i
E. mivati powodujg szkody, badZz to bezposrednio,
przez zniszczenie komoérek nablonkowych przewo-
du pokarmowego lub poSrednio, przez produkcje
toksyn. Trzy inne gatunki nalezgce do tego same-
go rodzaju uwaza sie¢ za stosunkowo nieszkodliwe;
jednakze E. mitis, E. hageni i E. praecox mog3
zmniejszaé przyrost wagi, obniza¢ wydajno§é zy-
wienia i ujemnie wplywa¢ na produkcje jaj, W
$wietle duzych strat ekonomicznych i wad pewnych
znanych czynnikéw przeciwkokcydialnych, prowa-
dzi sie badania zmierzajgce do znalezienia lepszych
czynnikéw przeciwkokcydialnych.

Zapalenie jelit jest inng choroba, ktéra moze po-
wodowaé powazne straty ekonomiczne producentéw
inwentarza zywego. Zapalenie jelit wystepuje u
kurczat, $win, bydla i owiec i jest powodowane
gléwnie przez bakterie beztlenowe, zwlaszcza Clo-
stridium perfrigens i wirusy. Enterotoksemia u
zwierzat przezuwajgcych, ktérej przejawem jest np.
,choroba - przejedzania” u owiec, jest stanem po-



. _
ERA k_' erLn 3 g : a4
wodowanym przez zakazenie C. perfnngem
Dyzenteria §win jest Jedng z najcze$ciej spoty-
kanych choréb $win diegnozowanych w Stanach
Zjednoczonych. Choroba ta wystepuje w wielu in-
nych krajach i rocznie powoduje straty wielu ty-
siecy dolar6w u hodowcéw Swinh na calym $Swie-
cie. Ostatnio odkryto, e organizmem wywoluja-

cym chorobe jest duzy kretek. Organizm ten, Tre- -

ponema hyodysenteriae, zostal obecnie wyizolowa-
ny i wykazano, ze moze on powodowaé te choro-
be (Harris DJ, i .inni: Swine Dysentery-1 Inocu-
lation of Pigs with Treponema hyodysenteriae (New
Ipecies) and Reproduction on the Digease”, Vet.
Med/$AC, 61:61-64: 1972). Dalej podane -déne doty-
&2y préb prowadzonych z tym organizmem. Nalezy
azy€, ze nie wicdomo, czy T. hyodysenteriae
jedynym organizmem powodujacym dyzenterie
$win, Jednakize z dostepnych danych moima wnios-
kowaé, ze jest on gidwnym zrédiem zakazenia.
Zwiekszenie wydajnos¢i (zwiekszenie szybkosci
wzrostu iflub zwiekszenie wydajnosei utylizacji po-
zywienia) u zwierzat przezuwajgcych, takich jak
bydlo, jest innym ekonomicznie pozgdamym przed-
miotem wiedzy weterynaryjnej. Szczegélnie intere-
sujgca jest promocja wazrostu uzyskiwana przez
zwickszenie wydamodci utylizacji pozywienia. Me-
chanizm utylizacji zasadniczej odzywczej porciji
(weglowodanéw) poiywienia zwierzat przezuwaja-
cych jest dobrze zmany. Mikroorganizmy w pierw-
szym zoladku zwierzecia rozkladajg weglowodany z

wytworzeniem monosacharydéw, a nastepnie prze-

twarzaja te monosacharydy na zwigzki pirogronia-
nowe, Pirogroniany sa metabolizowane w proce-
sach mikrobiologicznych z wytworzeniem octanéw,
maslanéw lub propionianéw, znanych ijcznie jako
lotne kwasy tluszczowe (VFA), Dla bardziej szcze-
golowego oméwienia patrz Leng w ,,Physiology of
Digestion and Metabolism in the Ruminant”, Phil-
Ypson i inni, wyd., Oriel Press, Newcastle-upon-
-Tyne, England, 1970, strony 408—410.

Wzgledng sprawnos¢ utylizacji VFA omawia
McCullough w , Feedstuffs”, czerwiec 19, 1971, stro-
na 19; Eskeland i inni w J. An. Sci. 33, 282 (1971);
araz Church i inni w ,Digestive Physiology and
Nutriton of Ruminants”, Vol, 2, 1971, strony 622 i
625. Choé¢ octany i madlany s utylizowane, pro-
pioniany sg utylizowane z wiekszg sprawnoscia.
Ponadto, gdy dostepnych jest za malo propionja-
néw, u zwierzgt moze rozwinaé sie ketoza. Tak wiec
korzystny zwiazek stymuluje zwierzeta do produk-
cii z weglowodanéw wyzszego ulizialu propionia-
néw, przez co zwieksza sie utylizacja weglowoda-
néw a zmniejsza wystepowanie ketozy.

Inng chorobg powodujaca straty ekonomiczne u
producentéw zywca jest powodowana przez paso-
zyty pierwotniafkkowe rodzaju Theileria. Choroba ta,
theileriosis, jest réwniez znana jako ,East Coast
Fever”, ,Coastal fever” lub Rhodesian tick fever”.
Pasozyt Theileria atakuje czerwone ciatka krwilecz
ich nie niszczy, co powoduje ostre lub chroniczne za-

lkazenia gorgczkowe. U bydla choroba ta charakte-:

ryzuie sie wysoksa goraczky, obrzekiem weziéw
chlonnych, wycieficzeniem i wysoks $miertelnoscia.
Choroba ta jest bardzo powainym problemem we
Wischodniej i Centralnej Afryce. Dla bard»ziej szcze-
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gélowego om(mhema the‘ilenosxs paira ,,!he Merck
Veterinary Manual”, Siegmund | 4mf “Eds; Merck
Co., Rahway, N.J., 5th Ed., stromy 4311433+ (1979),

Wynalazek dotyczy sposobu wytiarzinia™ nowe-
go, kwasowego, policyklicznego antybiotyku etero-
wego 0 wzorze podanym na zalgczonym rysunku,
pelegajgcego na tyin, Ze w podpowierzechniowej
hodowli aerobowe} W wodnej pokywes prowadzi
si¢ hodowle Streptomyces halstedli ATCC . 31812,
tzolowanego  z prébXi gleby w Japonii.

Antybiotyk wytwarzany sposcbeém wedlug wyna-
lazku, 0 wzorze podanym na zalgczonym rysunku
i jego kdtionowe sole s3 akiywne wobec réznych
mikroorganizméw i sz efektywne w zwalczaniu
kokcydicizy, zapalenia jelit, dyzenterdi :§wih i thei-
leriosis jak réwmiéZ W promowaniu wzrestu drobiu
i zwierzat przezuwajgcych. Na ryS$unicach ffgura 1
i figura 2 przedstawiono nastepujgce’ widma ab-
sorpcji w podczerwieni:
fig. 1 — Antybiotyk 53607 w postaci soli sodowej;
fig. 2 — Antybiotyk 53 607 w postaci wolnego kwa-

su.

Mikroorganizm wytwarzajgcy antybiotyk wediug
niniejszego wynalazku zostal wyizolowany z pré6b-
ki gleby pobranej w Hiroszimie, Japonia. Badania
wykazaty, ze mikroorganizm ma morfologiczne wias-
ciwos¢ti Streptomyces. Stwierdzono réwniez, ze ma
on waskie strzgpki Actinomycetales i grzybnie po-
wietrzng z lancuchami zarodnikéw charaktery-
styczng dla rodzaju Streptomyces. Identyfikacja
rodzajowa zostala dalej potwierdzona analizg $cia-
ny komérkowej. '

Hodowle mikroorganizmu inokulowano ze skosu
do cieklej pozywki ATCC#172 i prowadzono ho-
dowle w ciggu 4 dni w temperaturze 28°C, na
wstrzasance. Nastepnie usuni€to ja ze wstrzasarki,
odwirowano, przemyto trzykrotnie sterylng woda
destylowang i posiano na pozywkach zwykle sto-
sowanych do identyfikacji czlonéw Actinomycetales.

Inkubacje prowadzono w temperaturze 28°C,
jezeli nie zaznaczono inaczej, a wyniki rejestrowa-
no w odpowiednim czasie; podane tu wyniki otrzy-
mano po 2 tygodniach, jezeli nie zaznaczono ina-
czej. Pozywki identyfikacyme stosowane do cha-
rakteryzowania hodowli i odnosniki do ich skiadu
s3 nastepujace:

1. Bulion z tryptonem i
(ISP#1, Difco)

2. Agar z ekstraktem z drozdzy i z ekstraktem slo-
dowym (ISP#2, Difco)

3. Agar z maka owsiang — (ISP#3, Difco)

4, Agar z nieorganicznymi solami i skrobig
(ISP#4, Difco)

5. Agar z gliceryng i asparaging (ISP#5, Difoo)
6. Agar z peptonem, ekstraktem z droazdizy i Zela-
zem (ISP#6, Difco).

7. Agar Czapeka z sacharozg S.A. Waksman,
,The Actinomycetes”, Vol. 2, pozywka no, 1, stro-
na 328, 1961

8. Agar z glukozj i asparagma — tamze, pozyw-
ka no. 2, strona 328

9, Agar Bennetta — tamze, pozywka no. 30 stro-

ekstraktem

z drozdzy

-ma 331

10. Pozywka Emersona, tamie, pozywka no. 28,
strona 331
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11. Agar odzywczy — tamie, pozywka no. 14, stro-
na 330
12, Agar tyrozynowy Gordona i Smitha — R.E.
Gordon i M.M, Smith, Jr. Bact. 69, 147—150, 1955
13. Agar kazeinowy — tamze
14, Agar z jablczanem wapnia — S.A. Waksman,
Bact. Rev. 21: 1—29, 1957
15. Zelatyna — R. E. Gordon i JM. Mihm,
Bact. 73: 15—27, 1957
16. Skrobia — tamze
17. Bulion z organicznymi azotanami — tamze
18. Bulion z dekstroza i azotanami — S.A. Waks-
man, The Actinomycetes, Vol. 2, pozywka no. 1,
etrona 328, 1961; 30 g sacharozy zastapiono 3 8
dekstrozy, pominieto agar
19. Agar z ziemniakiem { marchewka — M.P. Le-
chevalier, Jr. Lab. and Clin. Med. 71: 934—944,
1968 lecz z uzyciem jedynie 30 ‘g ziemniaka, 2,5 g
marchwi i 20 g agaru
20 2% agar na wodzie wodociggowe]
21, Odttusaczone mileko — Difco
22. Utylizacja celulozy —
a) HL. Jensen, Proc. Linn, Soc. NS.W. 55: 231—248,
1930
b) M. Levine i H-W. Schoenlein, ,A Compilation of
Culture Media”, pozywka no. 2511, 1930
23. Weglowodany — ISO#9, Difco; Nonomura i
Ohara, pozywka C-2; Nonomura, H. i Y. Ohara, Z.
Ferment. Technol, 49: 837—894, 1971.
24, Zakres temperatury — pozywka ATCC 172 w
H»ATCC Culture Collection Catalogue”, wydanie 14,
strona 518, 1980.

Nowa kulture (Pfizer N 393-39) opisano jak na-
stepuje na réznych pozywkach z barwami opisany-
mi w zwyklej terminologii, lecz dokiadne barwy
(numery podano w nawiasie) oznaczono przez po-
réwnanie z wzorcami barwnymi z Celor Harmony
Manual, wydanie czwarte:

Agar z ekstraktem z drozdzy i z ekstraktem slo-
dowym — wzrost dobry, kremowy do jasnozéita-
wego (bliski 2 ca), umiarkowanie wzniesiony, gtad-
ki, szorstki do zmarszczonego, brak grzybni po-
wietrznej; spod taki sam jak powierzchmia; brak
rozpuszaczalnego pigmentu.

Agar z maka owsiang — wzrost umiarkowany,
szary do brgzowawoszarego (2 ge, 1 lg do 2 ni),
cienki do lekko wzniesionego, gtadki z malymi bia-
tymi kropkami; rzadka grzybnia powietrzna, biala
do jasnoszarawej; spéd taki sam jak powierzchmia;
rozpuszezalny pigment jasnozoéitawy.

Agar z nieorganicznymi solami i skrobig
wzrost umiarkowany, zéltawobrazowy do brazo-
wego (2 ic, 3 ne do 3 le), cienki, gtadki, brak
grzybni powietrznej, spoéd taki sam jak powierzch-
nia, brak rozpuszczalnego pigmentu.

Agar z gliceryng i asparaging — wzrost staby
do umiarkowanego, metnobialy, gladki z kilkoma
malymi bialymi punktami, rzadka grzybnia po-
wietrzna, biata; sp6d taki sam jak powierzchnia;
brak rozpuszczalnego pigmentu.

Agar tyrozynowy Gordona i Smitha — wzrost
staby do umiarkowanego, bezbarwny do kremowe-
go (2 ca), cienki, gladki, brak grzybni powietrznej;
sp6d taki sam jak powierzchnia; brak rozpuszczal-
nego pigmentu.
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Agar Czapeka x sacharozq — wzrost slaby, bez-
barwny do metnobialego, cienki, gladki z kilkoma
matymi bialymi punktami grzybni powietrznej;
sp6éd taki sam jak powierzchnia; brak rozpusaczal-
nego pigmentu.

Agar z glukozg i asparaging — wzrost umiarico~
wany, iéttawoszary do lawendowoszarego (2 ig,
3 ge do 3 ig), cienki, gladki lecz stabo zmarszczo-
ny w poblifn krawedzi; grzybnia powietrzna jasno-
szarawa (2 ge); spéd taki sam jak powierzchmia;
rozpuszczalny pigment jasnozéttawy.

Agar glukozowo-asparaginowy — wzrost umiar-
kowany, i6Hawoszary do lawendowoszarego (2 ig,
3 ge do 3 ig), cienki, gladki lecz lekko zmarszczo-
ny w poblizu krawedzi; grzybnia powietrzna szara-
wa (2 ge); spdd taki sam jcik powierzchnia; roz-
pusaczalny pigment jasnozéitawy.

Agar z jablczanem wapnia — wazrost slaby, bez-
barwny 2z metnobialym marginesem, podpowierz-
chniowy, gladki z malymi punktami szarawej (se-
ria bliskiej szarosci 2 dc do 2 fe) grzybni powietrz-
nej; spod taki sam jak powierachnia; brak rozpusz-
czalnego pigmentu.

Agar kazeinowy — wazrost umiarkowany, jasno-
brazowawy (2 ne do 3 ne), cienki, gltadki do lekko
szorstkiego, brak grzybni powietrznej; spéd taki
sam jak powierzchnia; brak rozpuszczalnego pig-
mentu.

Agar Bennetta — wzrost dobry, brazowy (3 ng
do 3 ni), wzniesiony, zmarszczony, brak grzybni po-
wietrznej; sp6d taki sam jak powierzchnia; roz-
puszczalny pigment jasnozélttawy (2 ca).

Agar Emersona — wzrost umiarkowany do do-
brego; jasnozoitawobragzowy (2 ca do 3 ca) do zie-
lonawoszarego (23 ge do 23 ig), cienki do wzniesio-
nego, gladki do lekko szorstkiego lub wystepujacy
w postaci przeponowych kubkéw, ktoére sy niere-
gularne zmarszczone, brak grzybni powietrznej;
spéd taki sam jak powierzchnia; brak rozpuszczal-
nego pigmentu. )

Agar odiywczy — wzrost staby do umiarkowa-
nego, jasnozéltawy (2 ca), cienki, gladki, brak
grzybni powietrznej; sp6d taki sam jak powierzch-
nia; brak rozpuszczalnego pigmentu.

Agar zelatynowy — wzrost umiarkowany, jasno-
z0ltawy (2 ca), cienki, gladki, brak grzybni po-
wietrznej; spod taki sam jak powierzchnia; brak
rozpuszczalnego pigmentu.

Agar skrobiowy — wazrost dobry, kremowy, jas-
nozéitawy do jasnozéitawobrazowego (2 ca do blis-
ko 3 gc), clenki do lekko wzniesionego, gladki lecz
zmarszczony ku krawedzi, brak g,rzybn/i powietrz-
nej; spod taki sam jak powierzchnia; brak roz-
puszAczalnego pigmentu.

Agar 2 rziemniakiem i marchwia — warost u-
miarkowany, kremowy (2 ca) z szarawym do
ciemnoszarego marginesem (seria bliskiej szaro$ci
2 fe, 2 ih do 2 ml), cienki, gltadka grzybnia po-
wietrzna szara do ciemnoszarej; spdd taki sam jak
powierzchnia; brak rozpuszczalnego pigmentu.

Agar na wodzie wodociagowej — wzrost staby,
bezbarwny do metnobialego, cienki, gladki, z kil~-
koma malymi bialymi punktami grzybni powietrz-
nej; sp6éd taki sam jak powtierzchnia, brak rozpusz-
czalnego pigmentu.
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Uwsdgi 6 biochémiicznych wlasciwosciach sg zsu-

foware jak nastepuje:

. Meldiiitia nie wytwdtizana

SiaﬂmWodét nié wytwarzany

Zelatyna uptynniana

Skrobid hytrolizewana

Azotany redukowadné do azotynéw

Sidby warost na celulozie Jensena

Brak wmostu na celuloze Levine’a i Schoe:

leina

8. Brak rozkladu ma obu pozywkach celulozowych

9. Brak koagulacji na mieku

). Brak peptonizacji na mieku

. Brak rozkladu kazeiny, jablczanu wapnia i
tyrozyny

. Utylizacja weglowodanéw:

1. Na pozywce Nonomury glukoza, arabinoza

i ksyloza utylizowame; rafinoza watpliwie
utylizowana; sacharoza, inozyt, mannit,
fruktoza i ramnoza nie utylizowane.
Na pozywce ISP#9 glukoza, arabinoza,
ksyloza i sacharoza utylizowane; fruktoza,
inozyt, mannit, rafinoza i ramnoza nie
utylizowane, - _

Na agarze z ziemmiakami i marchwia po 15
dniach inkubacji poczyniono nastepujgce obserwa-
¢je morfologiczne:

Masa zarodnikéw w serii barwy szarej; lancu-
chy zarddnikéw proste, skrecone, nieregularnie kre-
te lub faliste, rzadko haczykowane, 10 do 30 za-
rodnikéw w lafouchu, rzadko mniej niz 10 za-
rodnikéw w lancuchu; zarodniki owalne, eliptycz-
ne do pateczkowatych, 1—1,8)0,8—0,9 pum, gladkie,
co wynika z przemiatajgcej spektroskopii elektro-
nowej.

Stosunek temperatury do szybkoéci wzrostu ob-
serwowano jak nastepuje:

N

11.

Temperatura Wzrost
21°C dobry do doskonatego
28°C dobry
31°c umijankowany
245°C staby

Jak wyzej zauwazono, analiza S$ciany kamérko-
wej potwierdzita identyfikacje rodzajows hodowli

jako gatunku Streptomyces. Analiza calej komorki

wykazala obecno$é kwasu LIL-dwuaminopimelino-
wego i glicyny i brak diagnostycznych cukréw. Me-
tody stosowane do analiz aminokwaséw calej ko-
moérki i cukru s3 opisane w Becker, B i inni, Appl.
Microblol., 12: 421—423, 1964; oraz Lechevalier, M.
P., J. Lab. Clin, Med., 71: 934—944 1968.

Kultura N 393-39 charakteryzuje sie jasnoszarg
do szarej barwy zarodnikéw w masie, prostymi do
kretych laficuchami zarodnik6w, gladkimi zarodni-
kami i niezdolnoscia do wytwarzania melaniny.
Obecnodé kwasu LlL-dwuaminopimelinowego i nie-
obecno$é cukréow diagnostycznych w hydrolizacie ca~
Yej komo6rki wustalaja przypisanie jej do rodzaju
Streptomyces. Hodowla blisko przypomina Strep-
tomyces halstedii opisany w Shirling, EB. i Got-
tlieb, D, 1968, Int. J. Syst. Bacteriol.,, 18:69—189,
tak wiec do poré6wmania uzyto typowego szczepu
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8. halstedil ATCC 10887. Obie kultury zgadzaja
si¢ ze sobg w nastgpujacych wlasciwosciach: mor=
fologii laficuchéw zarodnikéw, morfologii po-
wierzchni_ zarodnik6w, ujémna produkcjg melani-
ny i wigkszocia wiastiwosci biochemicznych. Kul-
tura N 393-39 rézni si¢ od S. halstedii nieobecnos-
cig grzybni powietrznej w wielu pozywkach; bra-
zowej zamiast szarawej do czarnej barwy spodu
kolonii na ISP#2, ISP#3 i ISP#4; ujemny pro-
dukcja H,S i niezdolno$cia do utylizacji frukto-
zy. Poniewaz réznice te sa jedynie malymi waria-
cjami pomiedzy szczeparni Streptomyces, N 393-39
przyymuje sie za nowy szczep Streptomyces hal-
stedii (Waksman i Curtis) Waksman i Henrici.

Nowa kulture (Pfizer N 393-39) przekazano 23 lu=
tego 1981 do American Type Culture Collection,
Rockville, Maryland, nadajac jej oznaczenie Strep-
toinyces halstedii ATCC 31812. Zapewniono trwa-
to$¢ depozytu tej kultury w The American Type
Culture Collection w Rockville, Maryland i latwo$é
dostepu publicznego w trakcie efektywnej waz-
nosci patentu, w przypadku gdy patent zostanie
udzielony. Dostep do kultury w trakcie przebiegu
zgloszenia jest zapewmiony pod symbolem 37 CFR
1,14 i 35 USC 112. Wszystkie ograniczenia doste-
pu do kulbtury zdeponowanej beds nieodwolalnie
zniesione po udzieleniu patentu.

Hodowle kultury Streptomyces halstedii ATCC
31812 mozna prowadzi¢é w warunkach podobnych
do stosowanych w poprzednich fermentacjach daja-
cych antybiotyki polieterowe. Patrz np. opis pa-
tentowy Stanéw Zjednoczonych nr 4195079, Ho-
dowla korzystnie ma miejsce w wodnych pozyw-
kach w podpowierzchniowych, aerobowych warun-
kach, przy mieszaniu w temperaturze 24 do 36°C.
Pozywki uzyteczne w hodowli obejmujg Zrodia
przyswajalnego wegla, jak cukry, skrobie i glice-
ryna; zrodio organicznego azotu, jak kazeina, en-
zymatycze hydrolizaty kazeiny, maka sojowa, ma-
ka z nasienia bawelny, mgka arachidowa, gluten
pszeniczny, maczka miesna i maczka rybna. Z ko-
rzystnymi wynikami mozna stosowaé réwmniez sub-
stancje wzrostowe, takie jak ekstrakt z ziarna i
ekstrakt z drozdzy oraz sole, jak chlorek sodu i
weglan wapnia oraz pierwiastki §ladowe, jak zela-
zo, magnez, cynk, kobalt i mangan. Jezeli w trak-
cie fermentacji zachodzi nadmierne pienienie, to
do pozywki fermentacyjnej mozna dodaé czynnikéw
przeciwpiennych, takich jak oleje rolinne lub sili-
kony. Napowietrzanie pozywki w zbiornikach dla
hodowli podpowierzchniowej korzystnie utrzymuje
sie na poziomie okolo 1/2 do 2 objetosci sterylne-
go, wolnego powietrza na objetos¢é brzeczki fer-
mentacy jnej na minute, wprowadzanego do brzecz-
ki przez belkotke. Mieszanie mozna utrzymywaé za
pomoca mieszadel, zwykle znanych fachowcom w
dziedzinie fermentacji. Szybko$¢ mieszania zalezZy
od typu uzytego mieszadta. Wstrzasanie w kolbach
prowadzi sie zwykle z szybkosciag 150 do 200 cykli
na minute, natomiast fermentor zwykle prowadz
sie przy 300 do 600 obrotach na minute. W trakcie
przenoszenia organizmu i jego wzrostu musza byé
oczywiscie utrzymane warunki jalowe.

Inokulum do wytwarzania antybiotyku o poda-
nym wzorze, sposobem wediug wynalazku mozna
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otrzymaé stosujac wzrost ze skosu hodowli. Wzrost
'moze byé¢ uzyty do inokulowania badZ to kolb
‘wstrzgsanych badz tez zbiornikéw inokulum badz
tez zbjorniki inokulum moga byé posiewane z kolb.
Wazrost we wstrzgsanych kolbach zwykle osigga
maksimum w ciggu 2 do 4 dni, natomiast dla ino-
kulum w podpowierzchniowych warunkach hodow-
1li w tanku najkorzystniejszym okresem bedzie
zwykle 1 1/2 do 3 dni.

Postep produkeji antybiotyku w trakcie fermen-
tacji i bioaktywno§é brzeczki fermentacyjnej moc-
na $ledzi¢ badaniem biologicznym brzeczki przy
uzyciu wrazliwego szczepu Staphylococcus aureus
lub Baciluus subtilis, S. aureus ATCC 6538 i B.
subtilis ATCC 6633 sa szczepami odpowiednimi do
tego celu. Stosuje sie standardowg technike ozna-
czania na plytkach, przyjmujac jako miare aktyw-
nosci antybiotycznej strefe hamowania otaczajaca
krazek z bibuly filtracyjnej. Ugytecznym narzg-
dziem do analizy antybiotyku produkowanego W
pozywce fermentacyjnej i sktadu surowych i oczy-
szczonych materialow ektrahowanych z brzeczki
fermentacyjnej jest takze chromatografia cienko-
warstwowa na zelu krzemionkowym. Chromatogra-
my na zelu krzemionkowym Analtech GF rozwi-
ja si¢ w ukladzie octan etylu/metanol (9:1) Ilub
chloroform/metanol (9:1). Antybiotyczny zwiazek
uwidacznia sie przez spryskanie waniling w etano-
lowym kwasie siarkowym (3 g waniliny w 97 ml
etanolu i 3 ml stezonego kwasu siarkowego) i ogrze-
wajac plyte TLC w 80°C. Antybiotyk ukazuje sie
w postaci rézowej plamy. Mozna réwniez nalozyé
na plyte agar posiany S. aureus lub B. subtilis i
inkubowaé w 37°C w cxagu 16 godzin, dla ujaw-
nienia antybiotyku.

Antybiotyk wytwarzany przez fermentacje S. hal-
stedii ATCC 31812 mozna wydzieli¢ i odzyskaé
przez ekstrakcje calej, nie saczonej brzeczki fer-
mentacyjnej za pomocy organicznego rozpuszczal-
nika, jak chloroform, octan etylu, keton metyloizo-
butylowy lub butanol, w naturalnym pH. Ekstrakt
rozpuszczalnikiem mozna nastepnie odparowaé w
prozni do rzadkiego syropu.

Typowa metoda wydzielania i odzyskiwania an-
tybiotyku wedlug wynalazku (dalej ,,Antybiotycz-
ny zwigzek 53 607’) jest nastepujgca: Catg brzecz-
ke z fermentacji S. halstedii ATCC 31812 ekstra-
howano ketonem metyloizobutylowym, Z ekstrak-
tu rozpuszczalnikiem otrzymano, po odparowaniu
Tozpuszczalnika w proézni, ciemny olej. Olej rozpu-
szczono 'w chloroformie i wylano na ztoze zelu krze-
mionkowego., Zloze zelu krzemionkowego przemyto
nastepnie kolejno chloroformem, octanem etylu i
acetonem. Frakcje pluczne badano chromatografig
cienkowarstwowsg, stwierdzajac, ze zwigzek anty-
biotyczny 53 607 znajduje sie prawie wylacznie we
frakeji octanu etylu. Frakcje octanu etylu odparo-
wano do sucha, a pozostale frakcje odrzucono, Su-
<he frakcje octanu etylu oczyszczono dalej chro-
matografia kolumnowa, przez rozpuszczenie w oc-
tanie etylu i podanie na kolumne upakowang ze-
lem krzemionkowym zawieszonym w octanie ety-
lu i elucje octanem etylu. Wycinki kolumny zawie-
rajace zwigzek antybiotyczny 53607 (oznaczony
«hromatografig cienkowarstwows) polaczono i przez
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odparowanie zmniejszono objetosé. Material ten
poddano chromatografii na kolumnie upakowanej
no$nikiem Sephadex LH-20 w metanolu, a frak-
cje zawierajgce zwiazek antybiotyczny 53 607 po-
iagczono, odparowano do zmniejszonej objetosci i
rozpuszczono w chloroformie. Chloroformowy roz-
twér przemyto 5% buforem fosforanu jednosodowe-
go doprowadzonym do pH 45 za pomocy kwasu

_ fosforowego.

Nastegpn.e faze roapuszczallmka prmmyto bufo—
rem fosforanu dwuscdowego 5% wagowo-ob tgié-
ciowych, ktory za pomocg roztworu wodgrot(]enku
sodu doprowadzono do pH 9,0. Fazq rozpuszcz.alm-
ka wysuszono nad bezwodnym siarczanem sodu i
odparowano, Pozostalo§¢ rozpuszczono w acetonie
1 umieszczono w lodbéwce, co spowodowalo wytrg-
cenie zwie;z.ku antybiotycznego 53 607 w postaci soli
sodowej. Wolny kwas mozna otrzymaé przez prze-
mycie 'roz’gworu soli sodowej w octanie sodu woda
doprowadzong do pH 4,5. Odparowanie rozpusz-
czalnikd dalo krysztaly wolnego kwasu zwigzku
antybiotycznego 53 607.

Analiza zwigzku antybiotycznego 53 607 wykazu-
je, ze §trukture tego zwiazku okresla wzér podany
na zalgczonym rysunku.

Zwigzek antybiotyczny 53 607 wykazuje czynnosé
inhibitowania wobec wzrostu szeregu mikroorga-
nizméw Gram — dodatnich. W tabeli I ponizej zsu-
mowano wyniki préb MIC in vitre. Dla tej proby,
kazdy organizm jest inokulowany w serii prébéwek
testowych zawierajacych pozywke i rozne stezenie
zwigzku 53 607, w celu okreslenia minimalnego ste-
zenia antybiotyku w mcg/ml, ktére hamuje wzrost
organizmu w czasie 24 godzin (MIC).

W stosunku do bakterii gram-ujemnych, takich
jak Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Kleb-
siella pneumoniae, Serratia marcescens i Entero-
bacteriacese aerogenes, wartosci MIC w kazdym
przypadku wyniosty > 50.

Zwigzek antybiotyczny 53607 i jego kationowe
sole wykazuja znakomita aktywnosé wobec zaka-
zenn kokcydialnych u drobiu. Wprowadzone do die-
ty kurczat na poziomie 50 do 200 ppm, zwigzki te
sa efektywne w zwalczaniu zakazen spowodowa-
nych Eimeria tenella, E. acervulina, E. maxima, E.
brunnetti i E. nacatrix.

Dane dotyczace skutecznosci zwigzku antybio-
tycznego 53607 i jego soli wobec zakazen kokcy-
dialnych u kurczat otrzymano w nastepujacy spo-
s6b. Grupom 3—5 dniowych kogucikéw bialych leg-
hornéw SPF dawano papkowaty diete zawierajaca
zwigzek antybiotyczny 53607 lub jego s6l sodowa
i/lub potasowa, réwnomiernie rozprowadzang. Po
24 godzinach na tej racji kazdego kogucika inoku-
lowano per os oocystami testowanego gatunku
Eimeria, Inne grupy 3—5 dniowych kogucikow kar-
miono podobny papkowata dieta bez zwigzku anty-
biotycznego 53 607 lub jego soli. Rowniez te zaka-
zano po 24 godzinach, a stanowily one zakazona
kontrole. Jeszcze inng grupe 3—5 dniowych kur-
czat karmiono papkowatg dieta wolng od zwigzku
antybiotycznego 53607 i nie zakazano jej kokcy-
diami. Te stanowily kontrole mnormalng. Wyniki
traktowania oceniano po 5 dniach w przypadku
E. acervulina, a po 6 dniach dla wszystkich innych
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Tabela 1
Organizm . MIC, mcg/’n'ﬂ
Zwigzek 53 607 (360l sodowa)
Staphylococcus aureus 01A005 ‘ 0,78
| 01A052 0,78
01A110 1,56
01A400 1,56
Streptococcus faecalis 02A006 1,56 1
Streptocooccus pyogenes 020203 <0,01 '
Corynebacterium pyggenes 11D001 25
Bacillus subtilis 06A001 0,39
Bacterioides fragilis 78C004 12,5
78C009 6,25
78C010 6,25
Bacteroides vulgaris T8E032 3,12
Haemophilus influenza 54A036 6,25
54A037 3,12
54A059 12,5
Pasteurella multocida 59A001 >200
Clostridium perfringens 10A002 0,98
10A003 0,98
Neisseria sicca 660000 25
Staphyloccecus epidermis 01B087TR 0,78
01B111RR 0,78
01B126 1,56
Fusobacterium necroforum 84C004 3.12
Treponema hyodysenteriae 94A001 0,39
94A002 0,098
Tabela II
Gatunek Dawka Przecietny Uzysk
zakazajacy (oppm) stopient Stosunek! wagi (%)
infekeji
Eimeria tc _ella 200 13 0,41 37
100 1,0(1,3) 0,32 (0,37) 57 (60)
50 2,7(0,3) 0,86 (0,09) 22 (97)
25 3,0(1,7 0,95 (0,49) 47 (102)
Eimeria acervulina 200 1,5 0,75 2
100 1,2 0,69 22
50 2,0 1.00 18
25 2,0 1.00 7
Eimeria necatrix 200 — — -
100 0,0 0,00 69
50 02 0,11 99
25 0,6 0,33 111
Eimeria maxima 200 15 0,94 10
[ 100 0,8 0,50 37
50 1,0 0,63 70
25 1,4 0,88 51
Eimeria brunetti 200 — — —
100 0,4 0,22 47
50 1,0 0,55 49
25 2,6 1,44 47

-

Kryteria stosowane do mijerzenia czynno$ci, przeciwkokcy dialnej sxiadaiy sie z oceny wzeréw od 0 do 4 dla E. te-

" nella, wediug J. E. Lynch ,,A New Method for the Primary Evaluation of Anticoccidial Activity”. Am. J. Vet. Res.

22:324—326_(1961); i 0, do 3 dla innych gatunkow, w oparciu o medyfikacje systemu. oceny opracowans pnzez J. Johnso-
ng i W. H. Reida, ,,Anticoccidial drugs. Lesion Scoring Techniques in Battery and Floor Pen Experiments in Chicks”,
EXp. Parasit. 28:30—36 (19%0). 'Ustalono staly stosunek dzielgc ocene wzeréow w Kkazdej traktowanej grupie przez ocene
Wzerow grupy zakazopej (fOptrolp).
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zakazen, W tabeli II zestawiono uzyskame wyniki.

Warteé¢ karmienia zwierzecia ogélnie okreslano
‘bezposrednio przez karmienie zwierzecia. Brytyjski
-opis patentowy nr 1197826, podaje szczegély oraz
technike pierwszego Zolagdka in vitro, gdzie zmia-
ny powodowane w pozywieniu przez mikroorganiz-
my mierzy sie latwiej i z wiekszg dokiadnoéciqa w
ocenie pozywienia zwierzecia. Technika ta obejmu-
je stosowanie aparatu, w ktérym proces trawien-
ny zwierzat prowadzi sie i bada in vitro. Pozy-
wienie zwierzecia, inokulum zolgdka i rézine pro-
motory wzrostu wprowadza sie do i pobiera z jed-
nostki laboratoryjnej w starannie regulowanych
warunkach, a zachodzagce zmiany bada sie krytycz-
nie { progresywnie w trakcie konsumpcji pozywie-
nia preez mikroorganizmmy. Wzrost zawartosci kwa-
su propionowego w plynie Zolgdkowym wskazuje
na zadang odpowiedZ w ogélnej czynnoséci zoladka
przez promotor wzrostu w skladzie pozywienia.
Zmiane zawartosci kwasu prepionowego wyraza sie
jako procent zawartoéci kwasu propionowego zna-
lezionego w plynie 2oladkowym kontroli. Diugo-
trwale badania Zywienia in vitro stosuje sie do
wykazania wiarogodnej korelacji miedzy wzrostem
kwasu propionowego w plynie Zolagdkowym i lepsza
czynnoécia zwierzat. :

Piyn zoladkowy pobiera sie sonda od krowy, kar-
mionej handlowg racjg tuczacg plus siano, Plyn
zolagdkowy natychmiast przesacza sie przez pidtno
do cedzenia sera i 10 ml dodaje do 50 mil stozko-
wego naczynia zawierajgcego 400 mg standardowe-
&0 substratu (68% skrobia kukurydziana + 17% ce-
lulozy + 15% ekstrahowanej maki sojowej), 10 ml
buforu pH 6,8 i badany zwiazek. Naczynia gazuje
sie w ciggu okolo 2 minut azotem wolnym od tle-
nu i inkubuje we wstrzasowej kapieli wodnej w
ciggu okolo 16 godzin, Wszystkie proby prowadzi
sie w trzech powtérzeniach.

Po inkubacji, 5 ml prébki miesza sie¢ z 1 ml
25% kwasu metafosforowego. Po 10 minutach do-
daje sie 0,25 ml kwasu mrowkowego i wiruje mie-
szaning przy 1500 obrotach na minute w ciggu 10
minut. Nastepnie proébki analizuje sie chromato-
grafia gazowsq, sposobem wedlug D.W. Kellog, J.
Diary Science, 52, 1690 (1969). Oznacza sie wysokosci
pikéw dla kwasu octowego, propionowego i ma-
slowego dla prébek z inkubowanych kolb nietrak-
towanych i traktowanych,

Badany powyzsza procedurg im vitre, zwigzek
antybiotyczny 53607 na poziomie 20 mikrograméw
na milimetr dal okolo 57% wazrost produkcji kwa-
su propionowego w stosunku do tego produktu w
roztworze kontrolnym bez dodania antybiotycznego
zwigzku 53607. Dla poréwnania, dostepna w han-
dlu monensyna (inny policykliczny \antybiotyk ete-
rowy), na poziomie 10 pm/ml daje okolo 20%
‘wzrost kwasu propionowego w stosunku do kon-
troli (J. Amer, Chem. Soc. 89, §737 (1969)).

Poré6wnany z salinomycyng (J. Antibiotics, 27:814,
{19M) zwigzek antybiotyczny 53607 dawal okolo
43% 'wzrost kwasu propionowego na poziomie
20 pe/mi i okolo 40% wazrost przy 5 yeg/ml, w po-
TOwnaniu ze wzrostem o okolo 52% dla salino-

mycyny przy 5 pgfml
Bazujac na tych danych mwoZna przewidzieé, ze

) ¢}

Zwiazek antyhiotyczny 53607 polepszy. . utylizacje
paszy przez zwierzgta przezuwajgee, takie jak by-
dio i owce i przez zwierzeta jednozoladkowe, takie
jak $winia i krdliki. Zwiazek antybiotyczny 53 607
mozna dodawaé¢ do kompozycji paszowej w postaci
wolnego kwasu, soli sodowej, soli potasowej lub
ich mieszanin. Surowe postaci zwigzku antybio-
tycznego 53 607 lub suszong brzeczke fermentacyjna

. zawierajacg antybiotyk mozna dodawaé do kompo-
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zycji paszowej na zgdanym poziom.e stezenia ak-
tywnosci.

Ponizsze przyklady pelniej ilustruja operacje we-
diug wynalazku lecz nalezy rozumieé, ze wynala-
zek nie jest ograniczony przykladami.

Przyktad L ‘

a) Inokulum. Sporzadzono sterylng pozywke wod-
ng o nastepujgcym skiadzie:

Skiladnik graméw/lifr
Preparat Cerelose 10
skrobia 20
ekstrakt z drozdiy 5
Preparat NZ Amine YTT * 5,
wodorofosforan dwupotasowy 0,5
maczka miesna 5
chlorek kobaltu 0,002
weglan wapnia 4

pH 7,1—72

Komdrki ze skosu Streptomyees halstedii ATCC
31812 przeniesiono do serii kolb o pojemnosci 300
mil zawierajagcych 40 ml tej sterylnej pozywki i
wstrzasano na wstrzasarce obrotowej w tempera-
turze 28—36°C, w ciqgu 3—4 dni.

b) Fermentacja. Podwielokrotno§é rosngcej ho-
dowli, wystarczajacag do uzyskania 2% objeto$é/ob-
jeto$é inokulum przeniesiono do czterolitrowych
fermentoréw zawierajacych po dwa litry naste-
pujacej sterylnej pozywki:

Skladnik graméw/litr
Preparat Cerelose 10
Preparat NZ Amine A 5
skrobia 20
ekstrakt z drozdzy 5,0
weglan wapnia 1,0

woda — uzupehlienie do 1000 ml

Fermentacje prowadzono w temperaturze 30°C
przy mieszaniu z szybko$cig 1700 obrotéw na mi-
nute (RPM) i napowietrzania jedna objeto§é po-
wietrza na objeto$¢ brzeczki na minute do zaob-
serwowania znacznej aktywnoéci (bazowanej na
oznaczeniu krazkowym antybiotyku wobec B, sub-
tilis ATCC 6633 *), zwykle 3—5 dni. Calg brzeczke

* Rejestrowany znak handlowy enzymatycznego hydro-
lizatu kazeiny, Humko Sheftield Chemical Co., Inc.
Bioaktywnos¢ brzeczki i nastgpne strumienje odzysku
kontrolowano stosujac wrazliwy szczep Baccilus sub-
tilis ATCC 6633 lub Staphylococcus aureus ATCC 6538.
Skladniki w brmzeczce 1 strumieniach odzysku uwido-
czniono stosujac piyty z 2elem krzemionkowym w na-
stepujagcym ukladzie: octan etylu/‘metanol 9:1 ludb
chloroform/metanol 9:1, a plyty spryskiwano wani-
ling (3 g waniliny w 97,0 ml etanolu 1 3,0 ml stez.
kwasu siarkowego) i nastepnie ogrzewano w 80°C.
Alternatywnie, pilyty nakladano na agar, posiewano
S. aureus lub B. subtilis do kt6rych dodawano 1,0 mi
1% roztworu tetrazollowego 1 inkubowano w 37°C w
ciggu 16 godzin, dla uwldocznienla antybiotyku (kla-
rowne obszary wobec r6zowego tia).
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sgczono przy obojetnym pH, stosujgc sSrodek ulat-

‘wiajacy saczenie (Super Cel lub Celite), przesgcz

ekstrahowano ketonem metyloizobutylowym lub
n-butanolem. Faze organiczng oddzielono od fazy
wodnej przez zassanie i przeésgczano dla usuniecia
zawieszonego materiatu. Placek filtracyjny zawie-
szano w metanolu, sgczono, odparowywano meta-
nol, a pozostalo$¢ ekstrahowano tym samym roz-
puszczalnikiem, jaki stosowano do ekstrakcji brze-
cozki. Ekstrakty polaczono i odparowano w prézni,
otrzymujac lepki olej. Olej zawieszono w heptanie,
mieszano z zelem krzemionkowym i saczono. Pla-
cek filtracyjny wielokrotnie przemyto heptanem,
a produkt eluowano stopniowo samym chlorofor-
mem, mieszaninami chloroformu i octanu etylu i
na konicu octanem etylu. Po chromatografii cienko-
warstwowej (TLC) i analizie biologicznej frakciji,
frakcje aktywme polgczono i odparowano w préini,
a pozostalo§é rechromatografowano, otrzymujac
zwigzek antybiotyczny 53 607 w postaci ciala state-
go. Widmo w podczerwieni (pastylka KBr) mikro-
néw: 2,95, 3,42, 6,00, 637, 6,85, 7,14, 7,30, 7,65, 7,90,
8,10, 9,05, 9,15, 9,67, 10,00, 10,18, 10,53, 11,15 11,40,
11,75, 13,25. Stwierdzono, ze jest on rozpuszczalny
w chloroformie, octanie etylu, metanolu i ketonie
metyloizobutylowym nierozpuszczalny w wodzie.

Przyktad II. Sporzadzono inokulum jak opi-
sano w poprzednim przykladzie, z tym, ze stoso-
wano 700 ml pozywki na' kolbe, a inokulum we
wstrzgsanych kolbach fermentowano w ciggu 3—4
dni w temperaturze 28°C. Stosowano butle z dwe-
ma ramionami bocznymi.

Fermentor o pojemnosci 6435 1 zawierajgcy 45401
ponizszej sterylnej pozywki inokulowano szescio-
ma litrami (0,1%) powyzZzszego inokulum:

Pozywka fermentacyjna

Skiladnik gramow/litr
Preparat C=2.elose 1,0
kazeina 5,0
skrobia 5,0
namok kukurydziany 5,0 ml
weglan wapnia . 3,0
chlorek kobaltu 0,002
woda do 1 litra

pH 6,9—7.0 -

Fermentor wtrzymywano w temperaturze 28°C,
przy napowietrzaniu i mieszaniu z szybkoscig 1700
RPM. Po 120 godzinach fermentor oprézniono. Ca-
13 brzeczke 4540 1 ekstrahowano 945 litrami ketonu
metyloizobutylowego, warstwy rozdzielono w eks-
traktorze (Podbielniak), a faze organiczng odparo-
wano w préini, otrzymuijac okolo 30 1 oleju. Olej
dalej odparowywano w prézni w wyparce obroto-
wej. Pozostaly syrop zawieszono w heptanie, mie-
szano z zelem krzemionkowym i saczono, kilka-
krotnie przemywajac heptanem. Przemyty placek
filtracyjny przerobiono jak opisano w przykladzielI,
otrzymujac 300 g oleju. Olej rozpuszczono wW ma-
lej ilosci chloroformu, roztwdér wylano na filtr
(Lapp) zawierajacy 3,5 kg zelu krzemionkowego
(Merck, gatunek 60), a zloze Zelu krzemionkowego
przemyto kolejno porcjami po 5 galonéw chloro-
formu, octanu etylu i acetonu, Frakcje badano
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chromatogratfia cienkowarstwows. Stwierdzono, ze
produkt znajduje si¢ prawie wylgcznie we frakciji.
octanu etylu. Pozostale frakcje odrzucono, frakcje:
octanu etylu odparowano do sucha w prézni, otrzy-
mujgc 150 g koncentratu. Koncentrat dalej oczy-
szczano chromatografia na 8,0 1000 ¢cm kolum--
nie wypelnionej zelem krzemionkowym (Merck, ga--
tunek 60), przez zawieszenie w octanie etylu. Ko--
lumne eluowano octanem etylu, pobierajgc 1 litro--
we frakcje z szybkoécig 60 ml/minute. Frakcje za--
wierajagce produkt potaczono i odparowano w préz--
ni, otrzymujac 85 g produktu.

Produkt przepuszczono przez kolumne zawiera--
jaca jeden kilogram Sephadex LH-20, eluujagc me-
tanolem z szybkoscia przeptywu 0,25 ml/minute.
Pobierano frakcje 300 mil. Polgczenie frakcji za-
wierajgcych produkt i odparowanie rozpuszczalni--
ka dalo 30 g materialu stalego. Materiat ten roz-
puszczono w 500 ml chloroformu, roztwér przemy-
to taka samg objetoscia 5% buforu NaHzPO,, ktoéry
doprowadzono do pH 4,5 za pomocg 85% kwasu
fosforowego. Oddzielono faze organiczna, przemyto
500 ml 5% buforu Na,HPO, doprowadzonego do pH
9,0 za pomocyg LN wodorotlenku sodu, Ekstrakt wy-
suszono nastepnie nad bezwodnym siarczanem so-
du i odparowano do sucha w proézni, Pozostalo$é
rozpuszczono w acetonie i pozostawiono do krysta-
lizacji w lodowce. Krysztaly zebrano przez sacze-
nie i wysuszono pod wysoka préznia w temperatu-
rze pokojowej, otrzymujac 14 g soli sodowej zwigz-
ku antybiotycznego 53 607, temperatura topnienia
199—204°C.

Skrecalno$é optyczna: (alfa)p + 44° (c=1, chloro-
form)
(alfa)p+37° (c=a, metanol).
Widmo w nadfiolecie: lambdamax, 233 nm (metanol)

1%
E =212
1 cm

Widma w podczerwieni (pastylka KBr) mikronéw:
2,95, 342 6,00, 637, 685 1714, 730, 17,65 7,90,
8,10, 9,05, 9,15, 9,67, 10,00, 10,18, 1053, 11,15, 11,40,
11,75, 13,25.
Widmo w podczerwieni przedstawiono na figurze 1.
Analiza elementarna: C 57,54; H 7,74; N 0,0.
Stosujac bufor KHPO, (pH 45) i K:HPO, do-
prowadzony do 9,0 za. pomocg 1IN wodorotlenku po-
tasu w powyzszej procedurze, w podobny sposéb
otrzymuje sie s61 potasowa zwigzku antybiotycz-
nego 53607, Podobnie otrzymuje sie s61 amonows,
stosujac w powyzszej procedurze (NHYH,PO, i
(NH,):HPO,,

Przyktad IIL

Cze$é powyzszej soli sodowej zwigzku antybio-
tycznego 58 607 rozpuszczono w octanie etylu, do-
dano wody i za pomocg 8% kwasu fosforowego
doprowadzono faze wodng do pH 45 Oddzielono
warstwe organiczng, wysuszono (NajgSO,) i odpa-
rowano w proéni, otrzymujac wolny kwas zwigz-
ku 53 607, temperatura topnienia 84—94°C. Analizg
elementarna otrzymano na prébce suszonej w cig-

' gu nocy pod wysoka préinia w temperaturze poko-

jowej: C 64,96, H 8,91; N 0,0.
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Stwierdzono, ie kwas jest nierozpuszczalny w
“wodzie; rozpuszczalny w chioroformie, octanie ety-
Ju, metanolu i ketonie metyloizobutylowym.
(alfa)p + 74,5° (c=i, chloroform)
(alfa)p + 49,7° (c=1, metanol)
Widmo w nadfiolecie: lambdangy 233 nm (metanol)

1%
E =198.
lem

‘'Widmo w podczerwieni (pastylka KBr) mikronéw:
2,9, 3,45, 6,00, 6,85 728, 813, 9,05 9,67, 10,20,
10,55, 11,15, 11,48,

Widmo jest przedstawione na figurze 2.

S61 barowq sporzadza sie przez wstrzgsanie 2,0g
wolnego kwasu rozpuszczonego w 80 mil octanu
etylu z takg samg objetoscia wody zawierajacej
2,4 g oSmiowodzianu wodorotlenku baru. Rozdzie-
la sie warstwy, faze organiczng przemywa §wiezym
roztworem Ba(OH),* 8HyO, suszy (Na;SO() i odpa-
rowuje w prézni, otrzymujac zadang s61 zwigzku
antybiotycznego 53 607.

S61 wapniowqa otrzymuje sie powyisza procedu-
rg, lecz stosujac zamiast oSmiowodzianu wodoro-
tlenku baru wodorotlenek wapnia.

Przyklad IV,

Przeprowadza sie¢ procedure z przykiadu I lecz
stosujac 4% objetosciowo/objetosciowych inokulum
w czterolitrowych fermentorach, zawierajacych
po dwa litry nastgpujacej sterylnej pozywiki:

Skladnik graméw /litr
Preparat Cerelosa 10
skrobia kukurydziana 10
maka sojowa 10
weglan wapania 1
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fermentujacy material staly kukurydzy &
chlorek sodu 5
pH 7,0

Fermentacje prowadzono w ciggu dwoch dni w
temperaturze 36°C, przy mieszaniu z szybko$cig
1700 RPM i przepuszczeniu powietrza z szybkos-
cig 2 objetosci /1 objeto$é brzeczki na minute. Ca-
13 brzeczke ekstrahowano chloroformem i przero-
biono jak opisano w przykiadzie I, otrzymujac
zwigzek antybiotyczny 53607 w postaci mieszani-
ny soli sodowej, potasowej i wapniowej.

Gdy powtarza sie powyisza procedure stosujgc
pozywke fermentacyjng zawierajacy zamiast ce-
relozy gliceryne, zamiast fermentujacego materiatu
stalego kukurydzy maczke rybng lub make z na-
sienia bawelny i prowadzac fermentacje przy pH
8,0, w temperaturze 28°C w ciggu 6 dni, wyniki
s3 zasadniczo nie zmienione.

Zastrzezenia patentowe

1. Spos6b wytwarzania nowego, kwasowego, po-
licyklicznego antybiotyku eterowego o wzorze po-
danym na zalgczonym rysunku, znamienny tym,
2e prowadzi sie¢ hodowle mikroorganizmu Strepto-
myces halstedii ATCC 31812 w wodnych pozyw-
kach hodowlanych zawierajgcych asymilowane Zréd-
lo wegla, azotu i nieorganicznych soli, w warun-
kach podpowierzchniowej fermentacji aerobowej,
az do uzyskania znacznej iloSci tego antybiotyku.

2. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
antybiotyk wydziela sie z pozywki fermentacyijnej.

3. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze
potywke fermentacyjng doprowadza si¢ do stanu
suchego,
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