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NOVE SPOSOBY BIOSYNTETICKEJ VYROBY ANTIBIOTIK (I)
VYROBA TECHNICKEHO CHLORTETRACYKLINU

E. BELIK, M. HEROLD, M. HUDEC, J. MISECKA, J. ZELINKA

Pokusné pracovisko kukuriéného vyluhu Slovenskych Skrobarni, n. p., Bolerdz
Vyskumny tstav antibiotik v Roztokéich pri Prahe

Vietky hibkové fermentacie antibiotik sa na celom svete robia na ziklade’
pévodného riefenia biosyntetickej vyroby penicilinu. Pritom je zndme, Ze pri
fermentécii penicilinu jednou z hlavnych podmienok dobrého priebehu pro-
dukcie antibiotika je sterilita pody pred odkovanim a dokonald ochrana
kultiry pred cudzou mikroflérou pocas kultivacie [1]. Uskutoénenie bio-
syntetickej vyroby penicilinu vo velkych objemoch za dodrzania sterilnych
podmienok priebehom fermenticie bolo svojho déasu priamo revoluénym
skokom v kvasnom priemysle a umoZnilo obrovsky rozmach vyroby peni-
cilinu v rokoch 1945—1948. V priemyselne vyspelych §tatoch bola v tychto
rokoch vybudovani velké fermentadnd kapacita pre vyrobu penicilinu.
Neustdle zvySovanie vytaznosti vyroby, ktora bola dand predovsetkym
vyvojom vysokoprodukénych kmetov, zdokonalenim technolégie a stupiio-
vanim vytazkov izolacie viedlo v3ak k tomu, Ze vyrobnd kapacita penicilino-
vych zavodov sa stala nadmernou a bolo nevyhnutné vyuzit ju pre iné fer-
mentacie. Tato okolnost podstatne prispela k neobyéajne rychlemu zavedeniu
dalsich novoobjavenych antibiotik do vyroby vo velkom rozsahu. Tym sa
stalo, Ze fermentadnd technolégia a aparatira vyroby penicilinu bola bezo
zmeny, mozno povedat takmer mechanicky prevedend na vyrobu novych
antibiotik, napriklad streptomycinu v rokoch 1946—1947.

Dodrzanie absolttnej sterility pody pred odkovanim a dokonald ochrana
pody pred cudzou mikroflérou priebehom celej doby fermentdcie zostavali
stale dominantnou poZiadavkou pri konstrukeii fermentaénych kadi, a to
i pri vyrobe antibiotik so Sirokym spektrom téinnosti [8].

Zistili sme, Ze chlértetracyklin nie je nevyhnutné vyrabat za dodrzania
poziadaviek sterility [2]. V pbévodnej praci [3] sme experimentdlne v rade
pokusov fermentovali bez dodrzania podmienok sterility. Dalej sme fer-
mentacéné pédy zdmerne kontaminovali baktériami, kvasinkami i prirodnym
materidlom, napr. silne zneéistenou rieénou vodou alebo zeminou. Zistili sme,
Ze i zdmernd kontamindcia nespdsobila zniZenie produkeie chlértetracyklinu.
Na zéklade ziskanych laboratérnych vysledkov sa uskutoénil rad fermentacii
chlértetracyklinu a oxytetracyklinu v drevenych 100 litrovych kadiach
bez dodrzania podmienok sterility [4].

Vzali sme si preto za tlohu vypracovat nové biosyntetické postupy na vy-
robu antibiotik vo vadsich objemoch. V tejto praci referujeme o pokusnej
vyrobe chlértetracyklinu.
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Experimentalna &ast

Kmeri. PouZili sme produkény kmen Streptomyces Aureofaciens Bg a Streptomyces
aureofaciens BM-K.

Sporovy materidl vysuSenych kmenov sa pripravil vyoékovanim raz mesaéne z piesko-
vej konzervy na sporulaént pédu ¢. 16 tohto zloZenia: sachar6za 0,3 %, dextrin 1,5 %,
modovina 0,01 %, NaCl 0,05 %, K,HPO, 0,05 %, MgS0,.7H,0 0,05 %, peptén. 0,6 %,
misovy extrakt 0,1 %, FeSO,;.7H,0 0,001 %, agar 3 % a destilovand voda. pH pred
sterilizdciou bolo 7,2. Péda sa rozliala do Endovych skamaviek po 25 ml, sterilizovala
40 minat pri 1,1—1,2 atp a zoSikmila sa [3]. Kondenzovana voda v Endovych skumav-
kéch sa vysuSila 5—7 dfiovym uchovavanim pri teplote 28 °C. Po naotkovani sa kulti-
vovala 10 dni pri teplote 28—30 °C. Po kultivécii sa Endove sktimavky uloZili do chlad-
nidky pri 45 °C a pouZivali sa najviac do jedného mesiaca.

Vegetativne inokulum sme pripravili na rotaénej trepatke (180 ot/min, pri excentricite
5,6 cm) v 500 ml varnych bankéich s obsahom fermentaénej pody &. 8/8 tohto zloZenia:
sacharéza 3 %, s6jovd muka 2 %, NaCl 0,5 %, CaCO, 0,4 %, (NH,),S04 0,2 %, melasa
0,2 % a kukuriény vyluh (60 % suSiny) 0,5 %. pH sme 20 % -nou H,SO, upravili na 5,8.
Po6du sme rozliali po 60 ml do 12 baniek a sterilizovali 40 minat pri 1,1—1,2 atp. Po
vysterilizovani mala péda pH 6,6—6,8. Z tychto baniek sme jednu banku naotkovali
jednou kluékou spér a 24 hodin kultivovali pri teplote 28—30 °C. Takto ziskanou prvou
generéciou sme naockovali ostatné banky & 3 ml tohto inokula. Banky sme tak isto
kultivovali na rotaénej trepatke pri 28—30 °C. Po 24 hodinéch kultivécie sme 6 baniek
odobrali z trepacky, zliali sterilne do 2 baniek a uloZili do chladniky. Ostatné banky
sme kultivovali do dosiahnutia maximélne] produkcie antibiotika (4. dein) a pouZili
na stanovenie sterility a produkcie. Po vyhovujiicom sterilitnom a produkénom teste
sme banky z chladnié¢ky pouZili na inokulécin o€kovacieho tanku.

Priprava inokula v ofkovacom tanku

V pokusnej prevéidzke sme instalovali 100 litrovy o&kovaci tank z nehrdzavejucej
ocele. Tank je vybaveny propelerovym mieSadlom. prevzdusiovacim vencom, vyhrev-
nym a chladiacim duplikdtorom, mechanickym odpenovadom upevnenym na hriadeli
a beZnou potrebnou armatirou [5]. Na zaodkovanie 60 litrov vysterilizovanej fermen-
taénej pody &. 8/8 (120 °C po dobu 40 minut) sa pouzil obsah jednej banky z chladniéky.
V olkovacom tankusme kultivovali za nepretrzitého miesania (370 ot/min) a prevzdus-
fiovania (30 1/min) pri kultivaénej teplote 28—30 °C po dobu 24—28 hodin podla kvality
inokula. Inokulum sme v laboratériu, ako aj v o€kovacom tanku pripravili za dodrZania
sterility.

Fermentdcia v drevenyjch kadiach

Vlastnui fermentéciu sme uskutoénili v drevenych kadiach o obsahu 2000 litrov.
Drevené fermentatné kade sme vybavili miefadlom, prevzdusiovacim vencom, vyhrev-
nymi a chladiacimi hadmi a mechanickym odpenovadom (obr.1 a 2). Fermentadéna pédu
‘zloZenia 8/8 (1000 litrov) sme iba povarili 40 minat a po ochladeni na kultivaénu teplotu
28—30 °C sme ju zao8kovali celym obsahom pripraveného inokula v oékovacom tanku.
Kultivovali sme za ustaviéného mieSania (150 ot/min) a prevzduSnovania poloviénym
objemom (500 l/min) po dobu 45—50 hod. Poéas fermentdcic sme sledovali priebeh
zékladného metabolizmu.
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Obr. 1. Fermentadné
kada.
1. elektromotor, 2. pozo-
rovacie sklo, 3. mecha-
nicky odpeniovaé, 4. lo-
Zisko hriadela mieSadla,
5. vyhrievaci a chladiaci
had, 6. mieSadlo, 7. pre-
vzdughovaciveniec, 8. pre-
vodové skriiia, 9. prielez,
10. uzéver horného vrch-
néka nédrZe, 11. objimka

L€ — _,_ —] na teplomer, 12. vytoko-
; T * - 3 vé potrubie.
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Filtrdacia pédy

Po dosiahnuti maximélnej produkcie antibiotika sme do pody pridali 0,1 % CaCO,
a sfiltrovali na vdkuovom rotaénom filtri typu Door-Oliver. Ako filtraénti vrstvu sme
pouZili zemiakovy Skrob [7]. Na Skrobovej vrstve zachytené asti vyfermentovanej pody
sme odrezévali posuvnym noZom.

Sudenie prepardtu

Odfiltrovany vlhky materidl sme vysuSili v elektrickej skrifiovej sufiarni pri maxi-
mélnej teplote 60 °C.

Mletie a koneénd dprava prepardiu

VysuSeny preparat sme rozpréskovali na kamennom mlyne, zhomogenizovali a stano-
vili v iom obsah chlértetracyklinu. Na zéklade stanovenia chldértetracyklinu sme homo-
genizéciou uskutoénili koneénd tpravu preparatu na Standardny obsah 10 000 y CTC/1 g.
Ako riedidlo sme pouZili zomleté vypalky kukuriénej Skrobdrne. Homogenizovali sme
v rotatnom homogenizatore.

Technologicky postup je zrejmy zo schémy vyroby na obr. 3.

T

Obr. 3. Schéma vyroby technického chlértetracyklinu.
1. Endova skumavka, 2. rotaénd trepalka, 3. olkovaci tank, 4. fermentaénd kada,
5. véakuovy filter, 6. sudiaren, 7. mlyn, 8 homogenizator.

Kontrolné a analytické metédy

Sterility sme uskutoénili v tekutych bujénoch a na krvnom agare. Chlértetracyklin
v produkénych pddach a v hotovom produkte sme stanovili kolorimetricky [6], celkovy
dusik metédou Kjeldahlovou, aminodusik podla Sérensena, cukry po inverzii modifi-
kovanou Bertrandovou metédou [9], hodnoty pH ionoskopom.

Priebeh zdkladného metabolizmu znazorfiuje obr. 4, z ktorého je zrejmé, %e biosyntéza
chlértetracyklinu prebieha rychlej$ie ako za prisne sterilnych podmienok. V priebehu
rokov 1956—1957 dosiahli sme produkeiu chlértetracyklinu vo fermentaénych kadiach
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pri bezporuchovej prevédzke s kmeinom Streptomyces aureofaciens Bg 700—1100 y CTC/ml,
s kmenom Streptomyces aureofaciens BM-K 1500—2100 y CTC/ml priebehom 48—50 hod.
kultivécie.

Dakujeme vdetkym pracovnikom ndrodnych podnikov Slovenské Skrobdrne v Bolerdze
a Penicilin v Roztokdch pri Prahe, ktori aktivne pomohli pri budovani pokusnej prevadzlky.
Dalej dakujeme za mimoriadne porozumenie a aktivnu pomoc riaditelovi Hlavnej sprdvy
Poverenictva potravindrskeho priemyslu a vykupu polnohospoddrskych vyrobkov s. Gécimu
@ za projekéné prdce konstruktérovi Vyskumného ustavu antibiotik s. Mrvowvs.
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V priebehu jedného a pol roka nepretrzitého chodu pokusnej vyroby sme
potvrdili spravnost vysledkov biosyntézy chlértetracyklinu za nesterilnych
podmienok.

Produkcia dosiahnutd naS$im novym postupom s kmetiom Streptomyces
aureofaciens Bg je 700—1100 y CTC/ml, s kmetiom Streplomyces aureofaciens
BM-K je 1500—2100 y CTC/ml, pritom biosyntéza chlértetracyklinu pre-
bieha rychlejsie ako za prisne sterilnych podmienok.

Na zéklade dosiahnutych vysledkov buduji sa v CSR dalsie. zariadenia
na vyrobu technickych antibiotik.



126 E. Bolik, M. Herold, M. Hudec, J. Migetka, J. Zeclinka

HOBBIE CIIOCOBBI BMIOCMHTETUYECKOI'O TIPOU3BO/JICTBA
AHTHUBOTHUHOB (I)
IMPOM3BOACTBO TEXHNYECKOTO XJOPTETPAIMKJINHA

E. BEJIUK, M. TEPOJIB], M. I'YIEII, . MUIIEYKA, . 3EJINHKA

OnbiTHAA CTAHOEAA JJIA MCCIIEOBAHMA KyKypy3Horo sxcrpakra CIoBamKOro KpaxMasIbHOTO
3aBoja . 3. B Bosiepase

HceremoBaTenbCKuii MECTUTYT aHTHOMOTHKOB B PosToxkax y Ilparu
Brrsojist

B o0neme onbITHOrO DPOE3BOACTBA B TeIeHHU OJHOI'0 I TOJITOA HOCTOSHHOIO X074 3TOrO
OPOH3BOACTBA MBI IOATBEPAUIIN NIPABHILHOCTE PE3YILTATOB OAOCAHTE3A XIOPTETPANMKIAHA
B HECTePHJILHBIX YCIOBHUSIX.

HamunM HOBEIM crioco60M IOJTy9eHHas: PHOLYKIUA IPA IOMOLTE pofa Streptomyces aureo-
faciens Bg npencrasnser 700—1100 y CTC/mn, npm nomomu popma Streptomyces aureo-
faciens BM-K 1500—2100 ¢y CTC/mu, npn 9em GHocEHTe3 XJI0pTeTpanAKInHA AjeT OsicTpee,
94eM OpY TOTHO CTePHJILHLIX YCJIOBHAX.

Ha ocHOBaEHH DOJyd9eHHLIX pe3yibTaToB B UCP cTposaTcst fmanpHedmue OOBEKTHI s
NPOHM3BO/ICTBA TeXHAYECKHX AHTHOMOTHKOB.

ITocrymuio B pepaxnuio 23. 8. 1957 r.

NEUE ARTEN DER BIOSYNTHETISCHEN ERZEUGUNG VON
ANTIBIOTICA (I). ERZEUGUNG TECHNISCNEN
CHLORTETRACYCLINS

E. BELIK, M. HEROLD, M. HUDEC, J. MISECKA, J. ZELINKA

Versuchsarbeitsstiatte fiir Maisquellwasser der Slowakischen Stérkefabriken,
Nationalunternehmen in Boleréz

Forschungsinstitut fiir Antibiotica, Roztoky bei Prag
Zusammenfassung

Im Umfang einer Versuchserzeugung bestitigten die Autoren im Verlauf eines andert-
halbjahrigen Gangs dieser Erzeugung die Richtigkeit der Ergebnisse der Biosynthese
von Chlortetracyclin unter nicht sterilen Bedingungen.

Die erreichte Produktion nach diesem neuen Verfahren der Autoren mit dem Stamm
Streptomyces aureofaciens Bg betragt 700—1100 y CTC/ml, und mit dem Stamm Strep-
tomyces aureofaciens BM-K 1500—2100 y CTC/ml, wobei die Biosynthese des Chlor-
tetracycling unter diesen nicht sterilen Bedingungen rascher verlduft als unter streng
sterilen.

Auf der Grundlage der erzielten Ergebnisse werden in der CSR weitere Kapamtaten
fiir die Erzeugung technischer Antibiotica Aufgebaut.

In die Redaktion eingelangt den 23. 8. 1957
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