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Pfedm&tem vynédlezu je zplsob plipravy
kokeidiostatického antibiotika monensinu B,
podle kterého se kultivuje mutantni kmen
Streptomyces cinnamonensis 179, uloZeny
ve sbirce mikroorganismit University J. E.
Purkyn& v Brn& pod & CCM 3504, v subs-
mersni kultu¥e pfi 25 aZ 42 °C 3 aZ 6 dni v
kapalném Zivném prostiedi, které obsahuje
v hmotnostni koncentraci

glukozu 1 az 8 %
s6jovou mouku 1az2 %
siran Zelezity 0,02 az 0,2 %
uhligitan vapenaty 0,3 %
chlorid sodny 0,3 %

propionat sodny 0,1 aZ 0,4 %

nateZ se vysledny produkt izoluje znadmym

zplisobem.
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Vynélez se tykd zplisobu pfipravy monen-
sinu B fermentaci kmene Streptomyces cin-
namonensis sp. 179.

Pfi vyrob& monensinu (kokcidiostatického
antibiotika A 3823) podle US patentu &islo
3501568 fermentaci kmene Streptomyces
ATCC 15413 vznikd komplex 4 monensino-
vych antibiotik A, B, C, D, které se lisi svoji
biologickou aktivitou,

Zpiisobem pfipravy monensinu podle vy-
nélezu bylo zm&nami ve sloZeni fermenta&ni
pidy dosaZeno regulace tvorby jednotlivych
sloZek komplexu tak, Ze vznikd v pFevdZné
mife pouze monensin B.

Pfedmétem vynélezu je tedy zplisob p¥i-
pravy monensinu B, jehoZ podstatou je, Ze
se kultivuje mutantni kmen Streptomyces
cinnamonensis 179, uloZeny ve Sbirce mikro-
organismii University ]. E. Purkyn& v Brné&
pod & CCM 3504, v subsmerzni kultufe p¥i
25 aZ 42 °C 3 a¥ 6 dni v kapalném Zivném
prostFedi, které obsahuje v hmotnostni kon-
centraci

glukézu laze %
s6jovou mouku laz2 %
siran Zelezity 0,02 aZ 0,2 %
uhliitan vdpenaty 0,3 %
“chlorid sodny 0,3 %

propiondt sodny 0,1 a¥ 0,4 %
naceZ se vysledny produkt izoluje zndmym
zpiisobem.

Déle je uveden pfiklad zpilisobu pi¥ipravy
podle vynélezu.

Prfiklad

Priprava monensinu B submerzni fermentact
na Zivné pd& s propiondtem sodnym.

Spory mutantniho produk&niho Kkmene
Streptomyces cinnamonensis 179 se naotkuji
na 8ikmy Zivny agar nésledujiciho sloZenf
v hmotnostni koncentraci

kvasi&ny extrakt 0,4 %
sladinovy extrakt 1,0 %
glukéza 0,4 %
oxoid agar 3,0%
voda dest. doll
pH 7,3

Zaotkovand plda se kultivuje p¥i 28 °C
10 dni. Spory se smyji 10 ml sterilni dest.
vody a 1 ml ziskané suspenze se ofkuje 50
mililitry inokula&ni pidy v 500 ml varnych
baiikéch.

Inokulaéni pfida mé nédsledujici sloZeni v
hmotnostni koncentraci

s6jovd mouka 1,5 %
glukoza 2,5 %,
CaCOs 0,3 %

NaCl 0,3 %

4
Fe2(S04)3 0,03 %
voda do 11
pH 6,4

Pida pred ofkovdnim se sterilizuje pHi
120°C a tlaku 100 kP po dobu 35 min. Za-
ofkované inokuladni batiky se kultivuji 20
az 24 hodin pfi 38 °C na rotadni tfepaéce o
frekvenci 168 kyvii za min. Produk&ni baiiky
se otkuji 2 % obj. inokula.

SloZeni produkéni plidy v hmotnostni kon-
centraci

s6jovd mouka 1,5 %
glukdza 5,0 %
propiondt sodny 0,2%
CaCOs3 0,3 %
Fe(S04)3 0,03 %
pH 6,4

Naocfkovand produkéni pfida v 500 ml
varnych barikach se kultivuje p¥i 38 °C, 120
hod. na vy3e popsané rota¢ni tFepadce.

Po skongeni fermentace se upravi pH fer-
mentadni tekutiny 10% roztokem sody na
hodnotu 8 aZ 9 a smé&s se zfiltruje. Filtrat
se extrahuje 3X chloroformem a spojené
extrakty se odpaii za vakua. Filtragni kol4&
se extrahuje 4X methanolem, filtraty se
spoji, za sniZeného tlaku se oddestiluje roz-
poudt&dlo a odparek se dosu$i. Odparky
ziskané z filtrdtu i koldfe se rozpusti ve
100 ml methanolu, roztok se smisf se 100 ml
10 % hmot. vodného roztoku chloridu sod-
ného a smés se extrahuje 3X vZdy 100 ml
petroletheru.

Petroletherové extrakty se spoji a pro-
tfepou 3X se 100 ml smé&si methanolu s 10
procenty hmot. roztokem chloridu sodného
v objemovém poméru 4 : 1. Vodn&-metha-
nolické vyt¥epky se spoji a smisi s 10 %
hmot. roztokem NaCl, takZe vyslednd smés
obsahuje 40 objemovych % roztoku NaCl
Tato smés se extrahuje 3X chloroformem,
chloroformovy extrakt se odpafi a dosusi za
vakua. Ziskany monensinovy komplex obsa-
huje 75 % monensinu B.

Celkovy obsah monensinfi v submersnich
kulturdch je stanovovan spektrofotometricky
takto: 4 ml submersni kultury se extrahuji
8 ml smési hexan-chloroform (4 : 1), 1 ml
ziskaného extraktu se zfedi 5X butanolem
a pridaji se 2 ml vanilinového &inidla (3 %
vanilin v 1,5 % ethanolické kyseling sirové).
Smé&s se zahfivd 5 min. na vrouci vodni 14z-
ni a po ochlazeni se ihned zmé¥i absorbance
pfi 526 nm. MnoZstvi monensinu se odedete
z kalibra&ni kfivky.

Jednotlivé faktory monesinového komple-
Xu a jejich vzajemny pomér jsou urdovany
chromatografii na tenké vrstvé silikagelu
(na deskdch Silufol — Kavalier) v systému:
heptan-ethylacetdt-methanol (5:4:1V/V/V),
Detekce se provddi postfikem chromatogra-
mu 3% roztokem vanilinu v 1,5% ethano-
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lické kyseliné& sirové a naslednym zdhievem
desky na 110 °C. Submersni kultura po skon-
geni fermentace se extrahuje smési hexan-
-chloroform (4 : 1) a extrakt se odpali do
sucha. Odparek se rozpusti v malém mnoZ-
stvi chloroformu a pouZije pro nandSeni na
chromatogram.

Odparky ziskané zplsobem popsanym Vv
piikiladu lze pouZit pfimo pro pfipravu mo-
nensinového premixu k vyrob& medikova-
nych krmiv pro vykrm ve velkochovech.

V piipadé potfeby lze ziskat Cisty monensin
B. Odparek se rozpusti a odbarvi aktivnim
uhlim a filtrat se déle &isti chromatografii
na sloupci silikagelu zndmym zplsobem.

K eluci se pouZije postupné chloroform a
jeho sm&s s methanolem. Na zéklad& vy-
sledkfi TLC se spoji. frakce obsahujici Zdda-
ny faktor a z odparku se Krystalizaci ze
smési n-hexan-chloroform ziskd &isty pro-
dukt.

PREDMET VYNALEZU

Zptsob piipravy monensinu B, vyznafeny
tim, Ze se Kkultivuje mutantni kmen Strep-
tomyces cinnamonensis 179 CCM 3504, v
subsmersni kKultufe pfi 25 aZ 42 °C 3 aZ 6
dni v kapalném Zivném prostiedi, které ob-
sahuje v hmotnostni koncentraci

glukézu 1a26 %

s6jovou mouku 1az2 %
siran Zelezity 0,02 aZ 0,2 %
uhligitan vapenaty 0,3 %
chlorid sodny 0,3 %

propionat sodny 0,1 aZ 0,4 %

nadeZ se vysledny produkt izoluje zndmym
zpuasobem.
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