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Vynélez se tykd novych antibiotik na ba-
zi polycyklickych etherli s charakterem Kky-
seliny, coZ je t¥ida  sloufenin biologicky
charakterizovanych jejich dfinkem na pfe-
néddeni kationtll do mitochondrii, Tato sku-
pina antibiotik zahrnuje:

monensin (J. Amer. Chem. Soc., 89, 5737,
1967),

nigericin (Blochem. Biophys. Res. Comm.,
33, 29, 1968),

grisorixin (]. Chem. Soc. Chem. Commun.,
1421, 1970),

dianemycin (]. Antibiotics, 22, 161, 1969),
salinomycin (J. Antibotics, 27, 814, 1974),
antibiotikum X-537A (]J. Chem. Soc. Chen.
Commun., 967, 1972), ’

antibiotikum X-206 (]J. Chem. Soc. Chem.
Commun., 927 1971),
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antibiotikum AZ204A (]J. Amer. Chem. Soc.,
93, 3399, 1973).

Antibiotika na bé&zi polycyklickych ethe-
ri vySe uvedené jsou aktivni proti gram-
-positivnim bakteriim, houbdm a prvokiim.
Vyvijejl vyraznow aktivnost vi¢i kokcidiim.

Patent US 3 839 557 popisuje zplsob zlep-
Sovan{ vyuZitl krmiv pfeZvykavci a mono-
gastrickymi zvifaty, Zivenymi vldknitymi
hmotami rostlinného pfivodu, kterym se po-
davéd monensin, dianemycin, nigericin nebo
jind antibiotika na bézi polycyklickych ethe-
ril.

Vynélez se tykd nového antibiotika na
bazi polycyklickych etherli oznafovaného -
jako slouCenina 38 295 vzorce: -
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Uvedend antiblotlcké sloutenina se vy-
rdbi tak, ¥e se mikroorganismus Strepto-
myces hygroscopxcus ATCC 31050 kultivuje
za teploty 28 aZz 36°C ve vodném Zivném
prostiedi obsahu]Icun asimilovatelny zdroj
uhliku, dusiku a anorganickych soli za sub-
merznich aerobnich podminek a antibioti-
kum se izoluje bud oddé&lenim z fermentac-
nf kapaliny extrakci fermentadni{ kapaliny
organickym rozpous$tédlem nemisitelnym s
vodou a chromatograficky koncentrované-
ho extraktu na sloupci silikagelu nebo od-
pafenim fermentaéni kapaliny.-

Mikroorganismus, jehoZ se pouZiv4 k pii-
pravé antibiotika podle vyndlezu, byl izolo-
vén z pldniho vzorku z Japonska. P¥stoval
se v fad€ Zivnych pid pouZivanych k iden-
tifikaci tohoto rodu a vysledek byl, Ze se
dosdhlo v podstaté podobného popisu jaky
plati pro Streptomyces hygroscopicus.

Kultura (Pfizer F. D. 23604) byla porov-
nfvédna v rad& charakterizujicich vyznakf
na rdznych Zivnych ptdédch kulturou Strep-
tomyces hygroscopicus 482,48, ziskanou z
vel'ejné nizozemské 'sbirky Kkultur, Centra-
albureau voor Schimmelcultures [CBS). Po-
rovnédnl i rozhodovéni se provéd#la na b4-
z1 popisu uvedeného druhu v Applied Mic-
robiology, 4,243-250, 1956. Nésleduji porov-
néni dvou kultur:

Morfologie fet&zch spor.

Ret&zce druhu Pfizer F. D. 23604 ve spi-
raldéch o 6 aZ 10 otdCkdch nebo o men3im
poftu na riiznych ¥ivnych pdddch se podo-
baly popsanym Fetézclm u Streptomyces
hygroscopicus CBS, zndzornénym na obr.
1 vy8e zmin&né préce.

Spory u druhu Pfizer F. D. 23604 se zkou-
maly analyzou pod elektronovym mikrosko-
pem a meély podobu pFesn& takovou jaka
j¢ u kmene CBS Streptomyces hygroscopi-
cus, znézornéného v Applied Microbiology,
18, 695,-696, kde jsou spory popisovény ja-
ko spory se zdrsn&nym povrchem § mnohé
dfilky obklopovanymi hrdzemi z materidlu
stén spor. KdyZ se pro mikroskopické tde-
ly zbarvily, jevily se ob& kultury jako
identické.

B‘arva kolo‘nif.

Vzdu$né mycelium se jevilo jako Sedivé
u rady Zivnych pad, pfesné  odstinén{ se
v§ak u obou kultur je rozdilné. Kultura Pfi-
zer 23604 na sachar6zovém, agaru Czapek
vykazovala rhstové formy ztlustslé nepra-
videlng zvin&né, Sedavé bilé, kdeZto kultu-
ra kmene S. hygroscopicus CBS mé&la for-
mu plochou, tenkou a Zedou. Kultura Pfi-
zer F. D. 23604 na agaru s ovesnou moukou
po 4 tydnech inkubace vyvinula Zluté vzdus-
né mycelium, které bylo napfed 3edé. Kul-
tura Pfizer F. D. 23604 na kvasniném vy-
taZku a sladovém vytazku méla Zluté ris-
tové skvrny na $edém myceliu.

Na Z4dné z obou kultur na agaru pepton
s Zelezem se netvofil melanin,

VyuZiti uhliku,

Metoda Pridham a Gottlieb, ]. Bact., 56,
107 aZ 114, 1948). ]

Kmen Pfizer 'F. D. 23604 vyuZival - gluko-
su, L-arabinosu, dextrin, D-fruktézu, D(-}-}-
-galaktosu, glycerin, inosit, inulin, laktosu,
maltosu, D-mannit, rafinosu, rhamnosu, oc-
tan sodny, D-sorbit, sorbosu, 3krob, sacha-
rosu, trehalosu a D-xylosu. Dulcitu se ne-
pouZivalo. Tyto vysledky souhlasi s vysled-
ky uvddénymi u kmen@ S. hygroscopicus v
Applied Microbiology, 15, 637-639, 1967 a u
kmenu S. hygroscopicus CBS uvedené v In-
dustrial Microbiology, 10, 183-221 s vyjim-
kou, %e u kmene CBS se neuZivalo inositu.
~ Bylo dosaZeno positivnich vysledkt, po-
kud jde o produkci sirovodiku, u obou kul-
tur na peptonovéin agaru s Zelezem (8ik-
my agar) s prouZky octanu olovnatého.

U obou kultur, pokud jde o mléko, byly
dosaZeny stejné vysledky, nedochédzelo ke
koagulaci; Uplnd hydrolyza nebo p¥FibliZné
dplnd za 12 dni, zbarveni, rozpustny pig-
ment.

Zelatina

Kultury byly obdobné v riistu, zbarveni
a mirném stupni ztekucenf.



195709

5
Specidlni charakteristiky.

Kmen S. hygroscopicus CBS vyvinul bg-
hem 3 tydnl na: glukuso-asparaginovém a-
garu, ovesném-agaru a agaru obsahujicim
vytaZek z droZdi a ze sladu ¢erné hygrosko-
‘pické plochy, kdeZto kmen Pfizer F; D. 23604
vykazoval ¢erné skvrny jen na agaru s vy-
taXkem droZdi a sladu. Dalsi inkubace po do-
bu 1 tydne a uskladn&ni na kulturdch na
Petriho miskdch pi¥i 4 aZ 10°C po dobu 4.

tydne zvysilo zferndni u kultur Pfizer F. I.

23604. Kmen Pfizer F. D. 23604 na ovesném
agaru na sachar6zovém agaru Czapek a na
agaru s vytaZkem droZdi a sladu vytvarel
pach podobny jako je pach plané cibule ne-
bo Cesneku s uréitym zemit§ym zdpachem,
kdeZto S. hygroscopicus CBS vyvijel jen ze-
mity zdpach a u tohoto kmene neni nikde
popsédn zapach po plané cibuli. Kmen Pfizer
F. D. 23604 S. hygroscopicus produkuje slou-
Geninu 38 295, jeZ je nové antibiotikum na
bézi polycyklického etheru, kdeZto S. hygro-
scopicus CBS toto antibiotikum neprodukuje
a nebyly podédny Z4dné zprdvy o produkci

tohoto antibiotika pokud jde o jiné kmeny
8. hygroscopicus.

Kultura Pfizer F. D. 23604 byla uloZena v

americké sbirce typovych kultur (The Ame-
rican Type Culture Collection, Rockvills,
Md.) a dostala oznafeni v této sbirce jako
ATCC 31050.

-Kultivace Streptomyces hygroscoplcuo
:ATCC 31050 se provddi s vyhodou ve vodné
Zlvné plds za teploty 28 aZ 36 °C v submer-
- ni aerobni kultufe za michani. Zivnd pfda,
kterd je pouZitelnd pro tyto dlely, zahrnuje
zdroj asimilovatelného uhliku, jako cukru,
gkrobl a glycerinu, déle obsahuje zdroj or-

ganického dusiku, jako je kasein nebo pro- -

dukt” enzymatického odbouravani kaseinu,

s6jovou mouku, bavinikové pokrutiny, pod-'

zemnicovou mouku pSeniény lepek, s6jové

pokrutiny, masovou a rybi mougku. S vy-

‘hodnymi vysledky lze také pouZivat zdrojd
podporujicich rist jako rozpustné zrnité
sloZky a vytaZek z droZdi, stejnd jako soli,
jako chlorid sodny, uhligitan vapenaty a sto-
poveé prvky jako Zelezo, hoféik, zinek, kobalt a
mangan. JestliZe b&hem fermentace dochézi
k nadmérnému pénéni, lze pouZivat proti-
pénicil pusady‘ jako rostlinné oleje nebo sili-
kony, jeZ se pFiddvaji do fermenta&niho pro-
stfedi. V&trdni Zivné pldy v néadrZich pro
submerzni rist se. s vfhodou provadi v mi-
fe piibliZng phl aZ dva objemy &erstvého
vzduchu na objem kapalné Zivné piidy za mi-
nutu. Michéni se miZe provadst pomoci mi-
chadel béin?ch v kvasném primyslu.. Je
tFeba ovSem udrZovat aseptické podminky
pfi prenédSeni organismu a b&hem rdistu.
Oc¢kovaci latka pro pFipravu antibiotika
se miZe ziskat pouZivanim dildich kultur.
Riist organismu se méZe provdadst otkova-
nim bdd do lahvi nebo otkovaci nadrZi ne-
bo alternativng lze okovaci nadrZe otkovat
kulturami z tfepacich lahvi. Kultura v tfe-

pacich lahvich obecn& dosahne svého maxi-
ma za 3 aZ 5 dni, kdeZto otkovaci l4atka v
submersnich otkovacich néadrZich se obvyk-
le dosdhne za ne]prlzmvé]éi obdobi 2 aZ 3
dnil. Dosdhne se vyrazné antibiotické aktiv-
nosti v koncovém. fermenta¢nim stadiu pf¥i-
bliZn& za 3 aZ 5 dnj. Mira mnoZstvi antibio-
tika se pohybuje mezi 50 aZ 500 mg/litr.
Zpisob vyrohy antibiotika se vyhodn® pro-
vadi tak, Ze se b&hem fermentace provadi
biologické testovani kultury a to tak, Ze se
pouZije citlivgch kmen@ Staphylococcus au-
reus nebo Bacillus subtilis. PouZiva se stan-
dardni talifové zkuSebni metody, kde se po-
ufije jako meéfitka pro antibiotickou wé&in-
nost pdsma inhibice, které obklopuje kotoud
filtratniho papiru nasékl;’r Zivnou pidou.
Pro analyzu antibiotika vyrobeného ve
fermentatni Zivné plidé a pro analyzu sklad-
by surového i vycCi§téného materidlu extra-
hovaného z fermentadnich Zivnych pad je
uZite€nym néstm]em chromatografie v ten-
ké vrstvé pFi niZ se pouZiva silikagelu.
Chromatogram v tenké vrstv& po vyvijeni
octanem ethylnatym se postFikuje 3% roz-
tokem vanilinu v ethanolickém roztoku ky-
seliny sirové (98,5:—1,5 %, obj./obj.) nateZ
se zahreje-na 60 aZ 80°C po n&kolik mi-
nut. Antibiotikum se pozoruje jako zafivé
riiovo Cervend skyrna s bilym pozadim.
Antibiotickd slouenina 38295 se miiZe od-
délovat a ziskdvat z vylerené fermentaéni
Zivné pldy extrakct organickym rozpoustéd-
lem jako chloroformem, octanem ethylna-
tym nebo methyhsobutylketonem Hlavni po-
dil antibiotika je obsaZen v odd&leném my-
celiu a vyhodné se extrahuje z n&ho tim, Ze
se vytvall suspenze mycelia v rozpoustédie

“rozpustném ve vodég, jako je methanol.

Vyhodny zplsob oddslovani a zisk&vani
antibiotické sloudeniny 38 295 je tento:

Ubrnnéd nefiltrovana fermenta&ni kapali-
ha se dvakrét extrahuje za pouziti pFibliZng |
/5 a% 1/2 objemového mnoZstvi methylisobu-
tylketonu. Extrakt v rozpoustédle se kon-
centruje na olejovity odparek, ktery se pak
suspenduje do smési chloroformu a hexanu
v poméru 1:1 a vnési se na sloupec silika-
gelu (s vyhodou se na silikagel 60 naskladd
vrstva silikagel PF2s4, oba produkty firmy E.
MercK, Darmstadt). Sloupec silikagelu se
postupné vyviji hexanem, smési chloroform:
:hexan (1:1) a chloroformem. Hlavn{ anti-
biotickd frakce se eluuje octanem  ethylna-
tym. Eludt se koncentruje ve vakuu, vyjme
do acetonu a miché se asi 30 aZ 60 minut s
aktivovanym dfevénym uhlim (Darco G 60).
Dfevéné uhli se odd&li filtraci, roztok se
koncentruje na maly objem ve vakuu pfida
se malé mnoZstvi vody a pH se upravi hyd-

roxidem sodnym na 8,0 aZ 8,5. Krystalicky

materidl se oddgli filtraci, promyje vodou
a vysusi.

Antibiotikum isolované v tomto stupni je
smésovd sodnd a draselnd siil sloudeniny
38 295, vytvorend. piisobenim. sodnych i dra-
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selnych iontd, vyskytujicich se ve fermen-.

tadni kapaling a ziskand z pfidaného hydro-
xidu sodného. Chromatogramy v tenké vrst-
v8 mohou ukéazat pFitomnost stopovych
mnoZstvi alespoii dvou dalich vicepoldrnich
antibiotik, kterd podobné&é jako sloufenina
38 295 vykazuje charakteristické riZovo-fer-
vené skvrny p#i postFikdni vanilinem v etha-
nolickém roztoku kyseliny sirové.

Slouéenina 38295 se miiZe ziskat jako &is-
t4a jednotka sloupcovou chromatografii na si-
likagelu PF254 za pouZiti hexanu. Smésné
sodnodraselné soli se pFidévaji ‘jako roztok
v octanu ethylnatém nebo chloroformu a
kolona se vyviji pod tlakem 5,5 kp/cm? za
pouZiti hexanu obsahujiciho rostouci podi-
ly octanu ethylnatého. Pokrok v oddélovani
se sleduje chromatografii v tenké vrstvé.
Vhodné frakce se kombinuji, odpa¥l ve va-
kuu a antibiotikum vykrystaluje ve smési
acetonu a vody.

Volnd kyselina sloufeniny 38285 se mfi-
Ze ziskat ze smésné sodnodraselné soli -
pravou pH v octanu ethylnatém nebo chlo-
roformu na 4,5 zitedénou kyselinou fosforec-
nou. Organické vrstva se vysu3i bezvodym
siranem sodnym, odpafi ve vakuu a odpa-
rek vykrystaluje ze smési chloroformu a he-
xanu. - '

Sodnd sl sloufeniny 38295 se miZe ziskat

tak, Ze se roztok ethylacetdatu nebo chloro-
formu volné kyseliny upravi na pH 85 1 N
roztokem hydroxidu sodného. Latka vykrys-
taluje z acetonu a vody. Krystalickd drasel-
néd stl se obdobné& ziskd za pouZiti hydroxi-
du draselného misto hydroxidu sodného.
Krystalickd siil stfibra se m@Ze pFipravit
pfiddnim vodného roztoku dusitnanu st¥i-
brného do ethanolického roztoku smé#sné
sodnodraselné soli sloudeniny 38295. Dalsi
snadno ziskatelné sloudeniny jsou soli slou-
éenin 38295 wmédnaté, zinetnaté, amonné,
vépenaté, hotednaté a lithné. Vzhledem k
findlnimu zplsobu pouZiti pro .brédn&n{ a
1é€eni koncidiézy driibeZe lze celou fermen-
taéni kapalinu obsahujici sloudeninu 38285
vysu§it, s vfhodou su$enim vymrazovénim,

a pfFiddvat do krmima dribeZe v mnoZstvi od-

povidajicim poZadované trovni antibiotické-
ho plsobeni. ' '

Sloufenina 38295 se vyznaduje inhibid-
nim G&inkem proti rdstu fady mikroorganis-.
mi, jak plynd z ddle uvedené tabulky I. Zku-
Sebni organismy se ofkuji do Fady zku3eb-
nich nddob obsahujicich Zivanou piidu a roz-
dilné koncentrace sloudeniny 38295, aby se
zjistila minimdin{ koncentrdace antibiotika v
meg/ml, ktera inhibuji rst organismu bé-
hem 24 hodin.

Tabulka I

(sin&sné sodnodraselnd siil)

Sloudenina 38295
(volné kyselina)

Organismus Sloudenina 38285
Stapylococcus aureus 01A005 0,78
01A052 0,78
01A109 0,78
01A110 0,39
01A400 0,39
Streptomyces faecalis © 0,20
Streptomyces pyogenes <0,10
Neisseria sicca <{,10
Bacillus subtilis <0,10
Lactobacillus casei var casei 1,56
Lactobacillus catenaforme 0,78
Clostridium innocum 0,20
Clostridium bifermentans 0,78
Treponema hyodysenteriae 0,39

Sloutenina 38295 a jejf soli maji vynikaji-
cf aktivnost proti kokcidiose u driibeZe. KdyZ
se pfiddvajl do potravy ku¥at v mnoZstv{ 15
aZ 250 ppm, jsou tyto sloufeniny uéinné k
potirdni infekci vyvolanych jak jednotlivy-
mi mikroorganismy Eimeria tenella, E. acer-
vulina, E. maxima a dal$imi tak i proti in-
fekcim smiSenym vyvolanym t&mito mikro-
organismy.

Udaje o G&innosti sloufeniny 38292 a je-
jich solf proti infek&ni kokcidiose u kufat se
ziskaji dédle uvad&nym zphsobem. Skupiny
3 aZ 5dennich kufat druhu SPF bilé leg-
hornky, (kohoutci) se krmi smiSenou dietou
obsahujfci sloudeninu 38295 nebo né&kterou

0,39
3,12
0,78
1,56
1,56
1,56
<0,10
<0,10
<0,10

z jejich soli, kterd je jednotné& z ni disper-
govéna. Po krmen{ timto zplsobem asi 24
hodiny kaZdé kuie Je otkovéno per os jed-
notlivymi druhy Eimeria, které se zkouSi.
Dal3i kufFata krmend krmivem bez antibioti-
ka se obdobné& infikujf a slouZi jako kontrol-
ni zvi¥ata infikovand. Neinfikovanéd a léfeb-
nému postupu nepodrobend kufata tvo¥i nor-
mélni kontrolni zviFata. Vysledky o3etfeni
se hodnoti po 5 dnech, v piipadé Eimeria
acervulina a po 6 dnech u vSech ostatnich
druhd Eimeria. v :

Tabulka II vyjadfuje vysledky ziskané za
pouZiti smé&sné sodnodraselné soli sloude-
hiny 38 295.
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d * Tabulka II . .
Infikujfci Dévka Priumérny stupefi  Stupei poSkozent*
organismus sp. (ppm) * . infekce* (pomgr)
Eimeria tenella 1250 0,0 . 0,0
- ’ 125 0,0 0,0
60 0,7 0,21
30 1,7 - 0,54
15 2,7 0,86
Eimeria acervulina 4 250 0,0 0,0
125° 0,2 0,1
80 0,0 0,0
45 0,4 0,2
30 1,2 0,6
15 2,0 1,0
Eimeria necatrix 250 0,0 - 0,0
125 0,2 0,13
60 0,2 0,13
Eimeria maxima 250 0,0 0,0
126 0,0 0,0
60 0,4 © 0,25
45 0,8 0,33
30 0,8 0,44
15 1,8 0,66
Eimeria brunetti 250 0,4 0,22
125 0,4 0,22
80 0,8 0,44
45 1,2 0,66
30 1,6 0,88
15 1,6 10,88
infekce smési mikroorganismt 250 0,0 0,0%* 0,0. 0,0
{Coccivac D, Sterwine Labo- 125 0,2 04 0,08 0,18
ratories, Opelika, Alabama ) 60 6,2 00 0,08 0,0
50 1,0 0,8 0,38 0,21
40 1,2 1,0 0,46 0,35
‘ 30 26 2,0 ‘ 0,85 0,71

Pozndmka:

_* Pro méfeni anticoctidiosnf aktivnosti
se pouZivd jako hodnoticiho mé&Fitka stupni-
ce miry po3kozeni od 0 do 4 pro E. tenella
{J. E. Lynch, Am. ]. Vet. Res. 22,324—326,
{1961) a 0 a% 3 pro dal3i druhy (]. Johnson
a W. H. Reid, Exp. Parasit., 28,30—36, 1970).
Konstantni poms&r je stanoven tim, Ze se d&-
If stupefi po¥kozeni u kaZdé. skupiny, kterd
byla o3et¥ena, stupn&m poskozeni infikova-
nych kontrolnich zvifat. ,

** Prvn{ &islo se vztahuje na podkozent
vnitfnosti a druhé &slo na po$kozeni zraku.

Podobné vysledky se mohou dosdhnout za
pouZiti volné kyseliny, sodné soli, draselné
soli  nebo vysudeného fermentadni-
ho prostfedi obsahujictho sloueninu 38295
v ddvkéch potravin za poZadované urovné
antibiotické udinnosti. .

‘Vlastnosti slouéeniny 38295 podtrhujici
rlst jsou vysvétlovany zkouskami prov&ds-
nymi na chovanych domécich zvitatech.

Mladé jalovitky angussko-aberdeenského
skotu se libovoln¥& rozd#éli do ohrad — 5
zvifat na ohradu — a dodava se jim pes o0s
slou€enina 38295, napiiklad ve vod& k piti
apod. Sloufenina se ovSem vyhodné& a snad-
no dodéva z hlediska aktivnosti tak, Ze se
vpracuje do krmivovych pfipravkd v mnoZ-
stvi 11 aZ 33 ppm. Slou€enina 38295 miZe
byt v rdznych forméach jako volnd kyselina,
sodnéd stl, draselnd sil, smé&sné sodnodra-
selné soli nebo jako usu$ena fermentadni
kapalina produkovand mikroorganismem
Streptomyces hygroscopicus ATCC 31050. -

Krmivové smé&si se slou€eninou 38295 ne-
bo bez této pFisady se poddvaji v libovolném
mnoZstvi  zkuSebnim zvifatim. Krmivova
smés obsahuje 12,5 % bilkovin, 75:25 kon-
centrdtu’ v objemovém krmivu pro hovézi
dobytek v upravenych ddvkdch obsahujicich
kukufici, séjovou moucku, moudku z voj-
t88ky, fosforefnan vépenaty, melasy, vita-
miny a stopové prvky. Slouenina 38295 je
obsaZena v pfedb¥Zné smé&si spolu s mletou
kukufFici s minerdliemi a vitaminy.
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Z&kladni davka

(12,5 % bilkoviny — 75:25, koncentrat:
ddvka objemového krmiva pro hov&zi doby-
tek)

12
krmné dévky: vitamin A 1497 M.].; vitamin
D 200 M.].; vitamin E 25 M.].

Predb&¥néd smés

SloZky: MnoZstvi
sloZky: procent: (1816 g)
mletd kukukice 55,6 Vitamin A dodatkovy
s6jové mouka, 48 % bflkovin 8,3 (30,000 M.]./g) 100 g
moukd z vojtéZky, 17 % bilkovin 25,0 vitamin D3 dodatkovy -
sndend melasa* 10,0 (200,000 M.]./g) 2,00 g
s0jovy olej 2,0 vitaminovy dodatek
fosforenan vépenaty (0,27000 M.]./g) 182 g
(24 % vépniku, 18,5 % kysliénik zine&naty
fosforu) 0,40 (79,4 % zinku) 38,0 g
stopové minerdlnf{ soll** 0,50 uhli¢itan kobaltnaty
smés vitamind a miner4lii*** 0,20 (45 % kobaltu) 1,70 g
s6jové drt nebo jemn& mleta
Poznémka: kukufFice 1485 g
sloutenina 38295 40,0 g

* T¥tinovd melasa na nosiéi tvofeném roz-
mélnénou kukuFi¢nou hmotou, nikoliv méné
neZ 3 % surové bilkoviny, nikoliv vice ne¥
15 % vlaknin, nikoliv mén& 42 % inertniho
cukru, nejvyse 6 % vody.

** Poskytuje tuto miru stopovych prvki
v miliéntindch: mangan 10, Zelezo 6,25, m&d
1,25, jod 0,025, kobalt 0,86, zinek 45.

*** Vytvali tyto drovné vitamind na 454 g

454 g pfedb&Zné smési na tunu tplné dév-
ky vytvaFl vyslednou droveri mnoZstvi slou-
geniny 38295 &inicl 11 ppm. _

Tabulka III vysvétluje vysledky pokusu

' trvajiciho 28 dni, ktery se ziskal u t¥i o-

pakovanych skupin po 5 telatech v chradé,
pfifemZ p¥ibliZnd polatetni hmotnaost telat
hyla 115 kg u kaZdého telete.

Tabulka III

(sm&sné soli sodnodraselné slouéeniny 38295)
Plisobeni (ppm]) Primé&rny Priimérna Krmivo/pFirdstek
denni pFirfistek denni krmné dédvka
kg index kg index pomér index
kKontrola - 0,56 1000 6,32 100,0 1,92 100,0
slougenina 38295 (11) 0,64 5,68 95,1 1,65 117,0
sloudenina 38295 (33) 0,67 5,58 87,3 1,43 136,0

V podstaté stejné vysledky se mohou do-
séhnout za pouZiti volné kyseliny, sodné so-
li, draselné soli nebo susené fermentaéni ka-
paliny se slou&eninou 38295,

Porovnatelnych vysledkl se miZe dosédh-
nout i u jingch preZvykavei, jako ovci nebo
u monogastrickych zvifat, jako koni, prasat
a kralikd.

Aktivni slou€enina 38295 se milZe pod4vat
spolu s krmivem nebo ndpojem pro zvifata
nebo se miZe pouZit z predb&iné smési pro
smideni s krmivem nebo nédpojem pro zvifa-
ta. Kapalny antibioticky koncentrdt v pre-
mixu pro pfiddvéani do vody k piti ke zvy3e-
ni{ krmivové tdinnosti u zvifat se miZe pii-
pravit v poZadovanych koncentracich roz-
pusténim ve vhodném rozpou$tédle jako je
ethanol nebo propylenglykol sloudeniny
38295.

Kapalny premixovy koncentrdt

Kapalny antibioticky premixavy koncen-

trat vhodny pro pfiddvén! do pitné vody pro
zvifata se miiZe pfipravit v poZadovanych
koncentracich rozpoys$ténim v pfimsfeném
rozpou$tddle jako ethanolu nebo propylen-
glykolu antibiotické 14tky 38295.

P¥iklad 1

Pripravi se sterilni vodnéd %#ivié pQda o
nésledujicim sloZeni:

g/l
glukosa ' 10,0
rozpustny Skrob 20,0
vytaZek z droZdi 5,0
produkt enzymatického
odbourédvéni kaseinu 50
masovd moucka 5,0
uhli¢itan vapenaty 1,0
pH — 7,0
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Buiilky kmene Streptomyces hygroscopicus
ATCC 31050 se pFenéaSeji do série lahvi o
300 ml, z nichZ kaZdé obsahuje 50 ml uvede-
né sterilni Zivné pldy a protiepédvaji se na
rota&nf tiepadce 3 aZ 4 dni pfi 28 aZ 38 °C.
5 ml! alikvétnich podild takto namnoZené
otkovaci latky se pienese asepticky do 300
mililitrd velkych lahvi obsahujicich kaZd4
100 ml vyse popsané sterilni Zivné piady. Po
 protiepdvani 3 aZ 4 dni p¥i 28 aZ 30°C se
prenese namnoZend o¢kovaci hmota do &ty¥-
litrovych fermenta&nich néddob, z nichZ kaZ-
déd obsahuje 2 litry nésledujici sterilni Zivné
pldy:

8/
glukosa 10,0
kuku¥iEny Skrob 10,0
s¢jova mouka 10,0
rozpustné slozky z obili © 5,0
chlorid sodny 5,0
uhliditan vdpenaty 1,0

pH — 6,6

Fermentace se provadi 90 aZ 120 hodin
pfi 28 a% 36 °C za michédni pf¥i 1700 otalek/
/min. a za vétrdni tak, %e se privddi za mi-
nutu asi 1 objem vzduchu na 1 objem Ziv-
né plidy. Velké fermenta&ni nadoby obsahu-
jici od 300 1 do 37 000 1 Zivné pldy se miiZe
otkovat asi 2 % této namnoZené o&kovaci
latky. Fermentace se dokongi aZ kdyZ se an-
tibiotickd G&innost dosdhla nejméng 50 mg/
/litr (90 aZ 120 hodin).

100 litrti dplné nefiltrované fermentadni
kapaliny se 2X extrahuje !/5 objemovéha
mnoZstvi methylisobutylketonu. 0Qdd&leny
extrakt v rozpouStédle se koncentruje ve
vakuu na olejovity zbytek (769 g], ktery se
disperguje na silikagelu tak, %e se pFidava
do roztoku ve 2 litrech chloroformu na je-
den kg silikagelu PF254, nafeZ se rozpoustédlio
suspenduje do 2 1 smé&si chloroformu a hexanu
(1:1) a nalije se na loZe 300 g silikagelu, na
které se umisti vrstva 300 g silikagelu PF2s4.
Silikagel se pak postupng promyvéa 5,6 1 he-
xanuy, 5,6 1 chloroformu s hexanem (1:1) a

5,6 chloroformu. Antibiotikum se eluuje 3,81 -

octanu ethylnatého. Octan ethylnaty se ve
vakuu odpari 4 odparek (38 g) se rozpusti
ve 400 ml acetonu. Acetonovy roztok se mi-

ché za teploty mistnosti piibliZng 40 minut s

pFibliZné 40 g aktivovaného dFev&ného uhli
(Darco G 860). Po filtraci se provddi koncen-
trace pribliZn& na 200 m! a ziedi se 100 ml
vody. Sloulenina- 38295 se odd&luje jako
smé&sné sodnodraselnd siil a pH se upravi
na 8,5 pfidanim 1 N roztoku hydroxidu sod-
ného. Krystalickd latka (13,8 g} se rozpusti
v octanu ethylnatém a chromatografuje se

na koloné silikagelu PF25¢4 za pouZiti hexanu.

Sloupec se vyviji pii tlaku 5,6 kp/cm? he-
xanem za pouZiti rostoucich mnoZstvi octa-
nu ethylnatého. Postup odd&lovéni se sledu-
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je chromatografii v tenké vrstvé. Vhodné
frakce se kombinuji, odpari ve vakuu a
Cistd sloutenina krystaluje ze smési aceto-
nu a vody.

Cistd krystalickd -smé&snd sodnodraselnd
sti] slou€eniny 38295 md teplotu téni 200 °C
a optickou otddivost [e]p® = -+36°C za
koncentrace 1% v methanolu. Po vysudeni
ve vakuu pFes noc pii 70°C kysliénikem
fosforenym je vyslednd analyza na uhlik
60,58 % a vodik 8,56 0p.

Sloutenina je rozpustna v methanolu, etha-
nolu, acetonu, chloroformu, methylenchlori-
du, diethyletheru, octanu ethylnatém a me-
thylisobutylketonu. Je C4stetnd rozpustnd v
hexanu a nerozpustné ve vodé.

Smésnd  sodnodraselnd s@l sloudeniny
38295 neméa #Adné charakteristické absorp-
&ni ¢4ry v ultrafialovém spektru.

Na obr. 1 je znézornéno infrafervené

spektrum smésné soli sodnodraselné. Sodno-

draselnd sfil vykazuje charakteristické ab-
sorpCni &4ry v infrafervené oblasti u nésle-
dujicich vinovych délek vyjddifenych v mi-
kronech:2,92, 3,40, 6,27, 6,85, 7,22, 8,40, 9,00,
9,15, 9,25, 9,48, 9,98, 10,45, 10,68 a 11,45.

Priklad 2

Opakujé se zplisob podle p¥ikladu 1 za po-
uZiti vyCeFené fermentaéni kapaliny misto
Gplné nezfiltrované fermentani kapaliny.

P¥iklad 3

Mycelium oddélené od vyfefené fermen-
tadni kapaliny podle piikladu 2 se n&ko-
likrat suspenduje v methanolu, methanolovy
extrakt se vakuové koncentruje a odparek se
zpracuje jako v piikladu 1.

Priklad 4
Fermentacni postup podle pifkladu 1 se

opakuje za pouZiti fermentaéni Zivné pidy
o tomto sloZenfi:

g/1
glukosa 20,0
kuku®i¢ny Skrob ) 10,0
sbjovd muoka 10,0
rozpustné sloZky obili 5,0
sfran Zelezity ' 0,2
chlorid mangani&ity . 0,2
uhliéitan vdpenaty 1,0
chlorid sodny ' : 5,0
methylester kyseliny olejové 2,0
s¢jovy olej ' 2,0

pH 6,6--6,7

-

Na konci fermenta&niho cyklu se dhrn ne-
zfiltrované fermentaéni susiny vysudi do su-
cha suSenim rozpraSovanim,
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Pfiklad 5

SmiSend sodnodraselnd siil sloudeniny
38295 se rozpusti v octanu ethylnatém a pH
se upravi zfed&nou kyselinou fosforetnou na
45. Vrstva,. kterou tvoll rozpoustédlo, se
vysusi bezvodym siranem sodnym, odpafi se
ve vakuu a odparek krystaluje ze smési chlo-
roformu a hexanu a ziskd se krystalickéd sil,
kterd ma teplotu tdni 135 aZ 138°C a optic-
kou otdéivost [a]p?® = —+38° PF 1% kon-
centraci v methanolu. Po vakuovém vysu$e-
ni pfes noc pfi 70°C za pouZiti kysliéniku
fosforeéného obsahuje smé&s v primsru 61,65
hmot. % uhlfku, 8,94 hmot. % vodiku a

16

24,41 hmot. % kysliky (diferentng&). Volné
kyselina sloufeniny 38295 nemé ¥&dné .cha-,
rakteristické kresby v ultrafialovém svét:
]ge. - L e T

Infrafervefié ‘spektrum volné Kkyseliny
sloueniny 38295 je na obr. 2. Sloutenina
vykazuje ‘charakteristickou absorpci v infra-
tervené oblasti u nésledujicich vinovych dé-
lek v mikronech: 2,92, 3,43, 5,47, 6,85, 7,25,
7,35, 8,28, 8,60, 8,80, 9,00, 9,15, 9,80,
10,10, 10,45, 10,68, 10,98 a 11,13.

Analyza krystalu stf¥ibrné soli slougeniny
38295 paprsky X vede ke zji§t8nl strukturni-
ho vzorce ' :

P¥fklad 6

Sodné sil sloufeniny 38295 se ziskd pri-
ddnim 1 N roztoku hydroxidu sodného do
roztoku volné kyseliny podle pfikladu 5, vy-
kazujictho pH 8,5 v octanu ethylnatém. Ma-
teridl vykrystalovany ze smési acetonu a
vody mé teplotu tdni 197 aZ 198 °C a optic-
kou otadivast [e]p? = -+38° pii 1% kon-
centraci v .methanolu. Po vysuSeni ve vakuu
pfes noc pfi 70 °C kysliénikem fosforeénym
obsahuje podle analyzy sodnd séil 60,28 %
uhliku na 8,76 % vodiku.

Na obr. 3 je znézorn&no infradervené
spektrum sodné soli slouteniny 38295. Slou-
€enina vykazuje charakteristickou absorpci
v infraervené oblasti na t&chto vinovych
délkach v mikronech: 2,94, 3,40, 6,25, 6,85,
7,20, 7,45, 8,38, 9,00, 8,27, 9,48, 10,00,
10,45, 10,65, 10,90, 11,13 a 11,47.

P¥ifklad 7

Draselnd sil sloudeniny 38295 se pFipravi
jako v pfikladu 6 za pouZiti hydroxidu dra-
selného misto hydroxidu sodného. Litka vy-
krystalovand z acetonu a vody mé teplotu
tdni 196 aZ 199°C a optickou otéa&ivost
[«]p® = -+38° p¥i 1,02%koncentraci v me-

A

-thanolu. Po vysu$eni ve vakuu pies noc p¥i
60°C kyslignikem fosforeénym obsahuje
sloudenina podle analyzy 60,58 % uhltku a
8,70 % vodiku. _

Na obr. 4 je p¥ipojeno infrafervené spek-
trum draselné soli slouteniny 38295. Sloude-
nina vykazuje charakteristickou absorpci v
infradervené oblasti v t&chto vinovych dél-
kach v.mikronech: 2,94, 3,42, 6,27, 6,84, 7,20,
8,75, 9,00, 9,14, 9,30, 9,45, 10,45, 10,92,
11,45 a 11,47.

P¥iklad 8

StFibrnd sfil sloufeniny 382985 se p¥ipravi
pfiddnim "vodného roztoku dusi¢nanu st¥i-
brného do ethanolického roztoku smésové
sodnodraselné soli podle pfikladu 1. Pevné
latka kterd se odd&luje, vykrystaluje z me-
thanolu. -M4 teplotu té&ni 198 aZ 200°C a
optickou oté&ivost [a]p® = 27 ° p¥i 0,82%
koncentraci v methanolu. Priimé&rné sloZeni
‘vzorku vysufeného ve vakuu pfes noc pii
70 °C kyslinikem fosforednym &ini 55,95 %
uhiiku a 7,89 % vodiku. Molekulovd hmot-
nost. krystalické soli stfibra a sloufeniny
38295 podle zjigténi paprsky X je 1080 -~ 4
atomové hmotnosti jédnotky.
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PREDMET VYNALEZU

Zplsob vyroby novych antibiotik na bé&zi
polycyklickych etherd vzorce

vyznateny tim, Ze se mikroorganismus Strep-
tomyces hygroscopicus ATCC 31050 kultivuje
za teploty 28 aZ 36 °C ve vodném Zivném pro-
stfedi obsahujicim asimilovatelny zdroj uhli-
ku, dusiku a anorganickych soli za submer-
znich aerobnich podminek a antibiotikum

v

se izoluje bud oddé&lenim z fermentaéni ka-

paliny extrakci fermentacni kapaliny orga-
nickym rozpoudtédlem nemisitelnym s vodou
a chromatografii koncentrovaného extraktu
na sloupci silikagelu, nebo odpafenim fer-
mentaéni kapaliny.

4 listy vykresi

severografia, n. p., zévod 7, Most
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