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1

Vynédlez se tyka zplisobu vyroby makro-
lid& a pFibuznych derivatd, z nichZ je moZ-
no vyrobit cennd antibiotika, napfiklad ty-
losin, ktery byl popsdn v publikaci Tetra-
hedron Letters, 2339 (1970).

PrestoZe v této struktu¥e neni uvedena
stereochemickd konfigurace, je tato stejné
jako v pFipad$ odpovidajici &asti tylosinu.
Cukr ve vzorci 1 je mykardza.
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2

Nova sloufenina 5-O-mykarosyl-20-dihyd-
ro-20,23-didesoxytylonolid bude dale nazy-
vana mykarosyltylakton. Tuto l4tku je mog-
no vyjadrit vzorcem 1

(1)

P¥ibuzné mykarosyltylaktonové derivaty
je moZno vyjadfit obecnym vzorcem 2
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kde

E a R! znamenaji acylové skupiny.

Vynélez se déle tykéd zpliscbu vyroby 3-0O-
-acyltylaktonovych derivati, které je moZno
pfipravit z mykarosyltylaktonovych derivé-
ti obecného vzorce 2. Je tedy moZno ziskat
tylakton nebo 3-O-acyltylaktonové derivaty
hydrolyzou mykarosyltylaktonu nebo myka-
rosyltylaktonovych derivati obecného vzor-
ce 2 z mirné kyselého prostiedi.

3-O-acyltylaktonové derivaty je moZno vy-
jadFit obecnym vzorcem 3

kde

R znamend acylovou skupinu.

Sloudeniny vzorcdl 1, 2 a 3 jsou cennymi
meziprodukty, z nichZ je moZno pfFipravit
makrolidovd antibiotika s 16&lennou struk-
turou. Zp@isobem podle vynédlezu je moZno
chemicky ziskat derivaty sloudeniny vzor-
ce 3 za vzniku odpovidajicich 3-monoacy-
lovanych makrolidovych antibiotik s 16&len-
nou strukturou.

Mykarosyltylakton je velmi diileZitou
slouteninou, protoZe je meziproduktem pro
vyrobu tylaktonu a tylaktonovych derivatd.
Tylakton je mo¥no vyjad¥it vzorcem 4

Mykarosyltylakton je moZno oddé&lit od
tylaktonu a tylosinu chromatografii na ten-
ké vrstvé silikagelu; k detekci je moZno po-
uZit pestfik kyselinou sirovou, a to koncen-
trovanou nebo zfedsnou na 50 %. P¥i de-
tekci timto zplsobem se zpolatku jevi ty-
lakton jako Zlutohn#&d4 skvrna a mykarosyl-
tylakton jako modrodervend skvrna. V p¥i-
padé, 7e se ke chromatografii uZije silika-
gelovd plotna s fluorescenénim pozadim,
provadi se detekce ultrafialovym své&tlem.
PfibliZné hodnoty R; pro mykarosyltylakton
jsou uvedeny v tabulce 1.

TABULKA 1

Chromatografie mykarosyltylaktonu
na tenké vrstvs®

Slouenina Hodnoty R
AP B
mykarosyltylakton 0,17 0,44
tylakton 0,50 0,62
tylosin 0,0 0,0

apProstiedi: silikagel
bRozpoust&dlo:

A = smés benzenu a ethylacetatu v po-
méru 4:1

B = smé&s benzenu a ethylacetdtu v po-
méru 3: 2.

Mykarosyltylakton je moZno ziskat pés-
tovanim kmene Streptomyces fradiae, ktery
tuto slou€eninu produkuje v submerzni kul-
tufe za aerobnich podminek ve vhodném
Zivném prostfedi do nahromad&ni antibio-
tika.

PFedmétem vynédlezu je tedy zplisob vy-
roby makrolidi obecného vzorce 1
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kde

R znamend atom vodiku nebo acylovou
skupinu o 1 aZ 18 atomech uhliku,

Q znamend dtom vodiku nebo mykarosy-
lovou skupinu vzorce

OH
CH,

- OR"
O 4

CHy

kde

R! znamend atom vodiku nebo acylovou
skupinu o 1 aZ 18 atomech uhliku, za p¥ed-
pokladu, Ze v pripadé, Ze Q znamend atom
vodiku, znamend R acylovou skupinu, vyzna-
¢ujici se tim, Ze se p#stuje kmen Strepto-
myces fradiae NRRL 12201 v submerzni
kultufe za aerobnich podminek v Zivném
prostiedi, obsahujicim vyuZitelné zdroje
uhliku, dusiku a anorganickych soli za vzni-
ku sloufeniny obecného vzorce I, v némZ R
znamend atom vodiku a Q znamend myka-
rosylovou skupinu, v niZ R! znamend atom
vodiku, nadeZ se popFipads

a) acyluje vysledny produkt za vzniku
sloudeniny obecného vzorce I, v niZ jeden
nebo oba substituenty R a Q znamenaji acy-
lovou skupinu,

b) provede mirnd hydrolyza slouéeniny
obecného vzorce I, ziskand ad a) za vzniku
makrolidu obecného vzorce I, v ndmZ Q zna-
menéd atom vodiku a R znamend acylovou
skupinu.

Zivné prostfedi uZité k p¥stovéni Strep-
tomyces fradiae je moZno vclit z velkého
poltu Zivagych prostfedi. Pro hospodarnost
vyroby, optimélni vytéZek a snadnou izola-
ci produktu jsou vSak vyhodn&j8i n&kterd
Zivna prostfedi. Vyhodnymi zdroji uhliku
pro fermentaci ve v&t§im mé&fitku jsou na-
pFiklad uhlohydrdty jako dextrin, glukéza,
gkrob, kuku¥itnd mouka a oleje jako sdjovy
olej. Vyhodnymi zdroji dusiku jsou kukufFié-
nd mouka, s6jovd mouka, rybi mouka, ami-
nokyseliny a podobn&. Z anorganickych so-
1i, které je moZno vé&lenit do Zivného pro-
stfed! jde zejména o b&Zné rozpustné soli,
které obsahuji Zelezo, draslik, sodik, hof-
¢k, vapnik, amonny ion, chloridovy ion, ion
uhli¢itanovy, siranovy, dusi¢nanovy a po-
dobné.

Zivné prostfedi by také mslo obsahovat
zdkladni stopové prvky, které jsou nutné
pro riist a vyvoj produk&niho organismu.
Tyto stopové prvkv se vSak b&Zn& vyskytuji
jako nedistoty v daldich sloZk&ch Zivného
prostfedi v mnoZstvi, které je dostate&né
pro ristové poZadavky mikroorganismu. V
n&kterych prFipadech v8ak mfiZe byt nutné
pFidat malé mno¥stvi, obvykle 0,2 ml/l proti-
p¥nivého €inidla, nap¥iklad polypropylen-

glykolu s molekulovou hmotnosti pfibliZné
2000, a to zejména pri fermentaci ve velkém
mé&Fitku, kde pénéni je velkym problémem.

Pro produkci vétS§iho mnoZstvi mykarosyl-
tylaktonu je vyhodnd suberzni kultura za
aerobnich pcdminek v tanku. Malé mnoZ-
stvi mykarosyltylaktonu je moZno ziskat ta-
ké v tfepacich lahvich. ProtoZe p¥i ofkové-
ni velkych tankdi sporami mikroorganismu
je nutno vy¢kat pres obdobi lag, je vyhod-
né uZit vegetativniho otkovaciho materialu.
Vegetativni otkovaci materidl se zisk4 tak,
Ze se maly objem Zivného prostfedi naotku-
je sporami nebo fragmenty mycelia mikro-
organismu, &imZ se ziskd &erstvd, aktivné
rostouci kultura. Tento vegetativni o&kova-
ci materidl se pak uZije k naoCkovani vét-
Siho tanku. Zivné prostifedi, uZité k ziskéani
ofkovaciho materidlu miiZe byt totéZ pro-
st¥edi, jakého se pouZivd p¥i fermentaci ve
vE&t§im méritku, je viak moZno uZit i jiného
prostiedi.

Mikroorganismus, ktery se uZiva p¥i pro-
vaddéni zpasobu podle vynalezu, byl ziskdn
chemickou mutagenézou kmene Streptomy-
ces fradiae, ktery produkuje tylosin. Takto
ziskany mikroorganismus produkuje pouze
velmi malé mnoZstvi tylosinu, av3ak jako
hlavni sloZky produkuje mykarosyltylakton
a tylakton.

Novy mikroorganismus, ktery produkuje
mykarcsyltylakton, je moZno klasifikovat
jako kmen Streptomyces fradiae. Kultura to-
hoto mikroorganismu byla uloZena do sbir-
ky Northern Regional Research Center, Ag-
ricultural Research, North Central Region,
1815 North University Street, Peoria, Illi-
nois, 61 604, odkud je moZno ji ziskat pod
¢islem NRRL 12 201.

Tak jak je tomu u ostatnich mikroorga-
nism{l, mohou se vlastnosti kmene Strepto-
myces fradiae NRRL 12 201 pon&kud ménit.
Z kmene NRRL 12201 je moZno zndmym
zplisohem ziskat rekombinanty, mutanty ne-
bo varianty. Mutanty je napfiklad moZno
ziskat phsobenim zndmych fyzikdlnich a
chemickych mutagend, napfiklad ultrafia-
lového svétla, paprskli X, paprsklt y a N-
-methyl-N‘-nitro-N-nitrosoguanidinu. V8ech-
ny pfirodni a uméle vyvolané varianty, mu-
tanty a rekombinanty kmene Streptomyces
fradiae NRRL 12 201 je moZno uZit p¥i pro-
vad&ni zplisobu podle vynédlezu, pokud si.
uchovAivaji schopnost produkovat mykaro-
syltylakton.

Kmen S. fradiae NRRL 12201 je moZno’
péstovat pri teplotdch 10 aZ 40°C. K opti--
mélni produkci mykarosyltylaktonu doché-’
Zi p¥i teplot& p¥ibliZn& 28 °C. N

PFi provddéni submerzni kultivace za ae-
robnich podminek se Zivnym prostfedim ne-
chd probublavat steriln{ vzduch. Pro udin-’
nou produkci antibiotika mé byt nasyceni
Zivného prostfedi vzduchem p¥iblizn& 30 %
nebo vyssi p¥i teplotd 28 °C a atmosférickém-
tlaku.
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Produkci mykarosyltylaktonu a tylaktonu
je v prib&hu fermentace moZno sledovat
odebiranim vzorkd Zivného prostfedi a tyto
vzorky se pak amalyzuji chromatograficky
na tenké vrstvé nebo vysokotlakou kapali-
novou chromatografii, detekce se provéadi
ultrafialovym svétlem.

Po skonéeni fermentace v submerzni kul-
tufe za aerobnich podminek je moZno izo-
lovat mykarosyltylakton z fermentaéniho
prostiedi béZnymi zplsoby. ProtoZe rozpust-
nost  mykarosyltylaktonu ve vod& je velmi
omezend, neni tento makrolid témé&i viibec
rozpudtén v Zivném prostiedi. Izolaci myka-
rosyltylaktonu je tedy moZno provadét:

1. extrakci fermenta&niho prostiedi nebo

2. filtraci fermentaéniho prostfedi a ex-
trakci zfiltrovaného prostfedi i mycelidlni-
ho kolade. .

K extrakci je moZno pouZit rtznych zpi-
sobll. Vyhodnym zpiisobem ¢&isténi zfiltro-
vaného Zivného prostfedi je extrakce toho-
to prostfedi vhodnym rozpou$té&dlem, a to
obvykle bez tGpravy pH. Vhodnym rozpous-
tédlem je napfiiklad aminoacetdt neba pe-
trolether. Pak se organickd féze odpafli ve
vakuu, ¢imZ se ziskd krystalickd 14tka nebo
olejovitd kapalina. Tato krystalickd l4tka
nebo olejovitd kapalina se pak pop¥ipadé
¢isti adsorpéni chromatografii, ¢imZ se zis-
k4 mykarosyltylakton a tylakton.

Mykarosyltylakton je moZno esterifikovat
na hydroxylovych skupindch v poloze 3 a
4' za vzniku acylesterovych derivatd obec-
ného vzorce 2 plisobenim acyladnich €ini-
del zndmym zplsobem. Acylesterové derivé-
ty mykarosyltylaktonu jsou cennymi mezi-
produkty pf¥i vyrob& novych makrolidovych
antibiotik.

Typickymi acylatnimi ¢inidly jsou anhyd-
ridy, halogenidy, obvykle v kombinaci se
zédsadou nebo jinou latkou, kterd pohlcuje
kyselinu a také aktivni estery organickych
kyselin. Acylaci je také moZno provadét pi-
sobenim smési organické kyseliny a dehyd-
ratadniho &inidla, napfiklad N,N‘-dicyklo-
hexylkarbodiimidu.

Uvedené derivaty je moZno ziskat esteri-
fikaci, tak jak se b&Zn¥ provadi, napfiklad
tak, Ze se na uvedenou latku plisobi stechio-
metrickym mnoZstvim nebo malym pFebyt-
kem acyla&niho ¢&inidla, napfiklad anhyd-
ridu kyseliny- v organickém rozpoustédle,
napfiklad pyridinu pri teplot& 0°C aZ teplo-
t& mistnosti po dobu 1 aZ 24 hodin nebo aZ
do tplného ukondéeni esterifikace. Esterové
derivaty je moZno izolovat z reakéni smési
b&Znym zplsobem, napi¥iklad extrakci, chro-
matografii a krystalizaci.

PouZitelnymi estery jsou estery organic-
kych kyselin, a to kyselin alifatickych, cy-
kloalifatickych, arylkarboxylovych, aralkyl-
karboxylovych, heterocyklickych karboxy-
lovych kyselin a kyselin sulfonovych a al-
koxykarbonylovych o 1 aZ 18 atomech uhli-
ku, jakoZ i anorganickych kyselin, napii-
klad kyseliny sirové nebo fosfore&né.

Vyhodnymi estery jsou ty sloudeniny, v
nichZ R znamené& acylovou skupinu, odvo-
zenou od monokarboxylové nebo dikarbo-
xylové kyseliny o 1 aZ 18 atomech uhliku.

Jako priklad vhodnych esterit je moZno
uvést estery, odvozené od organickych ky-
selin, jako jsou kyselina mravenéi, octovi,
chloroctové, propionové, méaselnd, isovalero-
vé, glukuronovd, alkoxykarboxylovd, stea-
rové, cyklopropankarboxylovd, cyklohexan-
karboxylovd, g-cyklohexylpropionovd, 1-ada-
mantankarboxylovd, benzoovd, fenyloctovd,
fenoxyoctovd, mandlovd a 2-thienyloctova,
jakoZ i kyseliny alkylsulfonové, arylsulfo-
nové a aralkylsulfonové, pfiemZ kyseliny,
obsahujici arylovou nebo aralkylovou sku-
pinu jsou popiipad& déle substituovany sub-
stituenty ze skupiny atom halogenu, nitro-
skupiny, niZ#$i alkoxyskupiny a podobné& na
arcmatickém jadfe. Vhodnymi estery jsou
rovné&Z hemiestery, odvozené od dikarboxy-
lovych kyselin, mapriklad kyseliny jantaro-
vé, maleinové, fumarové, malonové a fta-
lové.

Slougeniny vzorct 1, 2 a 3 jsou cennymi
produkty, z nichZ je moZno p¥ipravit mak-
rolidovéd antibiotika s 168¢lennou strukturou.
Je napiiklad moZno hydrolyzovat mykaro-
syltylakton vzorce 1 na tylakton vzorce 4
v mirné kyselém prostfedi. Obdobnym zpi-
sobem je moZno hydrolyzovat mykarosylty-
laktonové derivaty obecného vzorce 2 na
odpovidajici 3-O-acyltylaktonové derivaty o-
becného vzorce 3.

Hydrolyza za mirng kyselych podminek
je zndma. K provadéni hydrolyzy je moZno
uZit roztoku o pH 4 nebo niZ8im. Je také
moZno uZit polarnich organickych pomoc-
nych rozpoustédel, jako jsou alkoholy, na-
pfiklad ethanol k udrZeni reak¢mich sloZek
v roztoku. P¥i provadé&ni hydrolyzy je moz-
no uZit teploty 20 aZ 100 °C. Reakéni doba,
nutnd k dokonfeni hydrolyzy zdvisi na pH
reakéni smési a na pouZité teplotd. P¥i vys-
81 hodnot& pH je reak&ni rychlost pomalej-
81 a pFi vyS8i teplot& se reak&ni rychlost
zrychluje. Reakce se provadi tak, Ze se na
mykarosyltylakton nebo 3-O-acylmykarosyl-
tylaktonovy derivat phsobi mirng kyselym
roztckem po dobu, dostatenou k odstrané-
ni mykarosylové skupiny, ¢imZ se ziskd ty-
lakton nebo 3-O-acyltylakton.

Tylakton je moZno biologicky preménit
na tylosin nebo sloudeniny, p¥ibuzné tylo-
sinu. Biologickd pfeména se provadi tak,
Ze- se tylakton p¥idd k rostouci kultuie mi-
kroorganismu, ktery je schopen tuto pfe-
ménu provddét. Timto mikroorganismem mi-
Ze byt napriklad kmen Streptomyces, ktery -
bud. sdm produkuje tylosin nebo je schopen
produkovat tylosin, avSak produkce tylosi-
nu je blokovéna.

Kmen, ktery je schopen produkovat tylo-
sin, avSak produkce tylaktonu je blokové-
na, je moZno ziskat tak, Ze se na kmen, pro-
dukujici tylosin plisobi mutagenem a pieZi-
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vajici kmeny se péstuji, prifemZ se vyhle-
davaji kmeny, neschopné produkce tylosi-
nu. Tyto kmeny se déle sleduji a vybiraji
se kmeny, které neprodukuji tylakton, ale
jscu stdle schopné biologicky prevadét ty-
lakton nebo tylosin. Tyto kmeny se identi-
fikuji tak, Ze se do malych tF¥epacich lahvi
s obsahem kultury pridéd tylakton a stano-
vi se, zda dochéazi k pFemé&né této latky na
tylosin.

Pfikladem kmend, které jsou schopné
produkcvat tylosin, mohou byt kmeny Strep-
tomyces fradiae NRRL 2702 a NRRL 2703.
Typickym mutagenem, kterého je moZno po-
uZit k ziskani svrchu uvedenych kment je
N-methyl-N‘-nitro-N-nitrosoguanidin.

Tylakton a 3-O-acyltylaktonové derivéty
jsou velmi cennymi latkami p¥i vyrobé zna-
genych sloudenin pro biosyntetické nebo
metabolické pokusy. PF¥i znafeni tylaktono-
vé Gasti nebo cukru je moZno ziskat spe-
cificky znadeny tylcsin, ktery je cemny pro
biosyntetické nebo metabolické zkousky.
Acylova skupina 3-O-acyltylaktonovych de-
rivatd je dal3im mistem, na kterém je moZz-
no tyto derivaty znadcit.

Vyndlez bude osvé&tlen nésledujicimi pfi-
klady.

Pr¥iklad 1

A. Fermentace mykarosyltylaktonu v t¥epa-
cich lahvich

Lyofilizovana peleta Streptomyces fradiae
NRRL 12 201 se disperguje v 1 aZ 2 ml ste-
rilizované vody. 0,5 ml takto ziskaného roz-
toku se pouZije k naofkovani 150 ml vege-
tativnitho Zivného prostfedi nésledujiciho
sloZeni:

MnoZstvi
SloZka v %
kukufiény v§luh 1,0
extrakt z kvasnic 0,5
drt ze so6jovych bobii 0,5
uhli¢itan véapenaty 0,3
surovy séjovy olej 0,45
deionizovand voda 97,25

Je také moZno postupovat tak, Ze se ve-
getativni kultura S. fradiae NRRL 12201,
uchovdvanad po objemu 1 ml v kapalném
dusiku rychle rozmrazi a pouZije k naotko-
vani vegetativaiho Zivného prostiedi. Naoc-
kované vegetativni Zivné prost¥edi se pak
inkubuje v Erlenmeyerovych bafikach o ob-
jemu 500 ml p¥i teploté 29°C po dobu 48
hodin v uzaviené t¥epatce pFi 300 vykyvech
za minutu.

0,5 ml takto inkubovaného vegetativniho
¥ivného prostFedi se pak pouZije k naotko-
vani 7 ml produkéniho Zivného prostiedi
nésledujiciho sloZeni:

10

Mno#Zstvi.
SlaZzka v 0.
Ffepnéd melasa 2,0
kukufiénéd mouka 1,5
rybi mouka 0,9
kukufiény gluten 09
chlorid sodny 0,1
hydrogenfosforetnan amonny 0,04
uhli¢itan vépenaty 0,2
surovy sdjovy olej 3,0
deionizovand voda 91,36

Naockované fermentalni prost¥edi se in-
kubuje v bafice o chsahu 50 ml p¥i teploté
29°C pribliZzng 6 dni v uzavfené trepacc
pfi 300 vykyvech za minutu. v

B. Fermentace mykarosyltylaktonu v tanku .

Aby bylo moZno ziskat vét§$i mnoZstvi o¢-
kovaciho materidlu, uZije se 60 ml vegeta-
tivni kultury, p¥ipravené obdobnym zplso-
bem jako v odstavci A k naotkovéani 38 litrli
vegetativniho Zivného prost¥edi druhého
stupné néasledujiciho sloZeni: :

Mnoistvvi

SloZka v %
kukufiény vyluh 1,0
sGjovd mouka 0,5
extrakt z kvasnic 0,5
uhli€itan vapenaty 0,3
surovy s6jovy olej 0,5
surovy lecithin 0,015

voda 97,185

Zivné prostfedi se upravi na pH 8,5 pfi-
ddnim 50% roztoku hydroxidu sodného.

Toto vegetativni Zivné prostfedi druhého
stupné se po naofkovani inkubuje v tanku
o obsahu 68 litri 47 hodin pfi teploté& 29 °C.

4 litry takto ziskané kultury se pouZije
k naofkovani 40 litrli sterilniho produkéni-
ho Zivného prostfedi nasledujiciho sloZeni:

MnoZstvi
SloZka v %
rybi mouka 0,92
kukufi¢nd mouka 1,57
kukufiény gluten ) 0,92
uhliditan vapenaty 0,21
chlorid sodny 0,10
hydrogenfosforeénan amonny 0,04
Fepnd melasa 2,10
surovy sdjovy olej 3,15
lecithin 0,09
vada 90,90

Zivné prostfedi se upravi na pH 7,2 pfi-
ddnim 50% roztoku hydroxidu sodného.

Naotkované produkén{ prostfedi se fer-
mentuje v tanku o objemu 68 litrli p¥ibliZ-
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né 5 dnlt p¥i teploté 28 °C. Fermenta&ni pro-
stfedi se provzduSiiuje sterilnim vzduchem
tak, aby nasyceni kyslikem bylo 30 aZ 50 %
a soufasn& se michd b&Znymi michadly p¥i
300 otatkéch za minutu.

PF¥iklad 2
Izolace mykarosyltylaktcnu a tylaktonu

900 ml fermenta&niho prostfedi, ziskané-
ho zpiisobem podle pFikladu 1 odstavec A
se extrahuje 900 ml petroletheru. Petrolethe-
rovy extrakt se zahusti v proudu vzduchu
na olejovitou kapalinu. Tato olejovitd ka-
palina se rozpusti v malém mnoZstvi ethyl-
acetdtu (p¥ibliZn& 15 ml). Pak se pridéd pri-
bliZzn& 15 aZ 20 ml heptanu. Ethylacetat se
nechd pomalu odpafit, ¢imZ dojde ke krys-
talizaci. Krystaly se oddéli, ¢imZ se ziské
450 mg krystalické smési tylaktonu a myka-
rosyltylaktonu.

Dalsi materidl je moZno ziskat tak, Ze se
ke zbyvajicimu Zivnému prost¥edi ptFidé
stejny objem methanolu, vysledny roztok se
zfiltruje a filtrat se extrahuje methylen-
chloridem.
© 400 mg krystalické smési se rozpusti v
benzenu. Benzenovy roztck se chromatogra-
fuje na sloupci silikagelu (Woelm) v ben-
zenu. Eluce se sleduje chromatografii na
tenké vrstvé silikagelu pfi pouZiti smési
benzenu a ethylacetdtu v pomé&ru 3:2 jako
rozpoustédla a koncentrované kyseling si-
rové k detekci. Sloupec se nejprve vymyvé
benzenem k odstranéni tukovitych latek,
pak 1 litrem smési benzenu a ethylacetdtu
v poméru 9:1, 1400 ml smési benzenu a
ethylacetdtu v poméru 6:1 a 900 ml smési
benzenu a ethylacetdtu v poméru 3: 1, ¢im¥Z
se oddé8li a izoluje tylakton a mykarosyl-
tylakton. Odebiraji se frakce o objemu 150
mililitr&i. Nejprve se ve frakcich 14 aZ 19
vymyje tylakton, pozdg&ji ve frakcich 22 aZ
26 mykarosyltylakton. Frakce s obsahem
kaZdé latky se sliji, odpafi se ve vakuu a
odparek se nechd Kkrystalizovat z heptanu,
¢imZ se ziskd 160 mg tylaktonu a 120 mg
mykarosyltylaktonu.

Mpykarosyltylakton je bild pevnd l4tka,
kterd krystalizuje z heptanu, hexanu nebo
smé&si ethylacetdtu a hexanu a mé teplotu
tdni 182 aZ 184 °C. M4a nésledujici pFibliZné
procentudlni sloZeni:

uhlik 67 %, vodik 9 % a kyslik 24 %.

Empiricky vzorec této 1latky je C30Hs500s,
molekulovd hmotnost je pfibliZzné 538.

Na priloZeném vykresu je uvedeno spek-
trum mykarosyltylaktonu v chloroformu v
infraderveném svétle. Pozorovatelnd ab-
sorp&ni maxima jsou pfi nésledujicich frek-
vencich (cm~1): 3640 (stfedni), 2941 a 2907
(dublet silny), 2421 (velmi malé), 1712 (sil-
né), 1678 (stfedni), 1623 (malé), 1590 (sil-
né), 1456 (stfedni), 1404 (malé), 1374 (ma-
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1é), 1359 (hrb), 1314 (malé), 1284 (malé),
1263 (velmi malé), 1229 (malé), 1178 (sil-
né), 1157 (stredni}, 1134 (velmi malé), 1109
(malé), 1078 (velmi malé), 1050 {stiedni),
1025 (velmi malé), 1000 (silné), 984 (sil-
né), 962 (stiedni), 920 (velmi malé), 911
(velmi malé), 889 [malé), 867 (malé), 848
(hrb]), 836 (malé) a 799 (malé).

Absorp€ni spektrum mykarosyltylaktonu
v ultrafialovém svétle v neutrdlnim ethano-
lu ma absorpéni maximum pifi 282 nm
(Ei% = 568).

Mykarosyltylakton ma né&sledujici speci-
fickou otadivost: [e]p®® —46,4° (¢ = 1,
CH30H].

Mykarosyltylakton je témé&F nerozpustny
ve vodg, je vSak rozpustny v organickych
rozpouStédlech, napiiklad acetonu, metha-
nolu, ethanolu, dimethylformamidu, chloro-
formu, diethyletheru, petroletheru, benzenu
a dimethylsulfoxidu.

Pfiklad 3
3,4'-di-O-acetyl-5-0O-mykarosyltylakton

20 mg mykarosyltylaktonu, pripraveného
zplsobem podle piikladu 2 se rozpusti v
0,5 ml pyridinu. P¥idd se 0,25 ml anhydridu
kyseliny octové. Vyslednd smés se michd 15
hodin p¥i teplotd mistnosti a pak se odpafi
dosucha ve vakuu. Odparek se znovu roz-
pusti ve smési methanolu a cyklohexanu a
znovu se odpafi, ¢imZ se ziskd jako pevné
latka 3,4'-di-O-acetyl-5-0O-mykarosyltylakton.

Pfiklad 4

3,4'-di-O-propionyl-5-0-mykarosyltylakton
je moZno ziskat obdobnym zpfisobem jako
v pfikladu 3, s tim rozdilem, Ze se pouZije
anhydrid kyseliny propionové.

Pfiklad 5

3,4'-di-0O-isovalery-5-O-mykaroxyltylakton
je moZno ziskat obdobnym zplisobem jako
v piikladu 3, s tim rozdilem, Ze se pouZije
anhydrid kyseliny isovalerové.

Pr¥iklad 6
3,4'-di-O-benzoyl-5-0-mykarosyltylakton
je moZno ziskat obdobnym zplisobem jako
v pfikladu 3 s tim rozdilem, Ze se pouZije
anhydrid kyseliny benzoové.

Pr¥iklad 7

3,4'-di-O-(n-butyryl)-5-0-mykarosyltylak-
ton je moZno ziskat obdobnym zpflisobem ja-
ko v pfikladu 3 s tim rozdilem, Ze se pouZije
anhydrid kyseliny n-maselné.

Priklad 8

Piiprava tylaktonu z mykarosyltylaktonu
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Mykarosyltylakton, pf¥ipraveny zplisobem
podle p¥ikladu 2 se rozpusti ve smési me-
thanolu a vodného roztoku kyseliny chloro-
vodikové o pH 1,8. Vysledny roztok se ne-
ché stdt do ukon&eni hydrolyzy, pfiCemZ se
30 minut zahfeje na parni ldzni a pak se
upravi na pH 7,0 pfiddnim hydroxidu sod-
ného. Vznikly roztok se extrahuje ethylace-
tatem, dichlormethanem nebo chloroformem.
Extrakt se vysudi a odpafi ve vakuu, &imZ
se ziskd tylakton.

Tylakton je bild pevnd latka, ktera krys-
talizuje z heptanu, hexanu nebo ze smési
ethylacetdtu a hexanu a mé teplotu téni 162
a7 163 °C. Tylakton mé nasledujici pfibliZzneé
procentalni sloZeni:

uhlik 70 %, vodik 9,7 %, kyslik 20,3 %.

Empiricky vzorec je C2sH3s05, molekulova
hmotnost je p¥ibliZné& 394.

Absorpéni spektrum tylaktonu v infracer-
veném svétle v chloroformu mé absorpéni
maxima pifi nésledujicich  frakvencich
(cm~1): 3534 (stfedni), 2924 (silné), 2398
(slabé), 2353 (slabé), 1709 (velmi silné),
1678 (velmi silné), 1626 (malé}), 1592 (velmi
silné), 1458 (silné), 1441 (hrb), 1404 (sil-
né), 1379 (malé), 1316 (silné), 1284 (stfed-
ni), 1181 (velmi silné), 1143 (silné}, 1103
{stfedni), 1078 (stfedni), 1049 (velmi ma-
16), 1025 (stiedni), 984 (velmi silné), 958
(silné), 923 (stfedni), 911 (hrb), 859 [ma-
16), 868 (stfedni), 840 (stfedni), 820 (velmi
malé) a 661 (malé).

Absorpéni spektrum tylaktonu v ultrafia-
lovém svétle v neutrdlnim ethanolu ma ab-
sorpéni maximum p¥i 282 nm (E 1% =560).

Tylakton mé nésledujici specifickou ota-
¢ivost:

[¢]p? —55,23° (¢ = 1, CH30H).

Elektrometrickou titraci tylaktonu v 66%
vodném roztoku dimethylformamidu je moz-
no prokézat, Ze tato slouenina neobsahuje
Z4dné titrovatelné skupiny.

Tylakton je témé&F nerozpustny ve vodg,
avdak je rozpustny v organickych rozpous-
tédlech, napiiklad acetonu, methanolu, e-
thanolu, dimethylformamidu, chloroformu,
diethyletheru, petroletheru, benzenu a di-
methylsulfoxidu.

P¥iklad 9
Priprava 3-O-acetyltylaktonu

3,4'-di-O-acetyl-5-O-mykarosyltylakton,
pFipraveny zpiischem podle piikladu 3 se
hydrolyzuje obdobnym zplisobem jako v pfi-
kladu 8 pfi pouZiti smési methanolu a ky-
seliny chlorovodikové o koncentraci 0,1 N
v poméru 1:1 pifi pH 1,5, ¢imZ se ziskd 3-
-O-acetyltylakton.

P¥iklad 10

3-O-propionyltylakton je moZno ziskat z
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3,4‘-di-O-propionyl-5-O-mykarosyltylaktonu,
ziskaného podle pFikladu 4 zplsobem podle
prikladu 9. . \

Prfiklad 11

3-O-isovaleryltylakton je moZno ziskat z
3,4'-di-O-isovaleryl-5-O-mykarosyltylaktonu,
pfipraveného zplisobem podle pfikladu 5
obdobnym zpfliscbem jako v p¥ikladu 9.

P¥iklad 12

3-0-benzoyltylakton je moZno ziskat z 3,4'
-di-O-benzoyl-5-0O-mykarosyltylaktonu, pfi-
praveného zpfisobem podle pfikladu 6 ob-
dobnym zpilisobem jako v prikladu 9.

P¥iklad 13

3-0-[n-butyryl Jtylakton je moZno ziskat z
3,4'-di-0-(n-butyryl)-5-0O-mykarosyltylakto-
nu, p¥ipraveného zplisobem podle p¥ikladu 7
obdobnym zpsobem jako v piikladu 9.

Pr¥iklad 14
Priprava tylosinu z tylaktonu

Kmen Streptomyces fradiae, ktery diive
produkoval tylosin, avSak byl blokovén, po-
kud jde o uzavieni makrolidového kruhu,
se péstuje zplisobem, popsanym v prikladu
1, odstavec A. Kmen se péstuje pfi teploté
28°C. Po 48 hodindch od zafdtku fermen-
tace se piidd tylakton. Pak se fermentace
provadi tak dlouho, aZ se nahromadi do-
statetné mnoZstvi tylosinu, to je p¥ibliZné
daldi 3 dny. PFitomnost tylosinu je moZno
prokéazat tak, Ze se odebiraji vzorky Zivné-
ho prostiedi a tyto vzorky se péstuji proti
mikrocrganismiim, které jsou citlivé na ty-
losin. Jednim z pouZitelnych organismi je
Staphylococcus aureus ATCC 9144. Biologic-
kou zkou$ku je moZno snadno provést au-
tomaticky turbidimetrickou metodou. Je také
mo#no pouZit chromatografie na tenké vrst-
vé nebo vysokotlaké kapalinové chromato-
grafie, k detekci se pouZije ultrafialového
svétla.

Pr¥iklad 15
Priprava znacteného tylosinu

Mykarosyltylakton se pi¥ipravi zplisobem,
uvedenym v p¥ikladech 1 a 2 s tim rozdilem,
7e se do fermentaéniho prostfedi prida zna-
geny octan, propiondt nebo butyrat. Timto
zplisobem se ziskd znafeny mykarosyltylak-
ton, ktery je moZno pouZit k vyrobé& tylak-
tonu zpdisobem, uvedenym v pFikladu 8. Ten-
to znateny tylakton se pak pouZije k vy-
robé tylosinu zpfisobem, ktery byl popsén
v piikladu 14. Timto zplisobem se ziskéa ty-
losin, ktery je znafeny na makrolidovém
kruhu.
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Priklad 16

Pfiprava 3-O-acetyl-5-0-8-desosaminyl-
tylaktonu

3-O-acetyltylakton, pfipraveny zplisochem
podle pfikladu 10, se smisi s 5 ekvivalenty
1-a-brom-2-0-acetyldesosaminhydrobromidu
za pfitomnosti kyanidu rtutnatého v mitro-

18

methanu. Reakce se provddi 10 hodin pfi
teplot& 20°C. 3,2'-0-diacetyl-5-0-8-desosami-
nyltylaktonu se izoluje sloupcovou chroma-
tografii na silikagelu. 2‘-acetylovd skupina
se odstrani stanim této sloudeniny v metha-
nolu pf#i teploté mistnosti, ¢imZ se ziskd 3-
-O-acetyl-5-0-g-desosaminyltylakton (3-0- -
-acetylderivdt antibiotika M-4365 Gi).

PREDMET VYNALEZU

Zpisob vyroby makrolidi cbecného vzor-
ce I

kde

R znamend atom vodiku nebo acylovou
skupinu o 1 aZ 18 atomech uhlikuy,

Q znamend atom vodiku nebo mykarosy-
lovou skupinu vzorce

oH
CH,y

— ORr!
0

CH3

kde

R! znamend atom vodiku nebo acylovou
skupinu o 1 aZ 18 atomech uhliku, za pfed-
pokladu, Ze v pFipad&, Ze Q znamend atom
vodiku, znamend R acylovou skupinu, vy-
znacujici se tim, Ze se pé&stuje kmen Strep-
tomyces fradiae NRRL 12 201 v submerzni
kultufe za aerobnich podminek v Zivném
prostfedi, obsahujicim vyuZitelné zdroje
uhliku, dusiku, a anorganickych soli za
vzniku sloufeniny obecného vzorce I, v ném#
R znamend atom vodiku a Q znamend my-
karosylovou skupinu, v niZ R! znamené atom
vodiku, nafeZ se popfipadé acyluje vysled-
ny produkt za vzniku sloudeniny obecného
vzorce I, v niZ jeden nebo oba substituenty
R a Q znamenaji acylovou skupinu, nebo se
provede mirnd hydrolyza sloudeniny obec-
ného vzorce I, v n8mZ Q znamen4d atom vo-
diku a R znamené acylovou skupinu.

1 list vykrest
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