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{B4) Nazev vynalezu:
Zpusob izolace riznych aplikaénich
forem tylozinu

1-57) Anotace:

Zptlsob ziskavani riznych forem antibiotika ty-
lozinu z fermentaénich procest pii vyrobé ve
vétsich objemech, kdy se pred dal$i separaci
antibiotika tylozinu zaradi mikrofiltrace nebo
ultrafiltrace ¢i pfipadné i diafiltrace nativni nebo
upravené fermentaéni ptidy. Ziskany filtrat ob-
sahujici tylozin je posléze zahustén a pfipadné i
dastedné odsolen na membréné nepropoustéfici
izolované antibiotikum. Ziskany koncentrat
zbaveny neZadoucich piimési se poulije pfimo
pro pripravu koneé¢ného produktu pro pouZiti v
Zivo¢isné vyrobé.
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Vynadlez se tykd zpusobu izolace ruUznych aplikacénich forem
antibiotika tylozinu pripravovaného biotechnologickym fermentacd-
nim postupen.

Tylozin je 16ti¢lenné makrolidové antibiotikum c¢asto pouzi-
vané ve veterindrni praxi. Vyrdbi se submerzni kultivaci mikro-
bidlniho kmene Streptomyces fradiae. V praxi jsou pouZivany ruzné
aplikaéni formy tohoto antibiotika, poc¢inaje technickymi a konce
cistymi formami.

Izolaéni postupy umozZfiujici ziskat poZadované formy lze
rozdélit zhruba do t¥i kategorii. V p¥ipadé vyroby technického
tylozinu je izolaéni postup zaloZen na suSeni fermentaéni pudy
obsahujici tylozin na rozprasovaci susdrné (&s. A0 270 801).
Vyhodou této bezodpadové technologie je Jjednoduchost, nevyhodou
je omezend pouZitelnost ziskaného preparatu a vzhledem k pritom-
nym balastnim latkdm i moZnost 2ztrdt antibiotické aktivity béhem
dalsiho skladovéani.

Modifikaci tohoto postupu 1lze dosdhnout pripravy vodoroz-
pustného technického tylozinu. Vhodnym zpUsobem upravend fermen-
taéni pada obsahujici antibiotikum tylozin Jje zfiltrovana nebo
zcentrifugovana a ¢iry roztok je ususen na rozprasovaci sus$arné.
Vysledny produkt se oproti technické formé vyznacuje vys$sim obsa-
hem tylozinu a nékdy i vyrazné lepsi stabilitou antibiotické
aktivity. Cadstec¢nd nevyhoda tohoto postupu spodivd v tom, Ze pri
filtraci nebo odstfedéni fermentac¢ni pady se odseparuji pouze
nerozpustné latky, zatimco makromolekuldrni latky typu bilkovin
a podobné prechdzeji do roztoku. PFi suSeni na rozprasovaci
susarneé jsou nékteré latky hlavné bilkovinného charakteru tepelné
denaturovany, coZz m& za nasledek, 2Ze vysledny produkt pri aplika-
ci, kdy je rozpoustén ve vodé, poskytuje zakalené roztoky. Dalsi
nevyhodou tohoto postupu je omezend moZnost zpusobu aplikace
vodorozpustné technické formy.

Treti zpGsob izolace tylozinu je =zaloZen na klasickych
postupech chemického a farmaceutického prumyslu a byvd pouzivéan
pro ziskdni jeho ¢&istych forem. Izolaéni postup byva vétsSinou
realizovan podle nédsledujiciho schématu: filtrace nebo odstredéni
fermentacéni plidy, extrakce filtrdtu do organické faze, reextrakce
do vodné faze pri pH 4,5 - 6,5 a zpracovdni extraktu na poZadova-
nou ¢&istou formu tj. bazi nebo pFislusnou sUl (Hamill R.L.
a spol. Antibiotic Chemotherapy 11, (5) 328 - 334 (1961), &s. AO
197600). :

Hlavni nevyhodou p¥i realizaci vyroby &istych forem tylozinu
je prace s velkym objemem organického extrakéniho rozpoustédla
vyplyvajici 2z dodrZeni nutného poméru vodné a organické féze
5 : 1. Pouzivani velkého mnoZstvi organického extrakéniho &inidla
vyZaduje jak zavedeni jeho regenerace, tak i odstranéni jeho
zbytkd z vyextrahované vodné faze, a to s ohledem na dal$i likvi-
daci odpadnich vod. Tyto operace provadéné s relativné velkymi
objemy jsou pri dodrzZovéni vsech hygienickych a ekologickych hle-
disek ekonomicky a technologicky velmi narocéné.

Jednou z moZnosti, jak nékteré uvedené nedostatky objevujici
se pri izolaci vodorozpustného technického tylozinu a é&istych
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forem tylozinu odstranit, je zafazeni membranovych separacénich
procesd do jednotlivych izolaé&nich postupl. V soudasné dobé jsou
"mikrofiltrace, ultrafiltrace a reverzni osméza béZnymi separacni-
mi postupy pouZivanymi v mnoha oborech, zejména ve spojeni se
separaci latek ionogenni a neionogenni povahy jako jsou koloidy,
polymery, makromolekuly a rozpustné nizkomolekuldrni latky nacha-
zejici se prevdiné ve vodném prostfedi (Souvivajan S.: Reverse
Osmosis, Logos, London 1971; Belford G.: <Syntetic Membrane Pro-
cesses, Academic Press Inc. 1984). Jsou pouZitelné jak v kontinu-
alnim, tak i diskontinudlnim uspofaddni. Uc&innost separace je
zavisld na typu pouZitych separaénich membran, jejich délicich
hranicich, hydrodynamickych pomérech v separadénim zafrizeni a na
pouzitém tlaku a teploté. Aplikaci téchto technik je dosahovéno
bud 2zvySeni koncentrace #&danych latek anebo naopak 2ziskavani
upravenych vodnych roztoki bez pFfitomnosti neZddoucich primési
(Delyannis A., Delyannis E.-E.: Seawater and Desalting, Vol. 1.,
Springer Verlag, Berlin, Heidelberg, New York 1980).

Neékteré nedostatky spojené s izolaci vodorozpustného tech-
nického tylozinu anebo &istych forem tylozinu odstrafuje zplsob
podle vynalezu, jehoZ podstata spod¢ivd v tom, 32Ze fermentovana
pida nativni nebo modifikovand, 3jeji filtrat &i supernatant
S obsahem susSiny od 0,15 do 15 % hmot. a obsahem tylozinu od
0,05 do 30 % hmot. v suSiné se pripadné mikrofiltruji nebo ultra-
filtruji, a i pripadné diafiltruji. Vybér vhodné porozity a typu
mikrofiltraénich a ultrafiltracénich membradn umoZnuje zajistit,
aby tylozin se nachdzel prevdzné v permedtu, oddélen od vétiiny
doprovazejicich balastnich makromolekuldrnich 1l&tek. Zatfazenim
diafiltraéniho krcku s 0,1 aZ 10 nadsobnym mnoZstvim diafiltraéni
vody vzhledem k pUvodnimu objemu zpracovdvané fermentaéni pudy
lze zajistit aZ 98 % vytéZnost celého procesu. Permeadt obsahujici
antibiotikum tylozin je pak ddle zpracovavdan bud koncentraci na
reverzné-osmotickych membrandch zajistujicich odstranéni &asti
rozpoustédla a pripadné 1 rozpusténych nizkomolekuldrnich latek,
nebo jinymi vhodnymi izolaénimi postupy.

Zpusobem podle vyndlezu dochdzi k podstatné ekonomizaci
vyroby riznych forem tylozinu, nebot se pracuje s mensimi objemy
roztokl a organickych rozpoustédel, zlep$i se hygienické a ekolo-
gické poméry pri vyrobé a uspofi se riuzné formy energie. Zaroven
zatazenim metod membrénové separace do izoladnich postupi se zZvy-
Suje vytéZek izolovaného tylozinu a sniZuje moZnost jeho pripadné
inaktivace. ZpUsobem podle vyndlezu se ddle umozni ziskat stabil-
ni vodorozpustny technicky tylozin, coZ soudasné metody pripravy
zatim neumozZiiuji.

V dalsim je vyndlez bliZe objasnén v p¥ikladech provedeni,
aniZ by se jimi omezoval.

Priklad 1

Fermentadni puda obsahujici antibiotikum tylozin o aktivité
7 650 m.j./ml byla upravena formalinem tak, aby jeho vysledna
koncentrace v pidé byla 0,5 % objemovych a byla zah¥ata po dobu
3 minut pfi teploté 70 °C. Po ochlazeni a koagulaci byla suspenze
~2zfiltrovana pres kfemelinovy filtr a 20 litrd &irého filtratu
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o pH - 6,8 bylo podrobeno ultrafiltraci na ultrafiltrac¢nich mem-
brandch (nap¥. FS61PP) zadrzujicich vysokomolekuldrni 1latky
o molekulové hmotnosti vétsi neZ 20 000. Permedt byl podroben
reverzni osméze na membradndch (nap¥. HC-50) zadrZujicich latky
o relativni molekulové hmotnosti vétsi neZ 300. Koncentrat
o objemu 3,5 1 obsahujici antibiotikum tylozin o koncentraci
41 000 m.j./ml byl pak ddle zpracovdn extrakci do 1,5 1 organic-
kého rozpoustédla a dalsimi izola¢nimi postupy na ¢istou formu
tylozinu base. 2Ztraty antibiotické aktivity p#fi membranovych
separacnich procesech nepr¥esdhly hodnotu 6,2 % a dosazZeni koncen-
traéni faktor byl 5,7. :

Priklad 2

Fermentaéni puda o aktivité 6 200 m.j./ml byla zfiltrovéana
podle bodu 1 a ¢éiry f£filtrdt o objemu 15 1 byl Kkoncentrovan
a castec¢né odsolen filtraci pres reverzné-osmotické membrany
zadrzujici molekuly o relativni molekulové hmotnosti vétsi nez
- 300. Koncentrdat o objemu 1,7 1 a aktivité 53 000 m.j./ml byl
zasusen na rozprasSovaci susSdrné za vzniku technického vodoroz-
pustného tylozinu. Ztraty antibiotické aktivity béhem reverzni
osmézy dosdhly 3,1 % a dosaZeny koncentrac¢ni faktor byl §,8.

pPriklad 3

Tylozinovad fermentac¢ni plda o aktivité 6 500 m.j./ml byla
zah¥ata po dobu 3 minut na 70 °C. Po ochlazeni na teplotu 20 °C
bylo 15 1 fermentac¢ni pudy ultrafiltrovdno pres ultrafiltraéni
membrany, které zadrzZovaly castice a molekuly o véts$i relativni
molekulové hmotnosti neZz 50 000. Po ziskdni 5 1 ultrafiltratu
a soucasném poklesu rychlosti pritoku permedtu pres ultrafiltrad-

ni membrédnu pod hodnotu 25 1l.hod.”l.m™2 byla k fermentaéni pudé
priddvdna diafiltraéni voda rychlosti odpovidajici rychlosti
ultrafiltrace. Diafiltrace byla ukonéena po pridadni 17 1 dia-
filtraéni vody a bylo ziskdno 23 1 permedtu obsahujiciho tylozin
o koncentraci 3 850 m.j./ml. Permedt byl poté zakoncentrovan
a Casteéné odsolen reverzni osmézou jako v prikladu 1 na koneény
objem 4,1 1. Koncentrace antibiotika v koncentratu byla
20 500 m.j./ml. Koncentrdt byl ddle zpracovdn extrakci do 1,8 1
organického rozpoustédla a dalsimi izolaénimi postupy na &istou
formu tylozin tartardtu. Ztraty antibiotické aktivity béhem mem-

branovych separaci dosahly 14 % a dosaZeny koncentradni faktor
“ byl 3,7. '
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PATENTOVE NAROKY

Zplsob izolace ruznych aplikac¢nich forem antibiotika tylozi-
nu pripraveného biotechnologickym fermentacnim postupem pred jeho
dalsi separaci napriklad do organického rozpoustédla nebo zpraco-
véanim na technickou vodorozpustnou formu vyznadujici se tim, Ze
fermentovand puda nativni nebo modifikovand, Jjeji filtrat nebo
supernatant s obsahem susiny od 0,25 do 15 % hmot. a s obsahen
tylozinu od 0,05 do 30 ¥ hmot. v susiné se mikrofiltruje, nebo
ultrafiltruje, pripadné i diafiltruje, pricemZ podil prosly
mikrofiltraénimi nebo ultrafiltraénimi membrédnami nebo plivodni
filtrat ¢i supernatant je zakoncentrovdn a ¢&astec¢né i odsolen na
membrané nepropoustéjici antibiotikum tylozin.

Konec dokumentu
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