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1

Vyndlez se tykd krmiva pro hospodd¥skd zviPata, zvld&t& pFeZvykavce, urychlujiciho
rist, s obsahem antibiotika A-4696, faktoru G.

Antibiotikum A-4696G je glykopeptid, ktery je mo¥no z{skat p&stovénim kmene Actinopla-
nes missouriensis, nap¥iklad ATCC 31681 ve vodném Zivném prost¥edi v submerzni kultufe za
gerobnich podminek.

Po skon¥end fermentsci se antibiotikum izoluje ze surového fermentaZnfho prostredi
adsorpci na pryskyfice a disti se chromatografii.

Antibiotikum A~4696G Jje zdsaditd ldtka, kterd tvoPl s kyselinami adiéni soli, JejichZ
vyroba rovné% spadd do oboru vyndlezu. Adicni soli antibiotika A-4696G s kyselinami,
prijatelné z farmaceutického hlediska jsou zvl4¥t& vfhodnymi sloudeninami.

V prib&hu p¥ihléddky se pod pojmem "sloulenina A-4696G" rozumi antibiotikum A-4696
faktor G nebo ndkterd sil, prijatelnd z farmaceutického hlediska.

Predm&tem vyndlezu je krmivo pro hospoddfské zvi¥ata, zvld3té& pieZvykavce a drlbe?
resp. predsmds k jeho vytvoreni, vyznalujici se tim, Ze obsehuje 0,01 aZ 90 hmotnostnich %
antibiotika A-46960, které je glykopeptidem se dvEma aminoskupinemi zésadité povahy, ve
form& dihydrochloridu jde o bilou krystalickou sloudeninu, v podstat& rozpustnou ve vodé
a nerozpustnou v organickych rozpouit&dlech jsko methylalkoholu, acetonu, chloroformu

a benzenu,
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s p¥*ibli¥nym procentudlnim prvkovym sloZenim 52390 % uhliku, 4,29 % vodiku, 6,39 %
dusiku, 30,96 % kysliku a 5,46 % chloru,

s absorpénim maximem v ultrafialovém sv&tle v bromidu draselném p¥i 3384 (Biroké},
2924 (slabé), 1730 (hrb), 1659 (intenzfvni), 1616 (slebé), 1590 (slabé), 1504 (intemzivni),
1488 (hrb), 1427 (st¥ednd silné), 1289 (slabé), 123( (dublet), 1214 (dublet), 1179 (slabé),
1119 (slsbé), 1060 (intenzivni), 1028 (slabd), 1015 1. rb), 986 (slabé), 899 (velmi slabé),
881 (velmi slabé), 815 (slabg), 801 (hrb), 769 (hrb), ™ (hrb), a 711 (slabd) cm_1,

s sbsorpénim maximem v ultrafialovém svitle ve vod& pfi 279 nm (E = 53),

fem

s volnou formou, kterou moZno titrovat kontinudlné& v rozmezi pH 3,5 a% 13,5 p¥i elektro-
metrické titraci v 66% vodném dimethylformamidu,

p¥l hydrelyze po dobu 70 minut v 5% vodném roztoku kyseliny chlorovodikové p¥i varu
pod zp&tnym chladifem se vytvéi{ pseudoglykon vzorce
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nebo jeho adidni soli s kyselinou, p¥ijatelné z farmaceutického hlediska.

Antibiotikum A-4696G je antibakteridlni ldtka, kterd je zvl4xt& d&innd, proti gram-
pozitivnim bakterifm. Mimoto podporuje antibiotikum A-~4696G rist u zvifat.

SlouZenina A-4696G nebo jeji adi¥nf soli s kyselinsmi, pFijatelné z farmaceutického
hlediska se pPipravuji tak, %e se p&stuje mikroorganismus Actinoplanes misouriensis ATCC
31681 ve vodném %ivném prostiedi s obsahem vyuZitelnych zdroJjd uhliku, dusiku a snorganic-
kych soli v submerznf kultufe za aerobnich podminek'dc nahromadéni sntibiotika.

Antibiotikum A-4696G nebo jeho adi¥ni soli s kyselinami, prijatelné z farmaceutického
hlediska zvydujl vyu¥it{ krmiva u pre¥vykavcd p¥i perordlnim poddni. Slouleninu je moZno
podédvat pfeivykévcdm v krmivu nebo v doplnkovém krmivu, které obsahuje p¥isludné mnoZstvi
antibiotike A-4696G nebo jeho adi¥ni soli s kyselinami.

Antibiotikum A-4696G nebo jeho sdl s kyselinou, p¥ijatelnd z farmaceutického hlediska
mi%e byt rovnd% pouZita ke zrychleni rdstu u kufat. V tomto p¥{padé se pﬁisluéné mno¥stvi
této létky poddvd kuratdm v krmivu nebo v pitné vod&.

Antibiotikum A-4696G ve form& dihydrochloridu je bild krystalickd ldtka. P¥i elemen-
térn! analyze dihydrochloridu bylo prokézéno nédsledujici p¥ibli%né procentudlni sloZeni:
uhlik 52,90 %, vodik 4,29 %, dusik 6,39 %, kyslik 30,96 %, (vypo¥{iténo jako rozdfl), chlor
5,46 %. Antibiotikum A-4696G md prib;iénou'mdlekulovou hmotnost 1700.
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Absorpni spektrum v infralerveném sv&tle pro dihydrochlorid antibiotika A-4696G v bro-
midu draselném je zndzorndno na prilofeném vykresu. Absorp¥ni maxima je mo¥no pozorovat
‘pfi ndsledujicfch frekvencich v et 3384 (8iroké¢), 2924 (slabé), 1730 {(hrb), 1659 (in-
teniz{vif), 1616 (slabd), 1590 (slabé), 1504 (intenzivni), 1488 (hrb), 1427 (stfednd silné),
1289 (slabé), 1226 Ydubket), 1214 (dublet), 1179 (slabé), 1119 (slabd), 1060 (intenziwni),
1028 (slabé), 1015 (hrbd)y; 986 (s%abé), 899 (velmi slabéd), 881 (velmi slabé), 815 (slabé),
801 (hrb), 769 (hrb), 751 (hrb) a 711 (slabé). '

Pfi elektrometrické titraci antibiotika A-4696G v 66% vodném dimethylformemidu p¥i po-
tdtednim pH 7,89 se titruje stoupajic{ mnoZstvi v rozmez{ pH 3,5 a% 11,5.

_ Absorpéni spektrum dihydrochloridu antibiotikae A-4696G v ultrafialovém svétle ve vodd
mé absorp¥ni{ maxima p¥i 279 nm (E:Zm = 53).

Dihydrochlorid antibiétiks A-4696G je rozpustny ve vod&, av3ak nerozpustny v rozpoudtdd
keach jako metpanolu, ascetonu, diethyletheru, chloroformu, benzenu a podobnd.

Krom& volné létky a hydrochloridd je moZno tvorit i dasl¥f adidnl soli antibiotika
A-4696G svkyselinami, jejich¥ vyroba rovn¥% tvori souddst vyndlezu. Vhodnymi solemi antibio
tiks A-4696G jsou soli, které Jjs moZno ziskat standardnimi reskcemi s organickymi anorganic
¥ymi kyselinami, Jjeko jsou kyselina sirovd, chlrovodikovd, fosforednd, octovd, jantarovd,
citrdénovd, mlédnd, meleinovd, fumerovd, palmitovd, 3luové, pamoovd, mucinovd, D-gluta-
novéd, d-kafpovd, glutarovd, glykolovd, ftalovd, vinnd, mravend{, laurovd, stearovd,
salicylové, methansulfonové, benzensulfonovd, sorbinové, pikrovd, benzoovd, skoFicovd
e podobné&.

Zvlé8tni vihodnou skupinu soll tvo¥{ adidni soli, p¥ijatelné z farmaceutického hled
Pod timto pojmem se rozumf soli, které nejsou neZddoucim zplsobem toxické pro teplokrevné
- $ivodichy.

Antibiotikum A-4696G stejnd jako cely komplex tohoto antibiotika & jeho jednotlivé
faktory podléhd hydroljze v priped¥, %e se zahfivd 70 minut na teplotu varu pod
2pétnym chladifem v 58 kyselind chlorovodikové, tak¥e vznikd pseudoaglykon, ktery je mo#
znézornit nésledujfcim strukturnim vzorcem:
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Svrchu uvedeny pseudoaglykon se p¥i hydrolyze z reakdn{ sm&si vysrd%i.

Jak Je ztejmé ze svrchu uvedeného vzorce, obsahuje pseudoaglykon 3est fenolovyéh
hydroxyskupin a volnou sminoskupinu krom¥ aminoskupiny na eminocukru, kterym je ristos

v
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Stejnd jako v pf{psdd dalsich faktord tohoto entibiotike obsashuje faktof G neutrdlni
cukry, vézané na pseudoaglykonové Jjéddro,p¥es jednu nebo v&t3L polet fenylovych skupin.
Prédvé tyto cukry je moZno odstranit hydrolypbu faktoru G v kyselém prostiedi.

*

Z neutrdlnich cukry,, kterd byly identifikovény v hydrolyzdtu komplexu celého antibiéw
tika Je moZno uvést monn6zu, glukdzu a rhamndzu. Faktor G se od ostatnich fTaktord zPejm¥ 1i-
81 typem a poltem neutrdlnich cukrld, vézanfch na Jédro a také mistem, v ném# Jsou tyto
cukry védzdny. V pribdhu hydrolyzy se faktor G chovéd podobné Jako faktory B3 aC, ..

Faktor G je moZno odliZit od znémého faktoru A a od faktord, popsanych v US pateatové
pfihldsce &. 217 962 svym chovédnim p¥i vysokotlaké kapalinové chromatografii. Ddle Jaou uve-
deny reten¥n{ hodnoty K° pro n¥které fektory entibiotika A-4696 p¥i pouZitf vysokotleké
kapalinové chromatogafie v reverzni fézi Cis {Waters Assoc. mBondapak C,e) pti teplats
mistnosti a pii pouziti 2% vodného roztioku kyseliny octové a acetonitrilu v objemovém
pom&ru 90:10 a 2% vodného roztoku kyseliny octové a acetonitrilu v objemovém poméru 70:30
Jjako rozpoustsdla.

A-4696 faktor K

A 1,60
B, 1,99
B, 3,84
B, 2,50
Cia 2,92
¢y 4,23
E| 0,38
G 4,42

Mikroorganismus

Novy mikroorganismus, p¥i Jjeho% p3stovéni se zigkdvd svrchu uvedené antibiotikum
byl z{skédn mutacemi pomoci nitroseguanidinu z kmene Actinoplanes misouriensis ATCC 23342,
to znamend z kmene, ktery¥ produkuje komplex entibiotika A-4696, popsany v US patentu &{slo
3 952 095. Novy mikroorganismus produkuje faXtor G jako hlavnf faktor v mnoZstv{ pribli¥n&
30 % celkové produkce entibiotika. SouZasnd Jsou produkovény del¥i fektory sntibotike
A-4696.

Novy mikroorganismus byl p¥i stanoveni svych vliastnosti srovndvdn s pivodnim kmenem
ATCC 23342. Ob& kultury produkuji podobné substrdty a primdfni mycelia. Sekunddrni myce-
lium nebo mycelium na vzduchu se netvo¥{. Nebylo moZno pozorovat sporsngis. Bylo uZito
t¥indet druhd Zivnych prostfedf, jejich? podkladem jsou agarové plotny a mimoto i pyl
rostlin Liquidambar, Pinus a Passiflora ke sledovdni pF{padné tvorby sporengif. V i4dném
pripadé nebylo moZno svételnym mikroskopem anl elektronovym mikroskopem tvorbu sporangii
pozorovat.

D¥fve byla pozorovéna sporangie v kultu¥e ATCC 23342, Sporangia popesal Dr. John N. Couch
z University of North Carolina. %lo o malé dtvary o velikosti 4 a% 11 am, pFibliZnd kulovi-
té, z¥{dka presnd kulovité, obvykle s nepravidelnou stdnou, to znamend, Ze ¥téna byla na
fezu nepravidelnd zvlndnd.

2ralé spory byly usporddény ve sporangiu ve formd3 jedné nebo v&t¥fho po¥tu nezfetelnych
spirdl. Sporsngia jsou schopna bobtnéni zejména v materidlu mezi sporami, pfi¥em% se sporan-
gium zv&t3{ a nabyde tém&F hladkého kulovitého tveru. P¥itom se uvolni spory, ktqyé Jsou
pohyblivé, velikosti t a% 1,5 mm v primdru a majl p¥ibli%né kulovity tvar.
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Kultura ATCC 23342 mé bundlnou stdnu typu II, vé stdnd je moZno prokézat kyselinu
meso-2,6-diaminopimelovou i kyselinu hydroxydisminopimelovou Becker Bv & daladf, "Rapid
Differentiation between Norcardia and Streptomyces by Paper Chromatography of Whole Cell
‘Hydrolysates", Appl. Microbiol. 11: 421 a% 423 (1964) .

Kultura ATCC 23342 se od kultury ATCC 31681 1i3f hlavnd pigmentac{ primdrnfho mycelia.
Kultura ATCC 23342 md mycelium oranZov¥ zbarvené a to mirnd s% hnddoorsnfové do sytd
oran¥ového aZ Zlutooran¥ového zWarveni v zdvislosti na Zivném prosti¥edi. Kultura ATCC 31681
nemé ¥4dné vyjédfené zbarvent. Mycelium je obvykle Zlutavd Sedé. Tato kultura také nepro-
dukuje £ddny charakteriaticky rozpustny pigment.

Kultura ATCC 23342 produkuje Zervenavd hn&d§ rozpustny pigment na prost¥ed{ ISP 7 a na
agaru 8 protlakem z rajfat a ovesnou moukou (TPC).

Melibidza se vyu¥ivé kulturou ATCC 23342, av8ak nikoli kulturou ATCC 31681.

P¥i stenoven{ vlastnosti kultur bylo u%ito metod, doporufenych International Strepto-
myces Project (ISP) pro sledovédni vlastnosti Streptomyces species E. B. Shirling, a D. Gott-
lieb, "Methods off Characterisation of Streptomyces Species. Internasl. Journal of Systematic
Bacteriology, 16 (3{:313 a% 340 {1966) , byla rovn&% provedena tada doplikovych skomdek.

Kmen Actinoplanes missouriensis ATCC 31681, produkujicf antibiotikum A-4696C Je moZ%no
ziskat v 8isté. kultufe bez pFitomnosti ostatnich kmend tak, Ze se mikroorgenismus p&stuje
na ¥ikmém agaru, agarovych plotndch nebo ve sterilnim vodném ¥ivném prost¥edi. Novy kmen,
ziskany mutaci je mo¥no vyuZit pro vyrobu antibiotike A-4696G. |

Svrchu uvedeny kmen Actinoplanes missouriensis ATCC 31681 produkuje faktor G a dals{
1dtky s antibiotickym UZinkem, p¥ilem¥ faktor G tvor{ pfibli¥n& 30 % antibiotik. Novy kmen
miZe rist na celé ¥ad¥ Zivanych prost¥edf, kterd obsahuji vyufitelné zdroje uhliku, dusfku
a anorganickych solf. Vhodnymi zdroji uhliku jsou nap¥iklad uhlohydrdty jeko Zkrob, glukd-
za, dextrin a podobn¥. Glycerol je rovnd} mikroorgsnismem vyufivén jako zdroj uhliku.

Vyhodnym a levnym zdrojem uhliku je melasa, av3ak vyhodn&jdi je 8krob. Ze zdrojd dusiku
Je mo¥no uvést aminokyseliny, peptony a kvasinky. Je také mo¥no udit oleje, nap¥iklad
80Jovy olej nebo sra3idovy olej jako zdroje dusiku. Nejvyhodn&j&im zdrojem dusiku jsou
kvasinky, obvykle extrakt z kvasnic.

Stejn& jako v p¥ipadd daldich mikroorgsnismi, produkujicich antibiotika se v&len{ do
Zivného prostfedi anorganické scli. Anorganické soli, které padaj{ v dvahu jsou ty létky,
které jsou zdrojem iontd sodiku, drasliku nebo vépniku a iontd amonnych, fosforednanovych,
chlioridovych, siranovych a podobn¥. Je také mo¥no do ¥ivného prost¥edi ptiddvat stopové
prvky, nutné pro rist mikroorganismd, a to jednotliv& nebo gpolu s dal&f{mi ¥ivinami.

Maléd mno¥stvi stopovych prvkd, dostatednd k uvedendmu d&elu se obvykie vyskytuji
Jako nelistoty v ostatnfch slo¥kdéch %ivného prostkedi.

K dosaZenf vy38i produkce faktoru G v ¥ivném prost¥edi je mo¥no do tohoto proaifedy
pfiddvat také zdroje ristovych faktord, nep¥fklsd 1ihovernické v¥pelky & exirakt 2 kvssnic.

Novy kmeun, produkujfci faktor G jJe moZno pdatoval v Zirokém rosmesf pH. Pro wsximfind

prodokél sntibiotiks, je v¥ak vyhodnsd udriovat pH v rozmesi 6 o 8,0, s vfhodou v rozme
6,5 a% 7. V prib¥hu rists mikroorgauiszmu se pH ¥ivného prostiedl obyykle zvyduje 2 viho

rozmesi na pH 7,0 a¥ 7,5,

Mald mnoZetvi sotibiolike je mo#né ziskat pii plsitovdns uve
iehvich o objema 250 a% 2 Q00 wi. Fre produksi antibioilks ve v
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fermentord o pFibliZném objemu 10 000 a% 200 000 litrd. Nejvyhodnijii je p&stovdni v submers-
ni kultufe za serobnich podminek, zejména v p¥ipedd, %e Je nutno ziskat velké mnoZstv{ i
faktoru G. Stejn® jako p¥i produktci jinych ldtek se v tomho pPipadd uzivd velkych sterilnich
fermentord s obsshem ¥ivného prostfedf, které se okuje dostateinym mno¥stvim o&Zkovacfho
materidlu pro rist a produkci sntibiotike v po¥adované dob& od naodkovdni.

O%kovacl materidl pro velké tanky se ziskd tek, %e se mikroorganismus nejprve pdstuje
na 3ikmém egesru, odkud se prenese do t¥epscich lahvi s obsahem %ivného prost¥edi. Vegetativni
prostied! v plném rdstu se pak z t¥epaci lahve prenese do v&tZiho objemu, ktery twof{i mezi-
stupen mezi t¥epaci lahvi a reprodukdnim tankem. Jakmile rist v tomto mezistupni je optimélnt
ptenase se obsah do nejvét&iho tanku.

Kmen A. misouriensis ATCC 31681 je mo%no p¥stovat ve fermenta¥nim prost¥edi{ p¥i teplo-
téch 20 a% 40 °c. Vfhodnd teplota pro maximdlni produkci faktoru G je pFibliZn¥ 30 “C,

V prib&hu fermentace nového kmene se Zivnym prost¥edim nechd prochdzet sterilni vzduch
8 sou¥asnd se ¥ivné prost¥edl michd. P¥ivddi se nap¥fklad 0,1 8% 1,0 objemu vzduchu na 1
objem ¥ivného prost¥edf za minutu, vyhodnéd rychlost provzdusnovénf %ivného prostiedi viak
Je alespon 0,5 objemu vzduchu na 1 objem Zivného prostiedil za minutu.

P¥i svrchu uvedenych fermenta¥nich podminkéch obvykle dochdzi k maximdln{ produkci
faktoru G v pribghu 4 a% 6 dnd. Prib&h fermentace Jje mo%no sledovat tak, %e se odebiréjl
vzorky, Jejich% antibiotickd udinnost se sleduje. Vhodnym mikroorgenismem pro toto poufiti
Je Bacilus subtilis. Zkousky se provddi standardnim zpldsobem pou¥itf ploten s papirovymi
kotou¥i nabo miskami na agarovych %ivnych prosti¥edcich, nao&kovédnych zkoumanym mikroorgaw
nisgmem.

"P¥i izolaci faktoru G do fermentadniho prostfedi se s vyhodou postupuje” tak, Ze ze
%ivné prostiedi chromstogrefuje na pryskytici bez funk¥nich skupin. Pro tento Zel je vhodné
nap¥iklad prysky¥ice Dision HP 20 (Mitsubishi). Dalsimi podobnymi pryskyFicemi bez funk&nich
skupin jsou nap¥iklad Ambertlite XAD-4 (Rohm a Haas Co.) a Duolite SES 861 (Diamond Sham-
rock), tyto pryskyfice mohou byt rovn&%f ufity.

Izolace faktoru G se obvykle provdd{ tak, ¥e se Zivné prost¥edi z¥edl organickym
_rozpoudt¥dlem, misitelnym s vodou, nap¥iklad acetonem a pH tohoto z¥ed¥ného fermentaZniho
prost¥edf se sni%f na 1,5 a% 2,0, nale? se 'okyseléné prostiedf zfiltruje k odd¥leni mycelis
a dalsfho nerozpustného podflu. K urychlen{ filtrace je moZno pou?ft-pomocnych prostiedkd,
nap#fklad infusoriové hlinky nebo'daléich‘béZné doddvanych pomocnjch prost¥edkd pro filtra-
ci. ’ '

Nerozpustny podfl je moZno odd¥lit teké odst¥eddnim. Proast¥edf se pak upravi na pH 3
8% 4 a odpa¥{ k odstran¥ni organického rozpoustddla. Prost¥edi se pak nechd projit pryskypfi-
¢t bez funk&nich skupin a entibiotikum se vymfvd smdsi vody a organického rozpo3tddla, napii-
klad smé&s{ vody a methanolu, vody a ethanolu nebo vody a acetonu.

Obvykle tvo¥{ organické rozpoustddlo 20 h% 50 objemovych % sm¥si. Frakce eludtu s obsa-
hem santibiotika se zahusti na mal§ objem a antibiotikum se vysré¥{ z koncentrdtu ve volné
form& po dpravé pH na 6,5 a¥% 7. :

Je také moZnoc postupovat tak, %e se po skon¥ené fermentaci faktor G izoluje z fermen-
tadntho prost¥edi b&¥nymi izola¥ni{mi postupy nap¥iklad adsorpci na vhodnou iontomdni¥ovou prys-
kyrici s nédslednym chromatografickym d8lenim. Vhodné pryskytice Jsou nnprikléd kationto-
m¥nidové pryskyPice s malym po¥tem p¥{Znych mistkd, nap¥iklad Amberlite IR-116,

Jak ji% bylo uvedeno, antibiotikum A-4696 faktor G je zdsaditd iétka, kterd obsahuje
dvé zdsadité eminoskupiny. Faktor G proto tvo¥f adi¥nf soli s snorgenickymi, a orgsnickémi
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kyselinami. Soli faktoru G se pfipravujf bé&Znym zplisobem, nap¥ikled dihydrochlorid se p¥i-
pravuje tak, %e se volnd ldtka uvede v reakci s kyselinou chlorovodikovou ve smdsi vody a
methanolu. Dihydrochlorid se z roztoku vysrdff, oddéli se filtrac{ a usui. Sulfdt je

mo¥no ziskat tak, %e se kyselina sirovd pFidd k roztoku faktoru G ve smdsi vody @ methanolu
nebo ve smési vody e ethanolu. .

Faktor G je mo¥no u%it ke zrychleni{ hmotnostnich pfirdstkd u kufat tak, %e se tento
faktor véleni do krmiva nebo pitné vody pro kuPata, Faktor G je moZno v&lenit do krmiva
v koncentraci 2,5 a¥ 100 ppm, v tomto p¥{padé zvysZuje p¥irdstky a zlepduje vyuZit{ krmiva .
ve srovandni s kontrolnimi zviFfaty. P¥i poddvdn{ do pitné vody se obvykle uZfivd sil faktoru
G, pfijatelné z farmaceutického hlediska. Vhodnou soli antibiotika A-4696G pro toto poddni
je dihydrochlorid. Koncentrace sntibiotika A-4696G nebo jeho soli v pitné vod& se
obvykle u¥{vé p¥i hladindch 1,5 a¥ 50 mg/ml, s vfhodou 10 a¥ 20 mg/ml. Je tedy moZmo urychlit
rist kufat tak, ¥e se ku¥atdm poddvd 1i¥inné mno¥stv{ ridstového faktoru 8 antibiotika
A—4596 nebo n&kterd z jeho solf, pFijatelnych z farmaceutického hlediska.

Jak ji% bylo uvedenoj je moZno faktor G v¥lenit do krmiva nebo pitné vody kufat. Ku-
fatdm Jje mo¥no poddvat krmivo s obsahem antibiotika A-4696G v celém prﬁbéhu ristu a% do .
dosa¥eni maximdlniho prirdstku.

Antibiotikum A-4096G je mo¥%no v¥lenit do krmiva pro ku¥ata. K tomuto d&elu je moZno
uzit izolovany a v podstaté isty fektor A-4696G. Vysoce hospoddrnd a pohodlnd forma poddvé-
ni faktoru 3 pro uvedend poufiti vdak spo¥ivéd v tom, %e se usudi celé fermentalni prostiedi,
¢im¥ se ziskd faktor G ve smdsi s myceliem. Trto smds s obsahem mycelia a entibiotike A-4696G
mi%e byt analyzovéna na obsah faktoru G, aby bylo moZno do krmive pro kufata pridat p¥isludné
mnofstvi tohoto faktoru.

Timto zpisobem Jje rovn&? moZino zufitkovat mycelium s pPim&si faktoru G jako krmiva,
doploujici sscharidy a sminokyseliny do denni ddvky kufat.

Suss mycelie a antibiotika A-4696G je moZno zigkat tak, %e se 0dd&l{ mycelium od Ziv-
ného prostfedi s po odstrandni faktoru G ¥ivného prost¥edi svrchu uvedenym zpﬁsobém se zahusg-
ti{ eludty z chromatografickych sloupcl s obsshem faktoru G a koncentrdty se smisf s odd&le-
nym myceliem p¥ed jeho usuSenim.

Antibiotikum A-4696 faktor G a jeho soli, prijatelné z farmaceutického htediska Jsou
Wéinné ldtky, podporujici rist také u prefvykaveld nap¥iklad krav, koz a ovci. U&innost
vyuZiti chlorhydrdtd u preZvykavcld se zvySuje v tom pripadd, %e je mikrobidlni fldra
bachoru podporovédna k tvorb& sloufenin typu propiondtu a nikoli typu acetdtu nebo butyrdtu
pri $tdpen{ alifstickych kyselin, Jjesk bylo uvedemo v publikaci Church s dalsi, "Digestive
Physiology and Nutrition of Ruminants", sv. 2, str. 622 a%Z 625 (1971). Antibiotikum A~4636G
ve volné form& nebo s vyhodou ve form¥& soli, pifijatelné z farmaceutického hlediska podporuge
tvorbu propiondtu ve srovndn{ s tvorbou acetdtd a butyrdtd v bachorové 5t4ves.

Nepfiklad p¥i pokusech provédd&nych s bachorovou 3tévou ve fermentr¥nich lahvich,
v nich#% je mo%no napravit ¥innost bachoru podporuje antibiotikum A-4696 tvorbu propiondtu
ve srovndni se viemi ostatnimi slifatickymi kyselinami.

_ Pokusy byly provddény ndsledujicim zpisobem:

K pokustm bylo uZito plynotdsnych labvf, opatfenych vstupnim otvorem pro kepaliny 2 pev-
né létky & vystupanim otvorem pro plyny, které byly spojeny a vaky pro shroma$dovéni
fermentadnich plynd.

Objoiy kepaliny v lahvich byly udridvény na 500 ml vedenfm, které sméFovalc k odbér-
né nédobd. Obsah ban¥k byl v pribdhu zkouSek stdle michdn magnetickym michadlem. Teploia
v bankdch byla udr¥fovéna v rozmezi 38 a% 40 °C.
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Do ka?dé baitky bylo p¥iddno 500 ml 3tdvy z bachoru, odebrané od bykd s pl&téli, by~
k0m byla poddvédna tatéd® potrava, jeké byla pou¥ites ve zkoumsné kapalin&. Benky byly zatave-
ny & byly p¥ipojeny vaky pro odbér plynu. Do ban¥k byl siidévén kapalny pufr o pH 6,8 s%
7,0 nédsledujiciho slofeni rychlosti{ p¥ibliZn& 1 litr za den.

SloZka &/litr
hydrogenfosforednan sodny . . 2,2
chlorid horednaty 0,036
hydrogenuhlifitan sodny 5,9
chlorid draselny 0,34
chlorid sodny 0,28
mofovina 1,0
chlorid védpenaty 0,024

Dvakrét dennd bylo do ka¥dé banky pPiddno 10 g krmiva. Po ka%dém p¥iddni byl uzavien
vystup pro plyn a banka byla promyte kysliénikem uhli¥itym. SloZeni krmiva bylo 50 % sena
z vojtésky a 50 % krmive ndsledujicfho sloZent: ;

SloZka hmotnostni %
hrubé mletd kukufice 40,85
mleté kukufi¥né stvoly 35
sdjovd mouka (50 % proteinu) 8,1
mouka z voJjt&sky 4
melasa 10
modovina 0,65
hydrogenfosforeXnan vdpenaty 0,6
uhliditan vépenaty 0,3
chlorid sodny 0,3
smés viteminu A a D, 0,07
doplnkové krmivo s vitaminem E 0,05
stopové prvky 0,04

Byci, jim# dyla odebirdéna bachorovéd ¥t4dva byli krmeni timtéZ krmivem.

Ka#dy den v prdb&hu zkousek byla asnalyzovéna kapalina i plyn. Fermentace probihé 4 dny
pred priddnim antibiotika do krmiva. Po 4 dnech a po dosaZen{ relativné stdlého slofeni
odebirsného plynu a kapaliny bylo priddvdno do krmiva antibiotikum A-4696G a fermentace psk
byla provdddna jedté 7 dni.

7 ka%dé banky byla odebirdna kapalina, v ni¥ byl plynovou chromatografif stanoven obsah
acetdtu, propiondtu a butyrdtu. Udaje ziskené pri pridévéni antibiotiks A-4696G jsou
uvedeny v nésledujici tebulce 5.
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Tabulka 5

Vliv antibiotiks A-4696G ne slofeni B¥dvy z bachoru

Skupina Dévka Tvorba VFAzT Produkce 03
ag/ml c, 03 04 Celken/VFi v mol. %

kontrola 0 43,6 15,2 5,4 64,2 23,7

sntibiotilum A-469665 4 39,0 21,4 3,3 63,7 33,6

1) Koncentrace ve zkoumsném roztoku
2) T8kavé alifatické kyseliny v milimolech/den
3) A-4696G ve volné formd

DileXitym vyu¥itim vyndlezu je mo%no zvy3it vyuZiti krmiva u pFeivykeved s vyvinutou
bachorovou funké{ tak, %e se t¥mto zvibatim poddvd perordlné& tekové mno¥stvi antibiotika
A-4696G, které zvysi produkci propiondtu.

Podle vyndlezu se postupuje tak, %e se poddvd perordlnd zviFatlm alespon takové mno¥stvi
antibiotika A-4696G, sby se zvySila produkce propionstu v bachoru. Toto mnoZstvi se pohybuje
p¥ibliZ¥né& v rozmezs 0,1 mg/kg t&lesné hmotnosti dennéd a% 5 mg/kg denn&. Vyhodné rozmezi
Je 0,25 8% 3 mg/kg/den. .

Antibiotikum A-469¢ faktor G a Jjeho goli, p¥ijatelné z farmasceutického hlediska
nap¥iklad siran, hydrochlorid nebo fosforeénan je moZno poddvat vz formé doplakového krmivs,
ve formé krmiva nebo ve form¥# blokd, popripadé ve formé& tablet, z nichf se antibiotikum
pomalu uvoliuje.

Tento posledni zpisob je nejvyhodn&j8fl pro zvidate, kterd se pasou. Tablety uvedendho
typu je mo#no p¥ipravit s obsahem polymeru, ktery zeaji3tuje pomalé uvoliovéni antibiotiks
A-4696 po dobu ndkolika dni.

Tablety musi mit dostatedné vysokou specifickou hmotnost, aby se nedostdvalo za¥ivacim
dstrojim déle ne¥ do bachoru. Tuto vysokou sgpecifickou hmotnost je moZno dosdhnout nspPiklad
p¥idédnim &dstic kowu.

Minerédini bloky s obsshem antibiotika A-4696G ;jsou rovné% velmi vhodnym zplsobem poddva-
ni tohoto sntibiotiks zvifatdm na pastvd. Tyto bloky obsahujl ve slisovaném stavu soli,
zejména anorganické a dali #ivné ldtky jako fosforelnany, uhlititany, vépenaté soli,
stopové prvky, nsprfiklad zinek, mangan a podobnd, vitaminy, steroidy a popFipadd daldi
slo¥ky. Antibiotikum A-4696G Je moZ¥no do téchto blokd v¥lenit v koncentracl 0,05 aZ 5 %.

Delsim vyhodnym zplsobem poddvéni antibiotika A-4696G je forma doplikového krmiva.
Antibiotikum A-4696G a jeho goli, pPijatelné z farmaceutického hlediska Je mo¥no zpraco-
vdvat na celou Fadu krmiv, kterd jsou novéd 2 rovn&% spadsji do obora vyndlezn,

Krmiva pro hospofid¥ské zvirata se obvykle piipravuji v nékolika stupnich. Nejprve
ge G¥ind ldtka smis{ s inertnfmi sloiksai na predbdinou smés, kterd se dodévéd od plvodniho
vyrobee do podnikd, kierd p¥ipravajl hotovd krmiva pro hospoddfekd zvifata.

Tyto p¥edbsiné smési mohou byt kepalné nebo pevné e mohou obsshovat 1 a% 90 % dlinné
idtky. Povsha inerinfch slo¥ek v ptedbéiném krmivi venf kritickd, mife Jit o Jakykoli

€
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b&%né uiivaeny nosi&, prijatelny z fyzlologického hlediska. Kaspalnymi nosi¥i mohou byt
nap¥iklad glykoly, Jjsko polyethylenglykoly e rdzné molekulové hmotnosti a propylenglykol,
inertni oleje vdetn¥ rostlinnych olejd & ¥i¥t¥nfch minerdlnich olejd s alkoholy, p¥ijatelnsé
z fyziologického hlediska, nep¥iklad ethanol.

Pevné sm&si mohou obsahovaet nogile jako vermikulit, infusoriovou hlinku, jiné hlinky
prijatelné z fyziologického hlediska, nap¥iklad atapulgit nebo morillonit a granulované ne-
bo préskovand souldsti krmiva jako hrub% mletou kukufici, sdjovou mouku, vojt&kovou
mouku, ry¥ové plevy, drcenou kuku¥ici, drcenou pSenici nebo oves a dalsf druhy odpadovich
materidld p¥i zpracovdni zrnf{. Tyto sloZky pevanych predbd%njch krmivovjich smé&si se Easto
granulujf{, zpracovdvajl na pelety nebo se zpracovdvaji Jinak k zaJi3t3nf homogenity krmi-
va.

Déle budou uvedeny typické p¥ikledy pFfedbdZnych krmiv, které obsahuji antibiotika
A-4696G, vyrobené zplisobem podle vynélezu: )

I.

mlety oves 84 %

propylenglykol 2

lignin 3

A-46964G dihydrochlorid 11
II.

flutd kukuFice : 24 %

mletd kukudice 25

minerdlni olej 1

A-4696G sulfdt 50
III.

' s6jové mouka 10 %

A-4696G fosfdt 90
Iv,

polyethylenglykol 90 %

A-4696G dihydrochlorid "9

polyoxyethylenester 1
V.

vermikulit 33%

olej & bavlnikovych semen 2

A-4696G 65
VvI.

ryZové plevy 22,5 %

melasa ) 2,5

A-4696G sulfét . ‘ 75 !
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VII.
minerdlni olej 90 %
polyglytarolester - 5
A-4696G 5
VIII.
mletd kukufice ) 74 8
sdjovy olej . 1
A-~4696G dihydrochlorid 25

Vfhodné predbd%nd krmive jsou takovd, kterd obsahujfl 100 g antibiotikg A-4696G
nebo jeho soli v 1 kg aZ 200 g antibiotika A~4696G nebo jeho soli v 1 kg predb&%né smdsi.

Druhym stupndm vyroby krmiva pro hospodd¥skéd zvi¥ata je dopliikové krmivo nebo koncen-
trdt. Tckovd doplikovd krmiva obsshuji vyZe uvedenou sloudeninu, ve gsm¥si s daléimi ivi-
nami, napfikled snorganickymi létkami, solemi, stopovymi prvky a vitaminy.

Doplikové krmivo se &ssto vyrdbi tak, Ze se predb&ind smés misf a Fedi s del3imi sloz-
kemi a v&t¥inou se vyrdbi ve velkém mno¥stvi. Doplikové krmivo pak md%e byt uZito p¥i vyrobd
vysledného krmiva s obsahem antibotika A-4696G nebo je moZno Jej prostd smisit s krmivem
bez obsahu tohoto antibiotika p¥i vysledném ddvkovdn{ krmiva:é

Koncentrace antibiotika A-4696G v doplnkovém ¥rmivu se mdZe ménit v Zirokém rozmezl
v zévislosti na mno%stvi doplikového krmiva, které mé byt poddno Jednotlivym zvifatim.
Obecnd se mife koncentrace v doplikovém krmivu pohybovat v rozmezi 0,01 aZ 1 %, s vyhodou
0,02 a% 0,5 %. Ddle budou uvedeny priklady doplikovych krmiv s obsshem antibiotika
vyrobenych zplsobem podle vynélezu.

I.
mleté kuku¥idné palice ) 38,5 %
sdjovéd mouka © 25,0
mletd kukutice ) 20,0
mlety oves 10,0
.melassa 2,5
sl 0,4
smés vitam{nd : 1,1
Zivodisny tuk 1,5
A~4696G fosfét 1,0
II. .
sdjové mouka 64,29 %
biuret 10,0
hydrogenfosforednan vépenaty 4,2
tripolyfosfdt sodn§ 2,1
sira ’ 0,4
melasa 6,0
sil 12,8 «
smés anorganickych stopovyeh prvkd 0,2 )

A-4696G 0,01
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III. ¢
sdjovd mouka 49,59 %
vojtéskovd mouka 24,8
moSovina ‘ 12,4
hydrogenfosfore&nan vépenaty 2,5
mlety vdpenec 7,4
sdl 2,5
- sm¥s vitemind 0,8
A-4696G sulfdt 0,01
IV,
sdjovd mouka 89,55 %
hydrogenfosforeZnan vépenaty 10,0
A-4696G dihydrochlorid 0,45
v.
sdjovd mouka 10,75 %
modovina 20,0
hydrogenfosforednan vépenaty 16,0
uhliditan védpenaty 24,0
sil 20,0
hydrogenuhli¥itan sodny 2,0
sm¥s stopovych prvkd a vitaming 7,2
A-4696G 0,05

Krmiva pro p¥e¥vykavce jsou obvykle a s v¥hodou zalo¥ena na obilovindch vzhledem k pot¥e-
bdm tdchto zvirst. B&%né krmivo pro prefvykavce obashujict pSenicl, oves, je¥men, kuku¥ici
8 podobn& se mis{ s vy¥e uvedenymi sloudeninemi, b&inym zpisobem, tak Jek tomu je p#i
ptiddvéni dal¥ich usinngch ldtek do krmiv.

Krmivo se tedy skldd4 obvykle ze svrchu uvedenych zdékladnich souddst{ a doplikd, jako
jsou vitaminy, stopovs prvky, anorganické soli a dal¥f dile¥ité ¥ivné sloXky, které zajis-
tujt sprévnou v¥(ivu pre¥vykaved. Krmivo by m&lo obsahovat p¥ibli¥%n& 5 ppm e¥ 500 ppm
antibiotika A-4696G nebo jeho soli, s vyhodou 10 aj 250 ppm tohoto antibiotika. DAle budou
uvedena typickd krmiva s obsshem antibiotiks nebo Jeho soli.

I.
Pezand vojtddka 54,88 %
proso 36,20
sdjovd mouka 4,10
smés mo¥oviny a obili, 70 % bflkoviny 3,60
hydrogenfosforednan vidpenaty 0,90
sl s obsahem stopovych prvkd 0,23
vitaminy 0,09
A~4696G 5 ppn

ir.
nleté prosc 60,0 %
mouka z vojt&dky 15,0
slupky z baviafkovych semen 15,0

moukn z bavinfkovych semen 8,5
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sdl 1,0
mlety vépenec 0,5
A-4696G fosfét 250 ppm
pienice 44,54 %
kukuti¥né palice 45,00
melasa z. t¥tiny 3,00
sdjové mouka 6,40
hydrogenfosforeinan viépenaty 0,65
vépenec 0,38
stopové prvky 0,03
A~4696G 50 ppm
mleté seno z jetele 15 %
mketé seno z vojt&sky 15

drcené kukurice 50
plnotu¥nd sdjové mouka 10

melasa 9

smés stopovych prvkd, vitamind a soli 1
A-4696G sulfét 100 ppm !

Antibiotikum A-4696 faktor G je moZno uZit také Jaka létky; urychlujic{ rdst dribeZe
a vep¥i. K tomuto ¥elu se antibiotikum A-4696G nebo nékterd z Jjeho soli, p¥ijatelnych
z farmaceutického hlediska poddvé svrchu uvedenym zviFatdm v krmivu nebo v pitné vodé&.
S vfhodou se podévd dihydrochlerid antibiotika A-~4696G nebo jind ve vod& rozpustnd sil
v pitné vodd.

Vynélez bude osv¥tlen ndsledujicimi p¥iklady: ’

Prikleaed 1

Zpisob vyroby antibiotika A-4696G

Pro naolkovdni kmenem, produkujfcim sntibiotikum A-4696G byl piipraven Zikmy Zivny
agar ndsledujiciho sloZeni:

Slo%ksa

Hmotnostni %

cereldza

dextrin z brambor

mouka nutriosy

extrakt z kvasnic
uhli%itsn vdpenaty

agar

Zivny agar se nsofkuje kmenem ATCC 31681, produkujicim antibiotikum A-4696G & pek se
inkubuje 6 dni p#i teplotd 30 %¢. Po imkubaci se mycelium na 3ikmém agaru prekryje sterilni
destilovanou vodou a uvoln{ steriln{ ty&inkou nebo kliZkou za wsniku vodné suspenze mycelia.

-
-
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Tato vodnd suspenze se u¥ije k naodkovdni 100 ml sterilnflo vegetativnfho %ivného
progt¥edi, které mé stejné sloZeni Jako svrchu uvedeny Sikmy agar. Takto naoZkované %ivné
prostfedi se inkubuje 48 hodin p¥i teplotd 30 °ga,

V prib&hu inkubace se vegetativni Zivné prostfedi michd na rotedni tfepafce pii
250 otddkéch za minutu. Po skonlené inkubaci se 10 ml kultury odebere s u%ije jako okovaci
materidl pro dalsi stuped, v ném% mé Zivné prostiedi ndsledujfici sloZenii.

SloZka Hmotnostn{ %
cereldza 0,5
kvasnice 0,25
mouka Nutriosy 1,5
kukupidny skrob ! 2,0
uhliditan vdépenaty 0,1
protip&nivé ¥inidlo (Sag 471)% 0,05

X Sag 471 = protip&nivé &inidlo silikonového typu (Union Carbide)

Toto Zivné prostifedi se inkubuje 24 hodin p#i teplotd 30 °C ze stdlého michén{ na
rota¥ni t¥epalce pri 250 otd¥kéch za minutu. Po skon¥ené inkubaci se toto prostredfl uZije
k naolkovdnl sterilniho produk&nfho prostiedf pro antibiotikum A-4696G nésledujictiho
slokeni.

SloZka Hmotnostni %

cereldza

kvasnice

uhligitan vdpenaty

siren esmonny
hydrogenfosforednan draselny
glycerin

melasa

kuku#idny Zkrob

protipénivé &inidlo (Sag 471)

- - e -
S N O W
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Fermentace se provddi 143 hodin p¥i teplotd 30 °C za std1ého michdni a provzdu¥novént
sterilnim vzduchem rychlosti 1/2 objemu vzduchu na | objem Z3ivného prost¥edi za minutu.
V prib&hu fermentace se zvy3{ pH ¥ivného prostred{ z podétednfho pH 6,5 na pH p¥ibli%nd
8,0.

'

¢ést (30 1litrd) fermentadniho prostfedi{ se z¥edf 30 litry acetonu & pH se upravi na
1,8 pPidédnim kyseliny chlorovodikové o koncentraci 6 N. Okyselené %ivné prost¥edi se zfiltru-
Je p¥*i pouZiti pomocného prost¥edku pro filtraci a nerozpustny podil se‘promyje na filtru
vodou.

Filtrdt se upravi na pH 3,5 p¥iddnim.150 ml hydroxidu sodného o koncentraci 50 %
a filtrdt se zahusti ve vakuu na objem 29 litrd. Pek se pH znowu upravi z 2,2 na 3,1
hydroxidem sodnym a sm&s se znovu zfiltruje k odstran¥nf{ nerozpustného podilu.
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Antibiotikum se vymfvéd deionizovanou vodou, rychlost pritoku je 30 ml/minutu. Eluce se
sleduje chromatografif na tenké vrstvé. Frakce, s obsshem antibiotika A-4696G se zahusti
pri teplotd 35 °C a tlaku 400 Pa a pak se lyofilizuje.

Usudené odbarvend antibiotikum A-4696G se pak rozpﬁsti v deionizované vod&. Vysledny

vodny roztok se zfiltruje a nanese na vrchol chromstografického sloupce s obsahem polyamidu

(Machery a Nagel SC6). Sloupec se vymyvd deionizovanou vodou, Eluce se sleduje ultrafialo-
vym svitlem a chromatografif na tenké vrstvd. U¥inné frakce se slijf a lyofilizujf.
Dald{ gi¥tdni se provddi opakovanou chromatografii.

PREDMET VYNALALEGZU

Krmivo pro hospodédiskd zvidata, zvld¥t& preivykavce a dribeZ, resp. predsmés k Jeho
vytvoteni, vyzna¥ujici se tim, %e obsahuje 0,01 a%¥ 90 hmotnosnich % antibiotika A-4696G
kterd je glykopeptidem se dvima aminoskupinami zdssdité povahy, ve form& dihydrochloridu
jde o bflou krystalickou slouleninu, v podstat® rozpustnou ve vodé a nerozpustnoﬁ v orga-
nickych rozpoust&dlech gako methylalkoholu, acetonu, chloroformu s benszenu,

s pPibliZ¥nym procentudlnim prvkovym slofenim 52,90 % uhliku, 4,29 % vodiku, 6,39 % dusi-
ku, 30,96 % kysliku, a 5,46 % chloru,

s absorpnim maximem v ultrafielovém svdtle v bromidu draselném p¥li 3384 (3iroké),
2924 (slabé), 1730 (hrb), 1659 (intenzivni), 1616 (slabé), 1590 (slabé), 1504 (intenzivni),
1488 (hrb), 1427 (stPedn& silné), 1289 (slabé), 1226 (dublet), 1214 (dublet), 1179 (81abé),
1119 (slabé), 1060 (intenzivni), 1028 (slabd), 1015 (hrb), 986 (slabé), 899 (velmi slabé),
881 (velmi slabé), B15 (slabé), 801 fhrb), 769 (hrb), 751 (hrb) a 711 (slabé) cm'1,

1%

s absorpénim meximem v ultrafislovém svétle ve vod& pPi 279 nm (E1cm

= 53),

s volnou formou, kterou Je moZno titrovat kontinudlné& v rozmezf{ pH 3,5 a% 13,5 p¥i elek-
trometrické titraci v 66% vodném dimethylformamidu,

p¥i hydrolyze po dobu 70 minut v 5% vodném roztoku kyseliny chlorovodikové p¥i varu

" pod zp&tnym chladilem se vytvéd®i pseudoaglykon vzorce

OH
(o] o]
{L—ristosamin)—O \ @
cl CHy
(o} o o
- NH 7 CNH W™
° NH \c/’o o W
o NH _NH o=¢ .
CH3—0-C NH,
O
HO o~
HO OH CHy OH

nebo jeho adidnf soli s kyselinou, pFijatelné z fearmaceutického hlediska.
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Filtrdt s obsshem antibiotike se nechd projit sloupcem o priméru 7,5 cm s obsshem
5 1litrd pryskyfice bez funk¥nich skupin na styrendivinylbenzenovém podkladu (Mitsubishi Dia-~
nion HP-20) po piedb&¥ném zpracovédni methylalkoholem a promyti vodou.

Rychlost pritoku je 250 ml zs minutu. Po adsorbci sntibiotiks na pryskyFici se sloupec °
promyJje 5 litry vody a pak se postupnd vymyvd 21 litry vodného methylalkoholu o koncentraci
20 %, 15 litry 50% vodného methylaslkoholu a 15 litry 50% vodného acetonu. Odebiraji se
frakce o objemu 4 litry. Frakce 8, 9 & 10 obsahuje v&t8inu antibiotike a mimoto je prostd
v8t8ich nedistot.

Frakce 8, 9 a 10 se slijf a odpa¥{ na objem 6 litrd ve vakuu. Po Upravé koncentrétu
na pH 6,8 p¥iddnim vodného roztoku hydroxidu sodného se koncentrdét vlije do 60 litrd
isopropylalkoholu. Antibiotikum A-4696G se z této sm8si vysré¥i, odd&l{ se filtraci a
ususi. Timto zpisobem se ziskd 54,2 g antiblotika A-4696G v podstitévv &igté forms.,

Priklad 2
Vyroba antibiotika A-4696G ve form& dihydrochloridu

Antibiotikum A-4696G ve volné formé se rozpustl ve vodném methanolu a ziskseny
roztok se zied{ kyselinou chlorovodikovou-o koncentraci ! N. Po promichénf se okyseleny
roztok miZe zPedit acetonem, &I{m¥ se vysrdZff entibiotikum A-4696G ve form$ dihydrochloridu,

P¥{klad 3
Dal3i moZny zpisob vyroby antibiotika A-4686G

Fermenta¥ni prost¥edi, piipravené stejnym zplsobem jako v p¥ikladu 1 se zfiltruje
po p¥idéni 5 % (hmotnostni/objemové %) pomocného prost¥edku pro filtraci (Celite .545).
Filtra®ni kold& se znovu uvede ¥ suspenzi ve stejném objemu deionizovand vody a PpH takto
ziskené vodné suspenze se uprevi ne hodnotu 10,5 pFidénim vodného roztoku hydroxidu
sodného. Pevny podil se ze suspenze odd¥li filtraci{ a promyje se vodou. Filtrét se slije
s vodou, uZitou k promyvéni a takto ziskany vy¥sledny roztok se okysell pridénim 20% hmot-
nostni/objemové % vodného roztoku kyseliny sirové na pH 4,5.

Okyseleny roztok se vydeF{ filtracf pfi pouZitf | % pomocného prost¥edku pro filtra-
ci (Celit 545). .

Giry roztok se néEhé projit sloupcem, ktery obsahuje iontom&nidovou pryskyfici
Amberlite IR-116 (Né+ forma) a sloupec se promyje deionizovanou vodou. Pek se iontom&ni&
vyjme ze sloupce a po jednotlivych podilenh se vymyvé p¥i pH 10,5 vodnym roztokem hydroxidu
sodného.

Z{skany eludtvse neutralizuje na pH 7 p¥iddnfm 20 % (hmotnostni/objemovéd %) vodného
roztoku kyseliny sirové, nafe% se promyje t¥emi podily deionizované vody. Voda, ufité k pro-
myvéni se neutralizuje a slije s neutralizovanym eludtem. V§ysledny roztok se koncentruje
a pak se lyofilizuje.

Takto z{skany surovy komplex se za energického michdni pomslu p¥iddvéd k deionizované
vod&. Vyslednd suspenze se 20 minut michéd a pak se neutralizuje na pH 7 priddvénim 10% vod-
ného roztoku hydroxidu smonného. Nerozpustné antibiotikum A-4696G se odd&li filtraci ve
vekuu, pr myje se deionizovamou vodou & pak se lyofilizuje.

Takto ziskang¢ vysufiené entibiotikum A-4696G, zbavéné soli se uvede v suspenzi v deioni-
zované vod¥ a pH suspenze se upravi na 2,7 p¥iddnim 3N vodného roztoku kyseliny chlorovo-
dikové. Okyseleny roztok se odst¥eduje 40 minut p¥i 2 500 otd¥kéch za minutu. Superna-
tant se slije a nanese na vrchol sloupce s obsshem prysky¥ice k odbarvenf. (Duolit S761).
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