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1

Vyndlez se t¥ka zplsobu pripravy monen-
sinu nebo jeho soli, zejména faktoru A. Vy-
chozi kmen Streptomyces cimamonensis 179
CCM 3504 se fermentuje pfi teplotd 28 °C a¥
40 °C v submersni kultufe ve tFech stup-
nich. 1. inokulaéni pida obsahuje glycerol,
pepton, masovy vytaZek a NaCl, 2. inokulac-
ni pdda glukosu, suSené pivovarské kvasin-
ky Pangamin, soéjcvou mouku a uhligitan
vapenaty a fermentacni piida ve tfetim stup-
ni obsahuje ve hmotnostni koncentraci

rostlinny olej 2 az 10 %
glukosu 19
séjovou mouku 0,5 az 2 %
uhliCitan vdpenaty 0,5 %
hydrofosfcreénan draselny 0,01 %

naceZ se vysledny produkt izoluje znamym
zplsobem.

218032




216032

Vynélez se tyka pFipravy monensinu, ze-
jména faktoru A, prfpadné& pripravy antibio-

tického a koksidiostatického komplexu latek

monensinového typu.

Zpidsob piipravy monensinového komple-
xu (antibiotika A 3823) je zndmy dle US pa-
tentu &. 3501568, Pfiprava je zaloZena na
fermentaci kmene Streptomyces cinnamo-
nensis ATCC 15 413 za submersnich aerob-
nich podminek v kultivaénim prostfedi, kte-
ré obsahuje asimilovatelné zdroje uhliku,
dusiku a déle anorganické soli.

V popisu citovaného vynalezu neni uve-
dena vyt&Znost ndrokovaného postupu, ale
v ziskaném komplexu prevladaji faktory A
a B (pfiklad 4). Po zdlouhavé chromato-
grafii na sloupci silikagelu (450 frakci) lze
ziskat 40 % faktoru A v <¢istém stavu, kdez-
to 50 % téhoZ komplexu se eluuje jako smés
faktorli A a B.

Antibiotick4a udinnost faktoru A vici Ba-
cillus subtilis je vice neZ dvojndsobné vys-
§i v porovnéni s aktivitou faktoru B. Kokci-
diostatickd ufinnost jednotlivych faktord
nen{ zndm4, ale podle pfedb&Zného testu je
adinnost faktoru A vy$8i i v tomto piipadé.
Proto je vyhodné fermentovat produkéni
kmen za podminek, pfi nichZ se tvofi pre-
vazné faktor A, aniZ se sniZl biosyntheticka
aktivita kmene.

Produk&ni kmen roste dobfe na Zivnych
pldé4ch, které obsahuji asimilovatelné zdroje
uhliku a dusiku, jako jsou mono- a polysa-
charidy v€etné& jejich hydrolyz4td, melasa,
amonné soli, dusi¢nany, aminokyseliny, mo-
govina, rhzné typy bilkovinnych moucek
rostlinného i Zivoi§ného plvcdu vletné je-
jich hydrolyzati. Zivné prostFedi obsahuje
také minerdlni soli fosforefnanf, chloridg,
sirand a uhliitanid, obsahujici draselné, ho-
Fefnaté, scdné a védpenaté ionty. Stopové
prvky jako kobalt, m&d, bdr apod. jsou jiZ
vét§inou pfitomny v Zivnych slozkach kul-
tivatniho prostfedi jako necistoty.

Dle citovaného US patentu se uvedeny
kmen kultivuje bud v submersni aerobni kul-
tufe pfi 28 °C aZ 38 °C béhem 3 aZ 6 dni
nebo az 12 dnt p¥i povrchové fermentaci.

Za téchto podminek kmen Streptomyces
cinnamonensis 179, uloZeny ve Sbirce mikro-
organism@ University ]. E. Purkyné v Brné
pod & CCM 3504, produkuje monensinovy
komplex, v némZ prevlddaji faktory A a B.
Jejich vzdjemny pomér se pohybuje v roz-
mez{ 30 aZ 60 % faktoru A ke 43 aZ 70 %
faktoru B, a to jak pPi fermentacich v baii-
kéch, tak i v tanku.

Pfedmétem vyndlezu je zplsob plipravy
monensinu nebo jeho soli, zejména faktoru
A, jehoZ podstatou je, Ze se kmen Strepto-
myces cinnamonensis 179 CCM 3504 fermen-
tuje prFi teplot& 28 °C az 40 °C v submersni
kultufe ve tfech stupnich, a to v prvnim
stupni na 1. inokulatni plds&, kterd obsahu-
je ve hmotnostni koncentraci

A S L

4
glycerol 1az3%
pepton 0,25 %
masovy vytaZek 0,2 a2 0,7 %
chlorid sodny 0,1 %

ve druhém stupni na 2. inokula¢ni pade, kte-
r4 obsahuje ve hmot. koncentraci

glukosu 2az6%
suSené pivovarské

kvasinky Pangamin 1%
s6jovou mouku 0,5 aZ 2 %
uhli¢itan vdpenaty - 0,2%

a ve tfetim fermentaénim stupni na pads,
kterd obsahuje ve hmot. koncentraci

-rostlinny olej 2 a7 10 %
glukosu 1%
s6jovou mouku 0,52 %
uhli¢itan vépenaty 0,5 %
hydrofosforefnan

draselny 0,01 %

nateZ se vysledny produkt izcluje zndmym
zplsobem.

PFednost tohoto zpiisobu spofivéd v tom, Ze
sloZenim fermenta¢nich pld a podminkami
fermentace lze prFipravit monensinovy kom-
plex, v némZ prevladd faktor A a ktery ob-
sahuje jen velmi nizky podil faktoru B. PFi
fermentaci v balikdch byl zji§tén obsah fak-
toru B niZ8i neZ 10 % z celkového obsahu
monensinového komplexu. PFi fermentaci v
poloprovoznim tanku za stejnych podminek
byl obsah faktoru B jeSt& niZsi.

Jednotlivé faktory A a B byly identifiko-
vdny jadernou magnetickcu resonanci a
hmotovou spektroskopii. Ziskand spektra
souhlasi s publikovanymi spektry.

Obsah monensinového komplexu ve fer-
mentatni plds, v extraktech apod. se stano-
vi zndmou biologickou titraci na agarovych
plotnach. Jako testovaci mikroorganismus
se pouZivd Bacillus subtilis. Pfi vy3SSim ob-
sahu faktcru B v komplexu jsou vysledky
stanoven{ v dlsledku niZ8i citlivosti testo-
vaciho mikroorganismu vaéi faktoru B niZ-
81 neZ skutecny obsah.

Jednotlivé faktory lze stanovit chromato-
grafii na tenké vrstvé silikagelu. Pro stano-
veni se pouZivajf hotové silikagelové desky
pro chromatografii na tenké vrstvé (Silu-
fol — k. p. Kavalier]). Chromatogramy se
vyvijeji v soustavé n-heptanoctan ethylnaty-
-methanot v objemovych pomérech 5:4:1.
Cervené skvrny monensinu se objevi po po-
stfikdni chromatogramu vanilinovym cinid-
lem (3 hmot. % vanilinu v ethanolu, kter¢
obsahuje 1,5 hmot. % kys. sirové) a nésle-
dujicim zahfivdnim na 110 °C. PFi vhodng
voleném déavkovédni jak vzorkd tak i stan-
dordit se docili pFesnosti stanoveni odpovi-
dajici b&Zné biologické titraci antibiotik.
Na rozdil cd biologického stanoveni monen-
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sinu nejsou nepriznivé ovlivnény vysledky
obsahem faktoru B v komplexu.

Komponenty monensinového komplexu
maji lipofilni charakter. RczpouStéji se
snadno v organick¥ch rozpoustédlech, ale
ve vodé jen nepatrné jak ve formé volné ky-
seliny, tak i sodné nebo draseiné soli. Antibic-
ticky komplex meonensinu lze ziskat extrak-
cl zndmymi postupy, a to jak z fiitratu fer-
. mentaéni kapaliny, tak i z filtraéniho kold-
Ce, ktery je smési mycelia a zbytku pevnych
podild fermentaéni pQdy. Pred filtraci je tfe-
ba upravit pH fermentacni kapaliny na hod-
notu 8 aZz 9 roztokem sody nebo jiného
vhodného neutralizazniho Cinidla. Extrakci
z filtratu lze provést méné polarnimi roz-
poustédly nemisitelnymi s vodou (napf.
chloroformem, octanem ethylnatym, octa-
nem butylnatym apod.) nebo jejich smési s
nepclarnimi rozpoustédly (alifatickymi ne-
bo aromatickymi uhlovediky). Aktivni kom-
plex z filtra¢niho kolacCe lze také extrahovat
organickymi rozpoustédly. Vhodnymi roz-
poustédly jsou napf. ethanol, methanol ace-
ton, octan ethylnaty nebo butylnaty. Extrak-
ci lze provést i chlcroformem nebo jeho
smési s nékterymi nepoldrnimi rozpousté-
dly.

Pri fermentaci S. cinnamonensis na padé
s rostlinnym olejem obsahuje filtrat fermen-
tacni kapaliny zhruba polovinu vzniklého
monensinového komplexu. Pri extrakci pre-
jde do organické fdze i zbytek oleje, ktery
nebyl metabolizovdn. Tento olej se z extrak-
tu odstrani po oddestilovdni rczpoustédla
roztfepanim odparku mezi nepolarni roz-
poustédlo [n-hexan, petrolether apod.) a
smé&s methanclu s roztokem chloridu sod-
ného (10% hmot.) v objemovém poméru
4 :1. PfevaZnd Cést aktivniho komplexu je
po roztfepani obsaZena v poldrnéjsi fizi (mi-
niméin& 80 99 celkového obsahu]. Z rozto-
ku se ziskd vytfepdnim do chloroformu ne-
bo jeho smési s tetrachlormethanem a odpa-
Fenim vytrepku za snizeného tlaku. Ziskany
odparek obsahuje v zéavislesti na vySi pro-
dukce pfi fermentaci 20 aZ 50 % aktivnfho
komplexu.

Tento odparek lze bud primo zpracovat
na monensinovy premix pro pripravu medi-
kovanych krmiv k v{krmu ve velkochovech,
nebo déle Cistit. V tomte prFipadé se rozpus-
tény odparek nejprve odbarvi aktivnim uh-
lim a filtrdt se pak dale Cisti sloupcovou
chromatografil na vhcdné staciondrni fazi.
Vyhodnéd je chromatografie na silikagelu.
Jako elu¢ni cinidlo se mlZe pouZit napi.
benzen. chloroform, octan ethylnaty a je-
jich smési s acetenem nebo methanolem.

Prabeh sloupcové chromatografie se sle-
duje vy3e popsanou chromatografii na ten-
ké vrstvé. Frakce eludtu, které obsahuji
stejny fakter, se spoji a za sniZeného tlaku
odpari. Odparky se podrobi Krystalizaci.

Dale jsou uvedeny priklady zplsobu piti-
pravy wmonensinu dle vyndlezu.

Piiklad 1

Priprava menensinu Kultivaci v bafikach

Spory predukéniho kmene  Streptomyces
cinnamonnesis 179 se naodkuji na Sikmy
Zivny agar nas'edujiciho sloZeni:

kvasnitny extrakt 4,0 g -
sladinony extrakt 10,0 g
glukosa 40 g
Oxid agar ‘ 300 g
voda dest. do 1,0 1

ZacCkovana pada se inkubuje pii 28 °C
10 dni. Kultura se plenese do 1. inokulaéni
plidy nésledujictho sloZeni ve hmotnostni
koncentraci

glycerol 20 %
pepton N 0,25 %
mascvy vytazek - 05 % -
chlerid sodny 0,1 %

a tfepe se 48 hodin pfi teplcté 37 °C na ro-
taZni trepaCce pfi frekvenci 2,8 Hz. Takto
ziskanym inokulem se otkuje 2. inokulaéni
ptida ndasledujiciho sloZeni ve hmotnostni
koncentraci '

4,0 %

glukosa

s6jova mouka 1,0 %
suSené pivcvarské

kvasinky Pangamin’ 1,0 %
uhli¢itan vapenaty 0,2 %

60 ml této phdy v 530 ml varné harice se
oCkuje 20 ml 1. inokula. ZaoZkovand puada
se tiepe 30 hodin pfi teplotd 37 °C na rotac-
ni trepaCce pfi frekvenci 2,8 Hz.

Fermentadni pida obsahuje ve hmotnost-
ni koncentraci

séjovy olej 20 %
glukosu 1,0 %
s6jovou mouku 1,0 %
uhli¢itan védpenaty 05 %
hydrofosforetnan

draselny 0,01 %

60 ml fermentatni pldy se oCkuje 2 ml 2.
inokula. ZaoZkovand fermentacni pfda v
500 ml varnych baiikdach se kultivuje pfi
37 °C na rotacni tfepaCce 196 hcdin.

Po skonZené fermentaci se slije fermen-
tacni tekutina a 19 % roztokem sody se u-

" pravi reakce pH na hodnotu 8 aZ 9. Tato

smés se filtruje na Biichnerové nélevce.
493 ml filtr4tu se extrahuje 200 ml chloro-
formu a jesté dvakrat 150 ml chlcroformu.
Spojené extrakty se odpaflf za sniZeného tla-
ku a dosusi. Filtracni koldC se suspenduje
ve 109 ml methanolu a susnese se’ mich4 1
hodinu. Pak se smés filtruje na Biichner«vé
nalevce a kold¢ se promyje malym mnoZst-
vim methanolu. Kola€ se znovu suspenduje
v 80 ml! methanolu a dale se postupuje jako
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pri prvni extrakci. Extrakce koldCe se jeSté
dvakrat opakuje. Filtraty se spojf, za sniZe-
ného tlaku se oddestiluje rozpoudtédlo a od-
parek se dcsusl.

Odparky ziskané z filtratu i koldCe se roz-
pusti ve 230 ml methanolu, roztok se smisi
se 200 ml 10% vodného roztoku chloridu
sodného a smés se extrahuje 200 ml petrol-
etheru. Extrakce se jeSt& trikrat opakuje.
Petroletherové vytrepky se spoji a protfe-
pou CtyFikrat se 200 ml smési methanolu s
10 % roztokem chloridu sodného v objemo-
vém pcméru 4:1. Vodng — methanolické
vytfepky se spoji a smisi s 10% roztokem
NaCl, takZe vyslednd smés obsahuje 40 obje-
movych % roztoku NaCl. Tato smés se ex-
trahuje 430 ml chloroformu a pak je3té 2krét
300 m! chloroformu. Chloroformova vrstva
se odpafi a dosu3i za sniZeného tlaku. Hné-
dy odparek — 1150 mg — obsahoval podle
TLC 24 % monensinu; z toho pfipada na fak-
tor B méné& neZ 2,4 %.

Priklad 2

Priprava monensinu ve fermentacnim tan-
ku.

2 1 sterilni 1. inckulaéni pGdy popsané v
pifkladu 1 se zaoCkuje sporovou suspenzi
ze Sikmého agaru, kterd se ziskd smytim
kultury 15 ml sterilni destilované vody. Za-
ofkovana puda se mich4 v laboratornim fer-
mentoru 48 hodin pFi frekvenci ot&tek 10
Hz, teploté 37 °C a rychlosti vzduSnéni
1 !/min. Tato kultura se pouZije k zaoCko-
vani 15 1 2. inokulaénf pldy, popsané v pf.
1, v 35 1 fermentatnfho tanku. Suspenze se
kultivuje 30 hodin pii 37 °C, frekvenci mi-
chdni 4,66 Hz a rychlosti vzduin&ni 8 1/min.
Touto kulturou se zaofkuje 135 |1 fermentac-
ni pidy. Pida obsahuje 5 % so6jového oleje,
v ostatnich sloZkdch je shodnéd s pddou po-
psanou v piikladu 1. Vlastni fermentace
probiha 190 hodin pfii teploté 37 °C, frekven-
ci otacek 4,66 Hz a rychlost vzdusSn&ni 50
1/min.

Po skonceni fermentace se upravi pH fer-
mentaéni tekutiny 10% roztokem sody na
hodnotu 8 aZ 9 a pak se pida odstfedi na
odstfedivce (Sharples). Ziskd se superna-
tant (95 1) a vlhky pevny podil (9,9 kg).
Supernatant se smisi s 31 | chloroformu a
9 | tetrachlermethanu a smé&s se miché frek-
venci 5 Hz pfi 30 °C pe dobu 1 hod. Smés
se vypusti do separdtoru a ponech4 stat az
se fdze odd&li. TeéZ8i faze se vypusti do z4-
sobniku a vodné f4ze do odpadu. (Ve vzor-
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ku vodné fdze nebyl pfi tenkovrstevné chro-
matografii (TLC) monensin prokédzédn). Z
odds&leni téZ5i f4ze se oddestiluji rozpous-
tédla za sniZeného tlaku. DestilaZni zbytek
(asi 2,5 1) se smichd s 11 1 petrcletheru a ta-
to smés se extrahuje Skrat 4,5 1 smési me-
thanolu s 10% roztokem chloridu sodného v
objemmovém poméru 4:1. Vodné&-methano-
lické extrakty se spoji a prcmichaji s 5 1
petroletheru. Vrstvy se oddéli a vodné&-me-
thanolicka se smichd s 11 1 10% NaCl. Tato
smeés se dale dvakrat extrahuje 11 | smé-
si chloroformu s tetrachlormethanem v ob-
jemovém pomésru 3:1 a potFeti 6 1 stejné
smési. Z t8Z3i fdze se oddestiluji rozpous-
tédla pfi sniZeném tlaku a odparek se do-
sou3i. 111,3 g hn&dého odparku obsahovaly
31 % moncmensinu. Podle TLC je zastoupen
minimalné 95 % faktor A, kdeZto faktor B
méng nez 5 %.

Dalsi C&st monensinu se ziské extrakci z
pevného podilu po odstfedéni fermentacni
tekutiny. Ten se suspenduje ve 25 1 metha-
nolu a suspense se michd 1 hod. Extrakt se
odfiltruje a filtraCni kol&C se jeSté dvakrat
suspenduje ve stejnych cbjemech methano-
lu. Filtraty se spojf a za sniZeného tlaku
se methanol cddestiluje. Destlilaé¢ni zbytek
se extrahuje petroletherem (5X 1,2 l}. Pe-
troletherové vrstvy se spoji a edtrahuji 5X
2 1 smési methanolu a 10% roztokem NaCl v
objemovém pcméru 4 :1. Spojené vodné-me-
thanolické vytfepky se promichaji se 2,5 1
petroletheru. Po ddé&leni f&zi se vodné-me-
thanolickd vrstva smicha se 3,5 1 10% roz-
toku NaCl. Tato smé&s se pak extrahuje 2 X
4 1 a potfeti 2 1 smési chloroformu s tetra-
chlormethanem v objemovém poméru 3:1.
Z extraktu se oddestiluji rozpouStédla za
sniZzeného tlaku a odparek se dosu3f. Uve-
denym postupem bylo ziskdno 119,5 g hné-
dého odparku, ktery dle TCL obsahoval 25 %
monensinu, z n&hoZ vice nez 95 % pfipadalo
na faktor A.

Ziskané odparky lze pouZit pfimo pro pii-
pravu mcnensinového premixu k vyrobé me-
dikovanych krmiv pro vykrm ve velkocho-
vech. V pfipadé& potieby lze ziskat Cisty fak-
tor A. Nejprve se rozpustény odparek odbar-
vi aktivnim uhlim a filtrdt se pak déle Cis-
ti chromatografii na sloupci silikagelu zné-
mym postupem. K eluci se pouZije postupné&
chloroform a jeho smé&s s methanclem. Na
zékladé vysledkll chromatografie na tenké
vrstvé se spoji frakce, které obsahuji Z&da-
ny faktor A a z odparku se krystalizaci ze
smeési n-hexan — chlorcform ziské Cisty pro-
dukt.
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PREDMET VYNALEZU

Zplsob piipravy monensinu nebo jeho so-
li, zejména faktoru A, vyznadeny tim, Ze se
kmen Streptomyces cinnamonensis 179 CCM
3504 fermentuje pfFi teploté 28 °C aZ 43 °C
v submersni kultufe ve tfech stupnich, a to
v prvnim stupni na 1. inokulacni padé, kte-
rd obsahuje ve hmctnostni koncentraci

glycerol 1az3%
pepton 0,25 %
masovy vytaZek 0,2 aZz 0,7 %
chlorid sodny 0,1 %

ve druhém stupni na 2. inokulaéni padé,
kterd obsahuje ve hmotnostni koncentraci

glukosu 2az6%

10
suSené pivovarské
kvasinky Pangamin 1%
s6jovou mouku , 05a22%
uhli¢itan védpenaty 0,2 %

a ve tretim fermentanim stupni na pidé,
kterd obsahuje ve hmotnostni koncentraci

rostlinny olej 2az10%
glukosu 1 8p
s6jovou mouku 05az2%
uhli¢itan vapenaty 0,5 %
hydrofosforeCnan

draselny 0.01 %

nafeZz se vysledny produkt izoluje zndmym
zplsobem.
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