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1

Predlo¥eny vyndlez se tyké nového zplsobu pFipravy antibiotika nystatinu (uvéd&ného
ve stardf literatuie jako fungicidin) a presn&ji zpdsobu 8i3tdni surového Edste¥n¥ Eist&né-
ho nebo kontaminovaného nystatinu.

Nystatin a jeho zpusob pripravy z Streptdmyces noursei jsou uvedeny Hazenem a j. v US
patentu &. 2 797 183. Krom& toho je moZno odkdézat na prédci Hazen a Brown, "Fungicidin, An
Antibiotic Produced by a Soil Actinomycete", Proc. Soc. Exptl. Biol. Med. 76:93 (1950) a
Brown, Hazen and Mason, "Effect of Fungicidin (nystatin) in Mice Injected with Lethal Mixtu-
res of Aureomycin and Candida albicans," Science 117, 609 (1953). Antibiotikum je zde uvédé--

‘no jednim vyrazem "nystatin". ’

V literatufe je zndmo ndkolik metod isolace nystatinu z fermenta&niho média. P¥{iklady
t&chto postupd jsou Hazen a j., US patent &, 2 797 183, Vandeputte a j., US patent &islo
2 786 781, Vandeputte a j., US patent &. 3 332 844, a Renella, US patent &. 3 517 100, Nyste-
tin izolovany zndmymi postupy neni vysoce &isty stejnom¥rn& krystalicky produkt. Zplsob
ziskdvani nystatinu‘v této form& je samozrejm® vysoce pozadovany a v literatufe bylo navrie-
no n&kolik zptsobd, které vak maji urdité nevyhody. P¥iklady t&chto postupl jsou v paten- .
tech Vandeputte, US patent &. 2 832 719, Dutcher a j., US patent &. 2 865 807, Mendelsohn,
US patent &. 3 509 255, a Esse, US patent &. 3 517 101.

Zptisob podle predloZeného vynélezu se vyznafuje tim, Ze se nystatin nejprve suspenduje
v ni%3im alkanolu, nade¥ se p¥iddnim kyseliny citrdnové uvede do roztoku, ziskany extrakt
v niZ&im alkanolu se filtruje, k filtrdtu se piHidd chlorované uhlovodikové rozpou¥tédlo a
vznikld sm&s chlorovanédho uhlovodikového rozpoustddla a extraktu v niZiim alkanolu se neu -~
tralizuje na pH 6 a% 8, s vyhodou na 6,6 az 7,0, nale% se priddnim vody vysrdZi vyZidtény
nystatin,
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Piedloieny vyndlez se tyké zpuisobu &isténi surového, gdstednd ¥ist&nédho nebo kontami-
novaného nystatinu, ktery poskytuje produkt vysoké ud€innosti, ktery se snadno prevede na
' vysoce krystalickou formu. Tento postup omezuje na minimum nebezpedi inaktivace nystatinu
zpisobend néhodnym pYeddvkovédnim kyseliny a mi¥e se snadno kontrolovat pii vyrobe ve velkém
za poufiti b&Znych za¥bizeni a obchodn& dostupnych &inidel a rozpoudtddel.

Nystatin pouZity jako vychoz! materidl p¥i novém &isticim postupu podle predloZeného
vyndlezu miZe byt surovy, ¥dste¥nd ¥iXt&ny nebo kontaminovany nystatin. Vyraz "kontaminova-—
ny nystatin" zahrnuje nejen nystatin, ktery obsahuje chemické znelisténiny, ale také nysta-
tin kontaminovany fyzikdlnimi znedi¥té&ninami, jako jsou &dstedky prachu, vldknity materidl
a ostatni &dstedky, které mohou zpisobovat, Ze nystatin je neakceptovatelny pro farmaceutlc-
ké pouziti,

Prvni stupen postupu podle p¥edloZeného vyndlezu je suspendovdni nystatinového vycho-
z1ho materidlu v ni%8im alkanolu, napfiklad alkenolu s 1, 2, 3 nebo 4 atomy uhliku, s vyho-
dou v methanolu. MnoZstvi pouZitého niZ¥iho alkanolu neni rozhodujici; ale sktivita nystati-
nu v suspensi mé byt alespon 25 000 jednotek na mllllltr, s vyhodou alespon 100 000 jednotek
na mililitr. .

Po suspendovéil nystatinu v ni%3im alkanolu se p¥fdd kyselina citrdnovd. MnoZstvi ky-
seliny p¥idené k suspensi musi byt dostatedné, aby se rozpustil nystatin.

Extrakt v niZSim alkanolu se odfiltruje. Pro zlepfeni d&inku filtra&niho postupu se
priddvd k suspensi pomocnd filtradni ldtka, jako je diatomicky kyslidnik kfemidity. MiZe
se také priddvat aktivni uhli, ale nevyZaduje se.

Filtra¥ni koldd se s vyhodou promyvéd ddvkami Zerstvého ni%¥iho alkanolu, aby se zajis-~
tilo Uplné ziskéni nystatinu. Promyvaci ni%¥{ alkanolové podlly se pridaji k extraktu niZsi-
ho alkanolu p¥ed provedenim postupu.

K niZzsimu alkanolovému extraktu se pridd chlorovany uhlovodik. P¥fklady rozpoudtddel
jsou chloroform, dichlormethan a ostatni., Z divodd bezpednosti je vyhodnym rozpoustddlem
dichlormethan. Chlorovand uhlovodikovd rozpou3t&dla se p¥iddvaji k ni%3fmu alkanolovému
extraktu v mnoZstvi od asi 0,1 do 5,0 ml na milion jednotek aktivity.

Sm&s rozpousté&dla a ni%3iho alkanolového extraktu se neutralizuje na pH od asi 6,0 do
8,0 vhodnou bdzi. P¥iklady bdzi jsou triethanolamin, diethylamin, triethylamin, amoniak a
hydroxid sodny. '

Vygist¥ny nystatin se sréZf pFiddnim vody ke sm¥si & isoluje se b&%nym zpischem. Vyhod-~
nym postupem je p#iddni o8ka krystald nystetinu, potom zah#éti k varu a nésledujic{ ochla-
zeni pod teplotu mistnostni, s vyhodou na teplotu od 0 do 15 °C. Vznikly krystallcky nysta-
tin se 0ddél{ nap#fklad filtraci nebo centrifugaci.

Vyndlez Jje bliZe objasn¥n v ndsledujicich p¥ikladech.

P11 klad 1

Odpad nystatinu (15,4 g mirkobiologicky u¥inek 4 490 jednotek/mg) se suspenduje v 300 ml
methanolu p#i teplotd asi 16 °C. K suspensi se p¥idd monohydrét kyseliny citrénové (7,5 g)
a suspense se michd 30 minut a ziské se zakaleny roztok. P¥idd se-diatomicky kyslidnfk k¥e-
migity (2,0 g) a suspense se filtruje ve vakuu, aby se odstranily zbylé pevné létky. Zby-
tek na filtru se t¥ikrdt promyje po 25 ml methanolu a promyvaci roztok se pfidd k methanolic-
‘kému filtrdtu. Methanolicky filtrdt se michd a v p&timinutovych intervalech se pfids 75 ol
dichlormethenu, 30 ml 40% roztoku triethanolaminu ve vod¥ a 560 ml studené destilované vody
‘a ziskd se suspense amorfniho nystatinu. Pak se k suspenzi p¥idd daldfich 6 ml 40% roztoku
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triethanolaminu ve vod¥ a pH se upravi na asi 6,6 a%Z 7,0, nadeZ se pridd 375 mg krystalic-
kého nystatinu. Suspense se zahteje k varu (41 °C¢) 15 minut a postupné se béhem dvou hodin
vychladi na 10 % a udrZuje se na této teplotd dalsi hodinu.

Suspense krystald se odfiltruje ve vakuu a krystaly se promyji 60 ml studeného 40%
methanolu ve vod& a tfemi 75 ml ddvkami acetonu. Krystaly se pak su¥l ve vakuu 20 hodin pfi
45 °C a ziskd se 10,72 g nystatinu, mikrobiologického y&inku 5 360 jednotek/mg.

P¥r{ikleaed 2

Surovy nystatin (17,65 g, mikrobiologicky d¥inek 2 940 jednotek/mg) se suspenduje
v 200 ml methanolu p#i teplot& asi 16 ®C. Pridé se monohydrét kyseliny citrénové (7,5 g)
a 30 minutovy michdnim se ziské suspense. K této suspensi se pridéd diatomicky kysliénik
k¥emi&ity (1,0 g) a zbylé pevné podily se odfiltruji ve vakuu. Zbytek se promyje t¥emi 17 ml
dévkeami methanolu a promyvaci roztoky se piidaji k methanolickému filtrétu. Methanolicky
filtrdt se michd a v intervalech 5 minut se p#idé 50 ml dichlormethanu, 30 ml 40% rozioku
triethanolaminu ve vod& a 350 ml studené destilované vody, pPilem? se ziskd suspense amorf-
niho nystatinu. K suspensi se ptidd dal¥ich 3,6 ml 40% roztoku triethanolaminu ve vod& aby
pH se upravilo na 6,7 a% 7,0. Pridaji se odka krystalického nystatinu (500 mg) a. suspense
se ohPivd k varu (40 °C) po dobu 14 minut, bdhem dvou hodin se postupn ochladi na 10 °¢
a udrfuje se na této teplot& dal¥i hodinu. )

Suspense krystald se filtruje ve vakuu a krystaly se promyji 40 ml studeného 40% roz-
toku methanolu ve vod¥ a pak t¥emi 50 ml ddvkami acetonu. Krystaly se vysudi ve vakuu 20
hodin pri 45 OC a ziské se 7,12 g nystatinu, mirkobiologického u¥inku 6 000 jednotek/mg.

PREDMET VYNALEGZU

1. Zplsob &igt&ni nystatinu, vyznadeny tim, Ze se nystatin nejprve suspenduje v niZ¥im
alkanolu, nade? se priddnim kyseliny citrdnové uvede do roztoku, ziskany extrakt v ni%3im
alkanoliu se filtruje, k filtrdétu se piidd chlorované uhlovodikové rozpoudt&dlo a vznikld
sm&s chlorovaného uhlovodikového rozpoudtédla a extraktu v niZsim alkanolu se neutralisuje
na pH 6 az 8, s vyhodou na 6,6 aZ 7,0, nale? se pifiddnim vody vysrd%i.vyligt&ny nystatin.

2. Zptsob podle bodu 1, vyznadeny tim, Ze se filtradni koldd ziskany pri filtra&nim

stupni promyje niZ%Zim alkanolem a promyvaci niZ3i alkanolické roztoky se piidaji k extrak-
tu v niz¥im alkanolu.

3.Zptisob podle bodu ! nebo 2, vyznaleny tim, %e se vysrdZeny nystatin pfevede na krysta-
lickou formu.

4. ZpGsob podle bodd 1 aZ 3, vyznaleny tim, Ze se jako niZ3i{ alkanol pou%ije methanol.

5., Zpisob podle boddl 1 a¥ 4, vyznaleny tim, %e se jako chlorované uhlovodikové rozpous-
t8dlo pouzivd dichlormethan.

6. Zptisob podle bodu 1, vyznadeny tim, %e se nystatin suspenduje v methanolu, priddnim
kyseliny citrénové se uvede do roztoku, vznikly methanolicky extrakt se filtruje, filtraéni
koldd se promyje methanolem a methanolické promyvaci roztoky se pfidaji k methanolickému
extraktu, ke kterému sé pak pfidé dichlormethan a ziskand smés dichlormethanu a methanolic-
kého extraktu se neutralisuje na pH 6,6 a% 7,0 nae? se priddnim vody vysrdZi nystatin.

Sevérografia, n. p., zdvod 7, Most
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