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stupnd Celsia za aerobnich podminek pfi
nasyceni Zivného prost¥edi vzduchu alespon
30 % a takto ziskany tylakton se pop¥ipadd
esterifikuje.

Tylskton je vyhodnym meziproduktem
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vyrobu znalenych slouenin ke sledovéni
mgtabolickych pochodd.
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Vyndlez se tyké zpisobu vyroby tylaktonu.

Tylakton je makrolidové antibiotilkum, a to 20-dihydro-20,23-d1deoxytylonolid, ktery
Je moZno vyjéd¥it vzorcem I

(1)
Tato ldtka je vhodnym meziproduktem pro vjrobu acylderivdtl obecného vzorce II
(11)
CHa—CH
173 2

kde
R a R; znamend acylové zbytky.

Sloueniny vzored I a II Jjsou cennymi meziprodukty, z nich%? je moZno ziskat makrolido-
vé antibiotika se 16&lennou strukturou. Prestofe ve vzorcich nejsou uvedeny ¥ddné stereo-
chemické udaje, je stereochemie t¥chto l4tek totoZnd se stersochemif iylosinu.

Tylekton je mo¥no esterifikovat na hydroxylovych skupindch v poloze 3 a 5 za vazniku
scylesterd, reakce se provéddl pisobenim acyladnich &inidel znémym zpisobem. Acylestery ty-
laktonu jsou cennymi meziprodukty pfi vyrob& novych mekrolidovych antibiotik.

Typickymi acyladnimi &inidly Jsou anhydridy, halogenidy, a to obvykle v kombinaci
se zésadou nebo jinou létkou, pohleujfci kyselinu, jako¥ i aktivni estery orgenickych kyse-
lin. Acylaci Je rovn&% wmo¥no provdddt pfi pouzitf smisi organické kyseliny & dehydratadniho
8inidla, napifklad N,N’-d1cyklohexy1karbodiinidu. Acylaci je rovn¥% moZno provést enzyma-
ticky pfi pouZiti postupl, které byly popsdny napifklad Okamotem a dal3f{mi v US patentu
&. 4 092 473. Takto ziskené acylované derivdty je moZ#no izolovat a &istit znémymi zplsoby.

Derivdty Je moZno pifipravit n¥kterym ze znémych zpisobd esterifikace, nap¥fikiad tak;
%e se na sloudeninu pisobi stechiometrickym mnoZstvim nebo malym plebytkem esterifikectho
acyladniho &inidla, napfiklad anhydridu kyseliny v organickém rozpoustédle, napiiklad pyri-
dinu p¥i teplotd 0 °C a% teplot® mistnosti po dobu | aZ 24 hodin do ukonéeni esterifikace.
Estery Je moZnc izolovat z reakéni sm&si baZnymi postupy, napfiklad extrakei, chromastogra-
fil a krystalizaci.

PouZitelnymi estery jsou estery organickfch kyselin, = to kyselin alifatickgch, cyklo~-
alifatickych, arylkarboxylovgeh, aralkylkarboxylovych, heterocyklickych karboxylovych kyse-
lin, kyselin sulfonylovych a alkoxykarbonylovych o ! a% 18 atomech uhliku a v pfipad® anor-
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genickych ‘kyselin mi¥e jit zejména o kyselinu sfrovou a kyselinu fosfore¥nou. Prikladem
vhodnych esterd jsou estery, odvozené napffklad od kyseliny mravendf, octové, chloroctové,
propionové, méselné, isovalerové, glukoronové, alkoxykarbonylové, stearové, cyklopropan-
karboxylové, cyklohexankerboxylové, beta-cyklohexylpropionové, 1 -adamantankarboxylové,
benzoové, fenyloctové, fenoxyoctové, mendlové a 2-thienyloctové, a kyseliny alkylsulfonové,
arylsulfonové, arslkylsulfonové, piifemZ kyseliny, substituované arylovymi nebo eralkylovy-
mi zbytky popfipads nesou substituenty ze skupiny atom helogenu, nitroskupina, nizs{ alkoxy-
skupina a podobn& na sromatickém kruhu. Vhodnymi estery Jsou také poloestery, odvozené od
dikarboxylovych kyselin, napfiklad od kyseliny jantarové, maleinové, fumarové, malonové

a ftalové.

Tylakton je moZno ziskat p&stovédnim kmene Streptomyces fradiae, ktery produkuje tuto
sloufeninu v submerzni kultufe za aerobnich podminek ve vhodném Zivném prostfedi. Fermen-
tace se provédi a% do nahromad¥ni Zddeného mnoZstvi vysledné sloudeniny.

K p&stovéni kmene Streptomyces fradiae je moZno uiit celou fadu Zivnych prostiedi.

Pro hospoddrnost produkce, optimdlni vytdZek a snadnou izolaci vysledného produktu je viak
vfhodné uift urditych Zivnych prostfedi. Je nap¥iklad moZno jako: vyhodného zdroje uhliku
pro fermentaci ve velkém m&Fitku uZit uhlohydréty, napfikled dextrin, glnkozu, 3krob a ku-
kuti¥nou mouku, jakoZ i oleje, napiiklad s6jovy olej. Vyhodnym zdrojem dusiku je kukuiind
mouke, s6jové mouka, rybf mouke, eminokyseliny a podobn&. Pokud jde o snorganické soli, je
mo¥no v&lenit do Zivného prostied{ b&%né rozpustné soli, které doddvaji Zelezo, draslik,
sodfk, hor¥{k, vdpnik, smonné ionty, chloridové ionty, ionty uhli¥itanové, siranové, dusié-
nanové a podobnd.

Do %ivného prostredi patf{ rovnd% zékladni stopové prvky, nutné pro rist a vy¥voj pro-
duk¥niho orgenismu. Tyto stopové prvky se viak b&%n¥ vyskytuji jako nedistoty jingch sloZek
2ivného prost¥edi v mnoZstvi, které Je dostatefné pro ristové poZadavky organismu. N&kdy
viek mi%e byt zapotfebi pridat do Zivného prostfedi pfi fermentacl ve vE&i3im m&Fitku malé
mno%stvi protipinivého ¥inidla, napfiklad 0,2 ml/1, timto &inidlem je napi*{iklad polypropy-
lenglykol s molekulovou hmotnost{ pribli¥n& 2 000. ' o

Pro vyrobu v3t3ich mnoZstvi tylaktonu v submerznf kultufe za aerobnich podminek je vy~
hodnd fermentace v tancich. Men&f mnoZstvi této sloudeniny Je moZno ziskat i ve trepaci
kultute. Protofe pii primém nao¥kovéni velkych tankd sporami organismd je nutno nejprve
vy&kat po celé obdobi leg, je vyhodn&jsi uiit vegetativnl o¥kovaci materidl. Tento vegeta-
tivni o&kovaci materidl se pripravuje tak, Ze se malé mnoZstvi Zivného prostredi naotkuje
sporami nebo zlomky mycelia uvedeného orgenismu, ¥im# se ziskd Zerstvd, aktivnd rostouct
kulturas organismu. Vegetativni ofkovaci materidl se pak u%ije k naofkovéni prostredf ve vel-
kém tanku.

Zivné prost¥edi u¥ité k ziskéni vegetativniho olkovaciho materidlu miZe byt toté% pro-
stredl, jakého se uiivé pii fermenteci ve v&td3ich nédobdch, je vSak moZno uZit i jiného
prostiedi.

Zpisob podle vyndlezu spo¥ivé v tom, Ze se p&stuje novy mikroorganismus, ktery byl
ziskén chemickou mutsgenézou. Jde o kmen Streptomyces fradiae, ktery produkuje tylosin.
Novy mikroorganismus vdak produkuje pouze velmi malé mnoZstvi tylosinu, aviak jako hlavni
sloZku produkuje tylakton.

Predmétem vyndlezu je tedy zpﬂsob vyroby tylaktonu vzorce I nebo jeho esteru, - -vyznatu-
jilcl se tim, Ze se p¥stuje kmen Streptomyces fradise NRRL 12188 produkujici tylakton v Ziv-
ném prostiedf, obsahujfcim asimilovatelny zdroj uhliku, dusiku a anorganické soli v submerz-
ni kultufe pri teplotd 10 a 40 °C za aerobnich podminek pfi provzduSnéni slespoi 30 % a
takto ziskany tylekton sepopfipadd esterifikuje.

'
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Novy mikroorganismus, ktery produkuje tylakton je moZno klasifikovat jako kmen Strepto-
myces fradime. Kultura tohoto mikroorganismu byla natrvalo uloZfena do verejné sbirky mikro-
organismi Northern Regional Research Center, Agriculturel Research, North Central Region,
1815 North University Street, Peoria, Illinois, 61604, odkud je moZno ji kdykoli ziskat
pod &fslem NRRL 12188.

Jako je tomu i v pripadg jinych mikroorganismi, vlastnosti Streptomyces fradise
NRRL 12188 se ponékud méni. Je napriklad moZno ziskat rekombinenty, mutanty nebo varianty
kmene NRRL 12188 pisobenim riznych zndmfch fyzikdlnich a chemickych mutagennich #initeld,
jako ultrafiaslového sv&tla, paprskd X, papraki gems nebo N-metyl-N’-nitro-N-nitrosoguani-
dinu. Vdechny prirodn{ i vyvolané varienty, mutenty a rekombinenty kmene Streptomyces
fradise NRRL 12188, které se uchovdvajl svou zdkladni vlastnost produkce tylektonu spadaji
do oboru vyndlezu.

S, fradisme NRRL 12188 Je mo%no p&stovat v teplotnim rozmezi 10 a% 40 °C. K optimélni
produkei tylaktonu dochéz{ pii teplotd pribliZn 28 °C.

Jak je to obvyklé v submerzni kultule za eerobnich podminek, neché se Zivnym prostie-
- dim prochdzet sterilni vzduch. Pro ud¥innou produkci entibiotike mé byt nasyceny vzduchem
pri fermentaci v tanku 30 % nebo v&t3f p¥i teplotd 28 °C. a atmosferického tlaku.

Produkce tylektonu je moZno v prib&hu fermentace sledovat tak, Ze se ze Zivného pro-
stfedi odeberou vzorky a ty se pak analyzuj{ vysokotlakou kapalinovou chrometografif p*i
poufitf ultrafislového svitla jako detekniho systému, Jak bylo popséno napiiklad v publi-
keci Kennedy v J. Chromatographic Science, 16, 492 a% 495 (1978).

Po ukondeni submerzni fermentace za aerobnich podminek je moZno izolovat tylakton
z fermenta¥niho prostiedi nZkterym ze znémfch zplisobd. ProtoZe Je tylakton jen omezené& roz-
pustny ve vod&, nemusi se rozpoudt¥t v prostfedi, v n¥mZ do3lo k jeho vyrob&. Z tohoto di-
vodu je moZno tylakton izolovat bud

1. extrakc{ z fermentadniho prostifedi nebo

2, filtraci fermentainiho prostfedi 8 ndslednou extrakc{ zfiltrovandho prostfedfl i my-
celidlniho kolédde.

Extrakci je moZno provéddt rdznym zplisobem. S vyhodou se zfiltrované Zivné prostiedi
extrahuje obvykle bez piedchozi upravy pH vhodnym rozpoudtZdlem, nepfiklad emylacetdtem
nebo petroléterem, organickd féze se odpafi ve vekuu, &fm¥% se ziskaji krystaly nebo olejovi-
td4 kapalina. V pripad¥, %e se ziskd olejovitd kapalina, je mo¥no Ji déle &istit edsorp&ni
chromatografif.

Slougeniny vzorcl I a II jsou cennymi meziprodukty, z nichZ je moZno ziskat makrolido-
vd antibiotika o 16 &lenech ve struktutfe. Nap¥iklad tylakton vzorce I je moZno biologicky
pfevést na tylosin tak, Ze se tato ldtka pridéd k rostouci kultufe mikroorganismu, ktery je
schopen biologickou piem#nu provést. Timto mikroorganismem miZe byt kmen Streptomyces
fredimse, ktery produkuje tylosin nebo je schopen produkovat tylosin s tou vyjimkou, Ze se
blokuje tvorbe tylaktonu.

Kmen, ktery je schopen produkovat tylosin a je blokovén pokud jde o produkci tylaktonu
je moZino zIskat tak, %e se pisobi na kmen, ktery produkuje tylosin mutegenem a piefivajici
kmeny se sleduji na neschopnost produkce tylosinu. Ty kmeny, které neprodukuji tylosin
se ddle sleduj{ ke stanoven{ kmend, které jsou teké neschopné produkovat tylakton. Tyto
kmeny se pak ulo%f do malych trepacich lahvi a pfiddvé se tylakton, aby bylo moZno stenovit,
zda je; méni na tylosin.
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Streptomyces fradise kmeny NRRL 2702 a NRRL 2703 mohou byt pfikladem kmeni Strepto-
myces, které jsou schopné produkovat tylosin. Typickymi mutageny, kterych Je moZno uZit
k selekci kmend jsou napriklad derivdty N-metyl-N'-nitronitrosoguanidinu.

Sloufenina vzorce I je zvl145t& cennd pro vyrobu znalenych sloudenin pro metabolické
pokusy. Znadit se miZe bud tylaktonovd $4st nebo cukr, &im¥ je moZno sledovat metabolické
pechody tylosinu. )

Vyndlez bude osvétlen ndsledujfcimi piiklady.

P¥{L{klad |

A. Fermentace tylaktonu v tiepaci. kultule

Lyofilizovené pelety Streptomyces fradiase NRRL 12188 se dispergujf v ! aZ 2 ml steri-
lizované vody. 0,5 ml tohoto roztoku se uZije k naolkovdni 150 ml vegetativntho Zivného
prostiedf ndsledujictho sloZent.

SloZka MnoZstvi v %
kukuiidng vyluh . 1,0
extrakt z kvasnic 0,5

arf ze sdjovych bobd 0,5
CaCO3 0,3
surovy sojovy olej 0,45
deionizovend voda 97,25

Je také moZno postupovat tak, Ze se vegetativni kultura S. fradise NRRL 12188 uloZend
po objemech ! ml v kapalném dusiku rychle rozmrazi a uZije k naolkovdni vegetativnfho pro-
stPedf. Naolkované vegetativni prost¥edi se inkubuje v Erlenmeyerovjch bankdch o obsahu
500 ml pri teplot® 29 °C po dobu 48 hodin v uzaviené trepadce p¥i 300 otddkéch za minutu.

Takto naolkovenéd %ivné prostiedi se v mno¥stvi 0,5 ml u¥ije k naodkovéni 7 ml produk&—
niho Zivnéhe prostredi{ ndsledujiciho sloZeni.

SloZka MnoZstvi v %

fepnd melasa 2,0
kukui*idnd mouks 1,5
rybi mouka 0,9
kukuitiény gluten 0,9
NaCl 0,1
(NM4)2HP04 0,04
03003 0,2
surovy séjovy olej 3,0
deionizovand voda 91,36

Naolkované fermenta¥ni prostfedi se inkubuje v bafice o objemu 50 ml p¥i teplotd 29 °C
po dobu 6 dnld v uzavi‘ené t¥epadce pri 300 otd&kéch za minutu.
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B. Fermentace tylaktonu v tanku
Aby bylo moZno ziskat v&tS1 objem ofkovaciho materidlu, u¥ije se 60 ml inkuboveného

vegetativniho prostifedf, pfipraveného tak, jak bylo popsdno v odstevei A. k naofkovéni
38 1itrd vegetativniho ristového prostfedi druhého stupn¥ s nésledujicim sloZenim:

Slozka ' MnoZstvi v %
kukuti&ny vyluh 1,0
séjovd mouka 0,5
extrakt z kvasnic 0,5
CaCO3 0,3
surovy séjovy olej 0,5
surovy lecitin 0,015
voda . ‘97,185

Zivné prost¥edi se upravi na pH 8,5 priddnim 50% roztoku hydroxidu sodného.

Toto vegetativni Zivné prosifedi z druhého stupn& se inkubuje v tanku o objemu 68 lit-
rd po dobu 47 hodin p#i teplot& 29 °C. )

4 1itry tekto ziskeného inkubovaného Zivného prostiedf ze druhého stupnd se ufije
k naolkovédni 40 litrd sterilniho produkéniho prostfedf ndsledujiciho sloZeni.

Slo%ka MnoZstvi v %
ryb{ mouka 0,92
kukufiénd mouka 1,57
kukufiény gluten 0,92
CaCoy 0,21
NaCl 0,10
(NH,) JHPO, 0,04
fepnd melasa 2,10
surovy sojovy§ olej 3,15
lecitin 0,09
voda 90,90

Zivné prostiedl se upravi na pH 7,2 piiddnim 50% roztoku hydroxidu sodného.

Neolkované produkini prostiedi se fermentuje v tanku o objemu 68 litrd po dobu 5 dnd
pfi teplot® 28 °C. Fermente¥ni prostfedl se provzdudliuje sterilnim vzduchem tek, aby bylo
nasyceno rozpudtinym kyslikem na 30 a%Z 60 % a miché se b¥Znymi mfchadly p¥i 300 otd¥kdch
za minutu.
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Priklad 2

Izolace tylaktonu

1 600 litrd fermenta¥niho prosti‘edf, ziskaného zplisobem podle pfikladu 1 se zfiltruje
pfi pouZitl pomocného prostiedku pro filiraci (3 % Hyflo Supercel, infusoriovéd hlinka,
Johns Manville Corp.). Filtrdt se upravi na pH 9, p¥idénfim 2% hydroxidu sodného. Filtrdt
se extreshuje 400 litry amylacetdtu. Amylacetdtovy extrakt, ktery mé vysokou optickou husto-
tu pfi 282 nm, av3ak Y4dnou antimikrobidlni W¥innost se zahusti ve vakuu na olejovitou ka-
palinu. Tato kapalina se rozpustf{ v 5 litrech benzenu. Benzenovy roztok se chromatografuje
na sloupci silikegelu (Grace, grade 62, Davison Chemical Co.) v benzenu, sloupec mé rozméry
5,25 x 36. Sloupec se vymfvéd smdsi benzenu a etylacetdtu v poméru 3:2, aluce se sleduje
chromatografii{ nea tenké vrstv® silikagelu, detekce se provdd{ kyselinou sirovou. Benzenem
se odstreni zbytky tukovitfch létek a pak se sm&si benzenu a etylacetdtu v pomdru 9:1 od-
d&l1 a izoluje tylakton. Frakce s obseshem tylaktonu se slijf a odpaf{ ve vakuu. Tylakton
se nechd krystalizovat ze sm&si benzenu a hexanu nebo horkého hexanu, &I{m¥ se ziskajf{ 2 g
této sloudeniny o teplot® téni 162 a¥ 163 °C.

Spektrum tylaktonu v infralerveném sv&tle v chloroformu je zndzorn&no na priloZeném
vykresu.

Tylekton je bflé pevnéd ldtke, kterd krystaluje z hexanu nebo ze sm&si etylacetdtu
a hexanu a taje pfi teplot 162 aZ 163 OC. Sk14d4 se pfibli#n& ze 70 % unliku, 9,7 % vodi-
ku a 20,3 % kysliku. Mé empiricky vzorec 023H3805 a molekulovou hmotnost pribliZn& 394.

Absorp¥ni spektrum tylaktonu v infralerveném svétle v chloroformu je znédzorn&no na
priloZeném vykresu. Pozorovatelnd absorpini maxime se vyskytuj{ pfi ndsledujicich frekven~
-1 .
efch: (em™ ):

3 534 (strednf), 2 924 (silné), 2 398 (slabé), 2 353 (slabé), ! 709 (velmi silné), ! 678
(velml silné), 1 626 (malé), | 592 (velmi silné), 1 458 (silné), 1 441 (hrb), 1 404 (silné),
1 379 (malé), 1 316 (silné), ! 284 (st¥ednf), 1 181 (velmi silné), ! 143 (silné), 1 103
(stP¥ednf), 1 078 (strednf), 1 049 (velmi malé), ! 025 (st¥edni), 984 (velmi silné), 958
(silné), 923 (stPednt), 91! (hrdb), 859 (malé), 868 (stiedni), 840 (strednf), 820 (velmi
malé) a 661 (malé).

Spektrum tylaktonu v ultrafialovém sv&tle v neutrdlnim etanolu md absorp¥n{i maximum
pri 282 nm (E}> = 560).

Tylakton mé nésledujici specifickou otddivost: |a 25 -55,23°% (¢ = 1, CH,OH).
D 3

Tylakton nemd podle elektrometrické titrace v 66% vodném dimetylformemidu %ddné titro-
vatelné skupiny.

Tylakton je témé&i nerozpustny ve vod&, avSak rozpoudti se v organickych rozpoudt&dlech,
Jako acetonu, metanolu, etanoclu, dimetylformamidu, chloroformu, dietyléteru, petroléteru,
benzenu a dimetylsulfoxidu.

Tylakton je moZno odli3it od tylosinu chromatografif na tenké vrstvé silikegelu. K de-
tekci je moZno uZfit kyselinu sirovou, a to koncentrovanou nebo zfed&nou na 50 %. Pri tomto
zplsobu detekce vytvéri tylakton nejprve Zlutohn¥dou skvrnu. V pripad&, Ze silikagelové
plotny s fluorescendnim pozadim se u¥fvajf pro tento typ chromatografie, je moZno provést
detekei ultrafialovym svétlem. Hodnoty Rf pro tylakton jsou uvedeny v nésledujici tabulce I.
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Tabulka I
Chromatografie tylaktonu na tenké vrstv& silikagelu

Sloudenina Hodnoty Rf

A8) B
tylakton 0,50 0,62
tylosin 0,0 0,0

8) rozpouitddlo: A = sm¥s benzenu a etylacetdtu v pomdru 4:1
B = sm&s benzenu a etylacetétu v pom&ru 3:2

PirLfklad 3
3,5-di-0~Acetyl-tylakton

200 mg tylaktonu, pfipraveného zplisobem podle piffkladu 2 se rozpust{ ve 4 ml pyridinu.
Pfidejf se 4 ml anhydridu kyseliny octové. V§slednd sm&s se nechd std4t 16 hodin pFi teplo-
t& mistnosti a pak se odpaff ve vakuu dosucha. K odparku se pfid4 5 ml metenolu a roztok
se zahtfivd 1/2 hodiny na teplotu 60 °C a pak se odpai{ ve vakuu, &¢im%¥ se ziskéd 3,5-di-0-
~acetyltylakton. Tato slou¥enina mé Rf 0,59 pi*i chromatografii na tenké vrstvé silikagelu
p¥i pouZiti sm&si benzenu a etylacetétu v pomdru 4:1 jako rozpoult&dla. Hodnota Rf pro ty-
lakton v tomto systému je 0,3.

Pr{klad 4

3,5=di-0O-propionyltylakton je moZno ziskat zpisobem podle p¥fkladu 3 pii pouZit{ san-~
hydridu kyseliny propionové.

P¥{klad 5

3,5~di~0O-isoveleryltylakton je moZno zisket zpisobem podle pifkladu 3 p¥i pouZitf an-
hydridu kyseliny isovalerové.
P*{klad 6

3,5-di-0—benzoy1tylakton Je moZ%no zfskat zplisobem podle pi¥fkladu } p¥i pouZit{ anhydri-
du kyseliny benzoové.
Pr{klagd 7

3,5-di-0-(n=butyryl)tylakton je moZno zfskat zpisobem podle pFfkladu 3 p¥i pouZiti

anhydridu kyseliny n-mdselné.

P¥{i{klad 8
Vyroba tylosinu z tylaktonu

Kmen Streptomyces fradiae, ktery pivodn& produkoval tylosin, ale byl blokovén pokud
Jde o uzavien{ makrolidového kruhu se p¥stuje zplsobem podle pfikladu 1, odstavec A. s tim



9 221839

rozdflem, %e teplota pfi testovéni je 28 °C. Tylekton se pridd k fermentadnimu prostfedi -
48 hodin po naotkovéni. Fermentace se provédl tak dlouho, a% se nahromedi v&tS{ mnoZstvi
tylosinu, to jest obvykle 3 dny. P¥itomnosti tylosinu je moZno prokézat odebrénim vzorkd
2ivného prostied{ a testovédnim proti mikroorgenismim citlivym na tylosin. K tomuto dZelu
je mo¥no uZit napfiklad Staphylococcus aureus ATCC 9144. Biologickéd zkouSke se obvykle
provédi automaticky turbidimetrickou metodou chromatografif na tenké vrstv& nebo vysoko-
tlakou kapalinovou chromatografif, detekce se provéd{ ultrafialovym sv&tlem.

PREDMET VYNALEZU

Zplsob vyroby tylaktonu vzorce 1

&3 n 7 (0

nebo jeho farmaceuticky pfijatelného esteru, vyznalujici se tim, Ze se p&stuje kmen Strep-
tomyces fradiae NRRL 12188 produkujfci tylakton v Zivném prostfedi, obsshujicim dsimilova-
telny zdroj uhliku, dusiku a anorganické soli v submerzni kultufe pfi teplot® 10 a% 40 °c
za aerobnich podminek p¥i nasycen{ Zivného prostiedi vzduchu alespon 30 % a takto ziskany
tylekton se popripadd prevede na farmaceuticky piijatelny ester.

1 list vykresd
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