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(57) Anotace:

Makrotetrolidy obecného vzorce I kde R1, Rz, R3
a R4 jsou methylové nebo ethylové skupiny, jsou
prirodni pesticidy s insekticidnim, akaricidnim,
kokcidiostatickym a anthelmintickym téinkem,
produkované riznymi druhy streptomycet.Je-
jich déinnost se zvy$uje s poétem ethylovych
skupin v molekule. Streptomyces griseus, pou-
Zity pro vypracovidni postupu vyroby podle
pfedloZeného vynalezu, produkuje pit
submersni kultivaci na plidé se Skrobem, liho-
varskymi vypalky a suSenymi kvasnicemi smés
nonaktinu, monaktinu, dinaktinu a tetranakti-
‘nuvpoméru 8:27:57: 8. P kultivaci na ptidé
stejného sloZeni, ke které byl pfidan propionan
sodny a hydrogenfosfore¢nan draselny, je pro-
dukovan dinaktin, trinaktin a tetranaktin v po-
méru 2 : 26 : 72. Chemickou isolaci tohoto
komplexu z mycelia produkénich kultur byla
ziskdna smés trinaktinu a tetranaktinu v pomé-
1 : 3, obsahujicf jen stopové mnoZstvi di-

naktinu.
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Vyndlez se tykd zplsobu vyroby makrotetrolidovych insektici-
di trinaktinu-a tetranaktinu biosyntetickou cestou.

ztraty, zpusobené Skodlivym hmyzem a rozto¢i pri péstovani
a skladovani zemédélskych plodin, predstavuji kaZdoroc¢né aZ 30 %
svétové produkce. Ué&innd ochrana rostlin proti Skidcim je tedy
jednim 2z hlavnich faktord, urcéujicich vys$i a kvalitu sklizné,
a tim i jednou z nejsndze dostupnych reserv v zemédélstvi. Dlou-
hodobad aplikace syntetickych agrochemikdlii m& vsak negativni
ekologické disledky (nahromadéni nerozloZitelnych toxickych latek
v pudé nebo plodindch, vyvoj odolnych forem sSkidcd, uhynuti
neskodnych organismi, a podobné), a proto je vénovana zvySena
pozornost vyzkumu a vyvoji pfirodnich insekticidl, prfedevsim
produktl mikroorganismi. V minulych letech byla objevena celd
rada mikrobnich metabolitd s pesticidnimi G¢inky, jen nékolik
z nich v8ak mélo vlastnosti vhodné pro praktickou aplikaci
(Misato a sp., Adv. Appl. Microbiol. 21, 53 aZ 88, 1977; Mistato,
J. Pesticide Sci. 7, 301 aZz 305, 1982; Deshpande a sp., Enzyme
Microb. Technol. 10, 455 aZ 473, 1988). Mezi né patfi latky typu
makrotetrolidd (Dominguez a sp., Helv. Chim. Acta 45, 129 aZ
138, 1962; Beck a sp., Helv. Chim. Acta 45, 620 az 630, 1962;
Kellar-Schierlein a sp., Antimicrob. Agents Chemother. 1966, 644
aZ 650, 1967; Ando a sp., J. Antibiot. 24, 418 azZ 422, 1971)
obecného vzorce I

CHq ‘ Rs g ‘ -
OJ\O 0 o/ (1)
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kde Ry, Ry, Ré a R, jsou methylové nebo ethylové skupiny:

Ry R; Rj Ry
Ia Nonaktin CH4 CH, CH, CH,
Ib Monaktin CH3 CH3 CH3 CH2CH3
Ic Dinaktin CHy CHy CHZCH3 CH2CH3
Id Trinaktin CH3 CHZCH3 CHZCH3 CHZCH3

Je Tetranaktin CHZCH3 CHZCH3 CHZCH3 CHZCH3
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Makrotetrolidy Jsou aktivni proti hmyzu a roztocim (Oishi
a sp., J. Antibiot. 23, 105 az 106, 1970; Ando a sp. J.
Antibiot., 24, 347 aZ 352, 1971; Sagawa a sp., J. Econ. Entomol.
65, 372 az 375, 1972) a maji také Uc¢inky kokcidiostatické
(Sakamoto a sp., Deutsche Patentschrift DE 2802455 (2, 1978)
a anthelmintické (Nippon Kayaku Co. Ltd., a Chugai Pharm. Co.,
Ltd., Japan Kokai Tokkyo Koho 8157, 714, 1981). Jsou neskodné pro
teplokrevné Zivoc&ichy (Oishi a sp., J. Antibiot. 23, 105 aZ 106,
1970; Sagawa a sp., J. Econ. Entomol. 65, 372 az 375, 1972) a pro
rostliny (Hirano a sp., J. Econ. Entomol. 66, 349 az 352, 1973)
a snadno rozloZitelné pudni mikroflorou (Sasaki a sp., Appl.
Environ. Microbiol., 40, 264 aZ 268, 1980). Jejich aktivita se
zvysuje s poctem ethylovych skupin v molekule; nejic¢innéjsi Jje
trinaktin (vzorec Id) a tetranaktin (vzorec Ie).

Nonaktin, monaktin, dinaktin a trinaktin jsou produkovany
¥adou druhl streptomycet, napfiklad riznymi Kkmeny Streptomyces
griseus, S. chrysomallus, S. flaveolus, S. Tsusimaensis neo S.
werraensis (Smith, J. Antibiot. 28, 1000 az 1003, 1975).
Tetranaktin ve smési s dinaktinem a trinaktinem bylo isolovan
pouze z Kkultur S. aureus (Ando a sp., J. Antibiot. 24, 347 az
352, 1971), kdezto S. roseochromogenes tvori nonaktin, monaktin,
dinaktin, trinaktin i tetranaktin v kvantitativnim poéru 22 : 33

33 : 9 : 3 (Smith. J. Antibiot. 28, 1000 aZ 1003, 1975).
Komploex makrotetrolidd (tzv. polynaktin), obsahujici dinaktin,
trinaktin a tetranaktin v poméru 10 : 40 : 50 (Shichi a sp.,
U.S. Pat. 4, 843, 092, 1989) je vyrdbén japonskou firmou Chugai
Pharm. Co., Ltd., fermentaci s pouzitim S. aureus jako
produkéniho mikroorganismu a Uspésné aplikovdn v praxi bud
samostatné, nebo ve smési s chemickymi pesticidy napfiklad pro
velkoplosnou ochranou c¢ajovnikovych nebo pomeranc¢ovnikovych
plantdzi (Sagawa a sp., Japan Kokai Tokkyo Koho 7406656, 1974;
Chugai Pharm. Co., Ltd., a Hokko Chem. Industry Co., Ltd., Japan
Kokai Tokkyo Koho 5846006 a 5846009, 1983).

Patentové chrédnény kmen S. aureus ani komeréni preparit
polynaktinu nejsou v CSFR dostupné. Tetranaktin 1lze sice
pripravit chemickou syntézou (Schmidt a Werner, J. Chem. Soc.
Chem: Commun.-1986 (13), 996 aZ 997), tento postup je vsSak velmi
pracny a nakladny a davd Jjen malé vytéziky poZadované latky.
Uvedené nevyhody byly odstranény vypracovdnim nového postupu
podle vyndlezu, JjehoZ podstatou je, 2Ze Kk submersni kulture
mikroorganismu Streptomyces griseus se na zacdtku kultivace pridéa
propionan sodny a hydrogenfosforeé¢nan draselny a po 96 hodindch
fermentace se izoluje hotovy produkt. Pridavkem propionanu je
inhibovédna biosyntéza nonaktinu, monaktinu a dinaktinu =za
soucasné stimulace tvorby trinaktinu a tetranaktinu. P¥idavkem
hydrogenfosforec¢nanu je eliminovédn inhibicéni G¢inek propionanu na
rust produkéni kultury, coZz vede ke znaénému zvy$e::i obou
poZadovanych makrotetrolidd. Zplsob vyroby biosyntetickou cestou
podle vynadlezu je jednodussSi neZ zpusob vyroby cestou chemickou,
protoZe probihd od zacdtku aZ do konce samovolné ve fermentaéni
nadobé bez zasahu lidské ruky aZ do doby, kdy je izolovéan hotovy
produkt.

Zpusob vyroby podle pfedlozZeného vyndlezu je zfejmy z dale
uvedenych pr¥ikladu:
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Priklad 1
a) Priprava inokula

Kmen Streptomyces griseus J-249 (odvozeny od puadniho izolatu
S. griseus LKS po opakované aplikaci UV svétla) byl kultivovan
10 dni pfi teploté 28 °C na Sikmych agarech se sporulacni pudou
s kvasinkovym a sladovym vytazZkem (Shirling a Gottlieb, Int. J.
Syst. Bacteriol. 14, 313 aZ 340, 1966). Dobfe vysporulované kul-
tury byly uchovavany p¥i 4 °C a pouzivany k pripraveé vegetativni-
ho inokula po dobu nejdéle t¥i mésicu.

Vegetativni  inokulum bylo péstovdno na rotaénim trepacim
stroji (2,7 Hz) pri teploté 28 °C v 500 ml varnych bankach, plné-
nych 60 ml fermentac¢ni pudy, ktera obsahovala 40 g rozpustného
Skrobu, 7 g lihovarnych vypalkl a 5 g susenych kvasnic v 1 1 vo-
dovodni vody. Vychozi pH pudy po sterilisaci bylo 6,8 (pred ste-
rilisaci bylo upraveno na 6,9 aZ 7,0). Celkovy obsah anorganickeé-
ho fosfatu v pidé (stanoveny metodou dle Weil-Malherbea a Greena,
Biochem. J. 49, 286 azZ 292, 1951) byl 2,5 mM. Pida byla naockova-

na inokulem z agarové kultury, obsahujicim pribliZné 6 x 10°
spdér. Vegetativni inokulum bylo kultivovano 24 hodin.

b) Priprava druhé vegetativni generace

Vlastni submersni kultivace podle vyndlezu probihala ve dru-
hé vegetativni generaci na stejné fermentacni pidé a za stejnych
podminek jako pfi pripravé inokula po dobu 96 hodin. Kultury byly
o¢kovény 3 ml vegetativniho inokula.

c) Analytické stanoveni makrotetrolidua

Po skoné¢eni kutlivace bylo mycelium ze dvou paralelnich kul-
tur druhé vegetativni generace (120 ml fermentac¢ni tekutiny) od-
déleno centrifugaci, promyto 50 ml destilované vody a extrahovano
2 ¥ 50 ml methanolu a 1 x 50 ml smési methanolu a chloroformu (1
: 1). Spojené extrakty (150 ml) byly po pridédni 1 g k¥emeliny
(Celit No. 545) odpareny do sucha. Odparek byl extrahovédn 40 ml
smési chloroformu a methanolu (95 : 5) a extrakt prefiltrovan.
Zbyly sediment na filtru byl extrahovdn 40 ml téZe smési
a extrakt prefiltrovan. Oba filtrdty byly spojeny a odpareny do
sucha. Odparek byl rozpustén v 10 ml dichlormethanu a 1 ml
roztoku byl pouzit pro kvantitativni spektrofotometrické
stanoveni (pfi 380 nm) celkového obsahu makrotetrolidl metodou
dle Suzukiho a sp. (J. Antibiot. 24, 675 aZ 679, 1971), zaloZenou
na tvorbé komplexu téchto latek s pikranem sodnym. Zbylych 9 ml
roztoku bylo odpafeno do sucha a odparek byl rozpustén v 1 ml
smési methanolu a chloroformu (3 : 2). Roztok (1 aZ 5 ul,
v zavislosti na koncentraci makrotetrolidd ve vzoucoku) byl pouZit
pro tenkovrstevnou chromatografii na deskach Kieselgelg, (0,25

mm, 200 x 200 mm) v systému octan ethylnaty-chloroform-dichlor-
methan (7 ¢ 3 : 1). Po dvojim vyvijeni byl chromatogram postrikan
koncentrovanou kyselinou sirovou a zahrat p¥i 150 °C po dobu 10
"minut. Kvantitativni pomér mezi sloZkami makrotetrolidového
komplexu byl stanoven densitometricky na p¥istroji Shimadzu
CS-930 pri 590 nm. :

"o,
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Za uvedenych kultivacé¢nich podminek dosahoval kmen S. griseus
J=-249 prumérné produkce 626 mg makrotetrolidového komplexu
v 1 L fermanta¢ni tekutiny. Tento komplex obsahoval nonaktin, mo-
naktin, dinaktin a trinaktin v poméru 8 : 27 : 57 : 8.

d) Stanoveni suché hmot. mycelia .

Pro zjisténi absolutnich hodnot naristu kultur byla stanove-
na suchd hmot. mycelia, promytého destilovanou vodou a zbaveného
interferujici pritomnosti makrotetrolidd opakovanou extrakci
podle postupu, popsaného v odstavci c). Mycelium bylo suSeno na
predem zvazZenych papirovych filtrech dva dny pfi laboratornl
teploté (do dosazeni konstantni hmot.).

Primérnd hmot. suchého mycelia z kultury, vyrostlé za podmi-
nek, uvedenych v odstavci b), byla 6,73 mg/l ml.

Priklad 2

Bylo pouzZito stejného postupu jako v prikladu 1 pouze s tim
rozdilem, Ze do kultur druhé vegetativni generace byl na pocatku
kultivace pridédn sterilni vodny roztok hydrogenfosforecnanu dra-
selného (1 ml) v koncentraci 46 mg/60 ml pady. Celkovy obsah
. anorganického fosfdtu se timto zpUsobem 2vy$il (ve srovnani
s udajem v prikladu 1) z 2,5 nM na 7,0 mM.

Za téchto kultivac¢nich podminek dosahoval kmen S. griseus
J-249 prumérné produkce 732 mg makrotetrolidového komplexu
v 1 1 fermentaéni tekutiny, tj. o 16,9 % vice neZ za podminek,
uvedenych v prikladu 1. Komplex obsahoval nonaktin, monaktin, di-
naktin a trinaktin v poméru 6 : 26 : 58 : 10. Prumérnd hmot.
suchého mycelia byla 7,58 mg/l ml, t.j. o 12,6 % vys$si neZ u kul-
tur, péstovanych podle postupu v prikladu 1.

Priklad 3

Bylo pouZito stejného postupu jako v prikladu 1 pouze s tim
rozdilem, Ze do kultur druhé vegetativni generace byl na pocatku
kultivace priddn sterilni vodny roztok propionanu sodného (2 ml)
v koncentraci 500 mg na 60 mlo pudy. Ve srovnadni s Gdaji v prik-
ladu 1 se za téchto podminek sice sniZil celkovy vytéZek makro-
tetrolidd na 353 mg na 1 1 fermenta¢ni tekutiny (tj. o 43,7 %),
zarovén se vsak vyrazné zménilo sloZeni komplexu, ktery obsahoval
monaktin, dinaktin, trinaktin a tetranaktin v poméru 3 : 9 : 32
: 56 (spolu se stopovym mnoZstvim nonaktinu).

Primérnd suchd hmot. mycelia byla 5,78 mg/l1 ml, tj. o 14,2 %
nizsi nez u kultur, péstovanych podle postupu v prikladu 1.

Priklad 4

Bylo pouZito stejného postupu jako v prikladu 1 pouze s tim
rozdilem, Ze do kultur druhé vegetativni generace byly na pocatku
kultivace priddny sterilni vodné roztoky propionanu sodného (2
ml) v koncentraci 500 mg a hydrogenfosporecnanu draselného (1 ml)
v koncentraci 46 mg/60 ml fermentacni pudy.
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Za téchto kultivac¢nich podminek dosahoval kmen S. griseus
J-249 prumérné produkce 577 mg makrotetrolidového komplexu
v 1 1 fermentac¢ni tekutiny, tj. jen o 7,3 % méné neZ pri postupu,
uvedeném v prikladu 1, a o 35,7 % vice neZ za podminek, uvedenych
v prikladu 3. Komplex obsahoval dinaktin, trinaktin a tetranaktin

v poméru 2 : 26 : 72. -

Prirmérnd hmot. suchého mycelia byla 6,82 mg/l ml, tj.
01,3 % vys$di neZ u Kkultur, péstovanych podle prikladu 1,
aol7,9 $ vyssi neZ u kultur, =ziskanych za podminek, popsanych
v prikladu 3
priklad 5

Kultivace byla provedena postupem, popsanym Vv prikladu 4
pouze s tim rozdilem, Ze fermentac¢ni puda byla rozplnéna do 130
banék po 100 ml, a do kultur druhé vegetativni generace, naocko-
vanych 5 ml inokula, bylo pridédno 833 mg propionanu sodného
a 76,7 mg hydrogenfosfore¢nanu draselného/100 ml pudy.

Po skonéeni kultivace byla fermentaéni tekutina (13 1)
zcentrifugovdna a oddélené mycelium bylo promyto destilovanou
vodou (3 1) a extrahovdno methanclem (4 x 2 1) a smési
chloroformu a methanolu (1 : 1) (4 x 2 1). Extrakty byly spojeny
a po priddni Celitu (30 g) . odpa¥eny do sucha. Odparek byl
etrahovdn smési chloroformu a methanolu (95 : 5) (3 x 300 ml).
Prefiltrované extrakty byly spojeny a odpareny do sucha. Odparek
(11,6 g) byl krystalovdn ze smési hexanu a acetonu pri teplote
- 15 °C. Bylo ziskdno 1,6 g krystalické smési makrotetrolida.
Mateény louh byl odparen do sucha. K odparku byl priddn methanol
(15 ml) a vwvoda (200 ml). Emulsni smés byla 2zalkalisovana
hydrouhlic¢itanem sodnym a extrahovdna chloroformem (4 x 10 ml).
Extrakt byl odpa¥en do sucha a odparek prekrystalovdn z methano-
lu. Bylo ziskdno 1,8 g krystalické smési.

Celkovy obsah makrotetrolidd, stanoveny postupem podle pri-
kladu 1 v hrubém extraktu mycelia, byl 4,5 g. Vyteézek krystalic-
kého produktu po isolaci byl 3,4 g, tj. 76 %.

Stejné jako v prikladu 4 nebyl v isolovaném produktu nalezen
nonaktin a monaktin. Dinaktin byl p¥itomen jen ve stopovém mnoz-
stvi. Hlavnimi sloZkami byly trinaktin a tetranaktin v poméru
1 : 3. Jejich identita byla potvrzena hmot. a NMR-spektrometrii
ve srovndni s literdrnimi ddaji.

Presto, Ze Streptomyces griseus neni podle publikovanych
idajui producentem tetranaktinu, zpUsobem vyroby podle predlozZené-
ho vyndlezu se podarilo ziskat tetranaktin ve vysokém vytézku (za

souc¢asného potlaceni nezadoucich méné aktivnich slozZek
makrotetrolidového komplexu) 1 u tohoto mikroorganismu. SloZeni
vysledného produktu (trinaktin a tetranaktin v poméru 1 : 3, se

stopovym mnoZstvim dinaktinu) je  dokonce vyhodnéjsi nez
u komeréné vyrédbéného Jjaponského prepardatu polynaktinu, ktery
obsahuje dinaktin, trinaktin a tetranaktin v poméru 1 : 4 : 5.
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Obecnd Uc¢innost a vyuZitelnost postupd, uvedenych v prikla-
dech 3 a 4, byla potvrzena také u osmi Jjinych kmend S. griseus,
produkujicich makrotetrolidy, uchovdvanych v Mikrobiologickém us-
tavu CSAv.

PATENTOVE NAROKY

Zpusob vyroby  makrotetrolidovych insekticidd trinaktinu
a tetranaktinu obecného vzorce I

CHy| ‘ Ra g |
_d/)“—\\\ /} / (I)
o= 0 oY o
@) ' CHy - /—Rl
3 G 0
PN 0 O\jo
0 R, | CHy

kde R, = CH; nebo CH,CH3; a R, = Ry = R, = CH,CH;, biosyntetickou

cestou vyznacujici se tim, Ze mikroorganismus Streptomyces
griseus je péstovadn za submersnich podminek ve fermentac¢ni pudé
se skrobem, lihovarskymi vypalky a susSenymi kvasnicemi, ke které
bylo v nulté hodiné kultivace priddno 8,33 mg propionanu sodného
a 0,77 mg hydrogenfosforec¢nanu draselného na 1 ml pudy.

R
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