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. RieSenie sa tyka spdsobu pripravy acetyl-
digoxinu tak, Ze sa do tekutého média. ob-
sahujiceho zdroj uh'ika a dusika naoCkuje
kultara Penicillium vermiculatumm Dang.
CCM F-276 alebo Aspergillus niger CCM F-
-330, potom sa pridd 10—60 mg lanatozidu
C na 100 ml pddy a neché sa kultivovat pri
26 aZ 30°C po dobu 8 aZ 24 hodin. Filtrat
vyfermentovanej pddy sa extrahuje chloro-
vanymi uhlovodikmi, s vyhodou chlorofor-
mom, extrakt sa zahusti a ziskany pevny
produkt sa preéisti rekryStalizdciou zo zme-
si rozpustadiel chloroform : benzén. Filtrat
_pddy moZno extrahovat tieZ estermi kyseli-
ny octovej s vyhodou octanom etylnatym.
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»"w. - Vyndiez sa tyka spOsobu pripravy acetyl-
“odigoxinu selektivnou mikrobidlnou degluko-

--ziddciou lanatozidu C pomocou mikroorga-
nizmov Penicillium vermiculdtum Dang. CCM
F-276 alebo Aspergillus niger CCM F-330.

V predkladanom rieSeni sa uvAdza spo-
sob pripravy acetyldigoxinu, ktorého pod-
stata spoCiva v tom, Ze sa do Zivnej poOdy
obsahujucej zdroj uhlika, organického a an-
organického dusika, naoCkovanej kultarou
P. vermiculatum pridd lanatozid C (100 aZ
500 mg . L~') rozpusteny v poldrnom roz-
pustadle, s vyhodou v dimetylformamide a
kultivuje sa 8—24 hodin pri teplote 26—30
stupiiov Celzia za stdleho mieSania a pre-
vzdusiiovania. Po transformdcii sa filtrat
pddy, ktord obsahuje acetyldigoxin extra-
huje chloroformom, ziskany extrakt sa po
vysuSeni, za zniZeného tlaku zbavi rozpus-
tadla a surovy produkt sa rekryStalizuje zo
zmesi rozpis$tadiel benzén : etanol (3 : 1).
Na extrakciu latky z filtratu moZno takisto
pouZit dalSie chlorované uhlovodiky s po&-
tom uhlikov 1—5 s vyhodou dichléormetdn
alebo estery kyseliny octovej s vyhodou oc-
tan etylnaty.

Acetyidigoxin je biela kry3talickd 14tka,
u ktorej boli namerané nasledujice hodno-
ty: -t t. 203—206 °C (rozklad), pre suméarny
vzorec C43HesO15 823,0, vypofitané: C 62,75
perc. H 8,08 %, nadjdené C 62,59 %, H 7,96 %.
I¢ (KBr) » cm~': 3410, 2966, 2943, 1741,
1720, 1631, 1457, 1347. KryStalickd latka
poskytla pri tenkovrstevnej chromatografii
na Silufole v sistavdch benzén : etanol :
: voda (30 : 10 : 0,3) jednu Skvrnu s hod-
notami R; 0,41 a v sistave octan etylnaty :
: metanol : voda (79 : 19 : 11) Skvrnu s Ry
0,85. Doékaz aglykonu sa robil po hydrolyze
ziskanej latky s kyselinou sirovou. Pri ten-
kovrstevnej chromatografii na Silufole® v
slistave benzén : octan etylnaty (1 : 1) po-
skytla latka jednu Skvrnu s R; 0,28 a v su-
stave octan etylnaty taktieZ jednu 3kvrnu s
R¢ 0,11, ktoré boli identické so Skvrnami zis-
kanymi rovnakym postupom zo S3tandardu
acetyldigoxinu.

V pokusoch pouZité kmene P. vermicula-
tum aj A. niger transformuji pridany lana-
tozid C velmi selektivne, bez dalSich sprie-
vodnych metabolitov takmer kvantitativine
za 8—24 hodin.

V nasledujtcich prikladoch st uvedené
spOsoby transformécie lanatozidu C na a-
cetyldigoxin.

Priklad 1

Do 25 varnych baniek o objeme 500 ml
pripravi sa pdda nasledujiceho =zloZenia:
(g . L°') gluk6za 20, kvasniény extrakt 5,
sbjovd mika 5, NaCl 5, KH2PO4 5, vodovod-
né voda 1 liter, pH 6,5—7,0. P6da sa sterili-
zovala 15 mintt pri 120 °C a po ochladeni sa
naotkovala 15 ml vegetativneho inokula Pe-
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nicillium vermiculatum. Kultivacia pri tep-
lote 28°C na rotacnej trepatke s 220 ot .
. min~! Po 24 hodinovej kultivicii sa do
kaZdej banky pridalo 30 mg lanatozidu C
rozpusteného v 0,3 ml dimetylformamidu.
Celkom sa v pokuse pouZilo 720 mg lanato-
zidu C. Transformécia sa ukonéila v 20. ho-
dine kultivdcie, kedy bol pridany substréat
takmer kvantitativne transformovany. My-
célium pouZitého mikroorganizmu sa odde-
lilo filtrdciou, ziskany filtrat (1,900 ml, pH
6,1), sa extrahoval trikrdt za sebou chloro-
formom (v pomere 2 : 1), za neustdleho
mieSania po dobu 15—20 mintt, pri labora-
tornej teplote. Ziskané extrakty sa spojili,
bezvodym siranom sodnym vysu$ili a za
zniZeného tlaku zahustili. Po zahusteni a
ochladeni na +-4°C sa vyla¢il acetyldigo-
xin, ktory sa oddelil filtrdciou a premyl di-
etyléterom. Po pridani dietyléteru, ktory sa
ziskal po premyti prvého podielu surového
produktu k matenym ldihom, vypadla dal-
Sia Gast acetyldigoxinu. Ziskané surové pro-
dukty sa spojili a rekryStalizovali zo zmesi
rozpistadiel chloroform : benzén (1 : 3).
Celkom sa ziskalo 420 mg &istého acetyldi-
goxinu, o predstavuje vytaZok 62 % vzhta-
dom na pouZity substrat.

Priklad 2

V pokuse sa pouZila péda rovnakého zlo-
7enia ako v pokuse 1. Po 24 hodinovej kul-
tivacii sa do pody pridalo 60 mg lanatozidu
C na 100 ml p6dy. Transformé&cia sa ukon-
gila v 24 hodine. Ciry filtrat (1,800 mil, pH

8,2) sa trikrat za sebou extrahoval octanom

etylnatym (v pomere 2 : 1). Spojené extrak-
ty po vysuSeni bezvodym siranom sodnym
sa zahustili a po ochladeni na -4 °C sa vy-
la¢il acetyldigoxin. K mateénym lthom sa
pridal dvojndsobny objem dietyléteru, ¢im
sa ziskal dalSi podiel acetyldigoxinu. Suro-
vé produkty sa rekry3talizovali zo zmesi oc-
tan etylnaty : benzén (3 : 1). Celkom sa zis-
kalo 510 mg ¢istého acetyldigoxinu, ¢o pred-
stavuje 63,7 % vytaZzok, vzhladom k pouZi-
tému substratu.

Priklad 3

Postup biotransformécie lanatozidu C bol
rovnaky ako je uvedeny v priklade 1, ale
vytvoreny acetyldigoxin sa extrahoval di-
chlérmetdnom. Vyta¥ok vzhladom k pouZi-
tému substratu bol 57,2 %.

Priklad 4

Postup biotransformécie bol rovnaky ako
je uvedeny v priklade 1, ale ako mikroorga-
nizmus sa pouZil kmer Aspergillus niger
CCM F-330. VytaZok acetyldigoxinu vzhla-
dom k pouZitému substrédtu bol 48,7 %.
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PREDMET VYNALEZU

1. Spdsob pripravy acetyldigoxinu vyzna-
gujici sa tym, Ze sa do tekutého média ob-
sahujiceho zdroj uhlika, organického a an-
organického dusika naockuje kultura Peni-
cillium vermiculatum Dang. CCM F-276 a-
lebo Aspergillus niger CCM F-330, prida sa
10 aZ 60 mg lanatozidu C rozpusteného v
polarnom rozptstadle na 100 ml pbdy, zmes
sa kultivuje pri teplote 26 aZ 30°C za sta-
leho mieSania a vzduSnenia po dobu 12 aZ
24 h, prefiltruje sa, ziskany filtrat sa ex-
trahuje organickymi rozpustadlami, extrakt
sa po vysuSeni zahusti a zvySok sa krysta-
lizuje.

2. Sposob podla bodu 1 vyznadujici sa

tym, e ako polarne rozpiStadlo na rozpus-
tenie lanatozidu C sa pouZije dimetylform-
amid.

3. Sposob podla bodu 1 vyznacujaci sa
tym, Ze filtr4dt po kultivdcii sa extrahuje
chlorovanymi uhlovodikmi s potom uhli-
kov 1 aZ 4, s vyhodou chloroformom, alebo
estermi kyseliny octovej s alkoholmi s pog&-
tom uhlikov 1 aZ 3, s vyhodou octanom e-
tylnatym.

4, Sposob podla bodu 1 vyznadujuci sa
tym, Ze zvySok po odpareni extrahovadla sa
krystalizuje zo zmesi chloroform — benzén,
alebo octan etylnaty — benzén.
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