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Spdsob izolacie antibiotickej pseudomonovej kyseliny A
farmaceutickej kvality z kultivaéného bujénu baktérii rodu
Pseudomonas zahfiia extrakciu biosyntetizovanej pseudo-
monovej kyseliny A z kultivaéného bujonu pri kyslom pH
pouZitim chlérovaného alifatického uhl'ovodiku alebo izo-
butylacetitu a nasledni purifikaciu. Purifikdcia izolovanej
pseudomonovej kyseliny A zahfila (a) rozdelenie zvySku
odpareného extraktu medzi vodno-alkoholovit fazu a nie-
ktory alifaticky alebo aromaticky uhlovodik, a potom ex-
trakciu vodu obsahujiicej vodno-alkoholovej fazy metylén-
chloridom, etylacetitom alebo izobutylacetitom; (b) extra-
kciu extraktu vodnym roztokom hydrogenuhli¢itanu amén-
neho, hydroxidu alkalického kovu alebo roztokom hydro-
xidu amoénneho a okyslenie ziskaného vodného alkalického
extraktu, potom op#f reextrakciu chlérovanym alifatickym
uhlovodikom alebo izobutylketénom; (c) koncentrovanie
extraktu a rekry3talizéciu krystalickej pseudomonovej ky-
seliny A v zmesi izobutylacetatu a petroléteru alebo aceto-
nitrilu, alebo vodného acetonitrilu.

Spdsob izolicie kyseliny pseudomonovej z kultivaéného bujénu obsahujiceho komplex kyseliny pseudomonovej
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Spbésob izol&cie kyseliny pseudomonovej z kultiva&ného bujénu
obsahujiceho komplex kyseliny pseudomonovej

Oblast techniky

PredloZeny vyndlez sa tyka spbésobu izolacie'pseudomonovej
kyseliny A (mupirocin) 2z kultivaéného bujénu obsahujticeho
komplex pseudomonovej kyseliny.

DoteraisSi stav techniky

Pseudomonova kyselina A, tieZ 2zn&ma ako mupirocin, je
antibiotikom, ktory m& vzorec (I) :
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Je éname. Ze retazce Pseudomonas fluorescens sa schopné
biosyntézy, okrem pseudomonovej kyseliny A daY¥Sie pribuzné
antibiotik& oznadené pismenami B-D v ma19ch mnoZstvach [E.B.
Chain, G. Mellows. J. Chem. Soc. Perkin Trans I. 318 (1977);
J.P. Clayton a kol., Tetrahedron Lett., 21, 881 (1980);
P.J.0.Hanlon, N.H. Rogers, J.Chem. Soc. Perkin Trans I:2665

(1983)], reprezentované vzorcami (II) - (IV), konkrétne :
?H
CH, HO\Q P O(CH:3CO,H (II)
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Medzi antibiotik& = pseudomonovesj kyseliny e z

éérapeutickéhoﬁ hYadiska najhodnotnejSia pseudomonova kyselina
A, ktord m& velky inhibiény G¢inok najmd proti grampozitivnym
baktériam (ako je  Staphylococcus  aureus, Streptococcus
pyogenes, Streptocotcus pneumoniae, Klebsiella pneumononiae)
a niektorym gramnegativnym baktériam (ako Jje Haemophilus
infuenzae, Neisseria gonorrhoae) a jej minim&lna inhibijtGeca
" koncentrécia je v rozpati 0,02-0,5 mg/dm’.' Pseudomonové
kyselina A m& inhibiciou izoleucin-tRNA syntézového enzymu
vplyv na syntézu peptidov patogénnych baktérii [J. Hughes a G.
Mellows, Biochem. J. 191, 209-219, (1980)]. Vyhodnym znakom
tohoto antibiotika je to, Ze je menej toxické ako pre rudi, tak
zvieratd a je negativne v Ames teste. Pseudomonova kyselina
A-je v sG&asnosti uZivand pri liec¢be Tudi, v  rdéznych
prostriedkoch, na liedenie koZnych infekcii (ako je impetigo,
pyoderma), nosnych infekcii a infekcii vonkaj$ieho ucha, akné,
popdlenin, ekzémov, psoridzy, v pripade ulcerédcie na lieCenie
sekund&rnych infekcii, a na prevenciu nemocniénych infekcii.
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Jednou 2z metéd izolacie pseudomonovej kyseliny A =z
kultivaéného bujénu obszhujiceho antibioticky komplex Ije
kvapalino-kvapalinovd extrakcia. Podla nemeckého patentu DE 2
227 739 a amerického patentu US 4 289 703 st rozpustné soli
baria priddvané do fermentacného bujénu, potom sG bunky
mikroorganizmu s nerozpustnym inaktivaénym &inidlom separované
odstredenim a nakoniec s antibiotika extrahované
metylizobutylketénom. Potom sa antibiotiké& odobraté
z metylizobutylketénového extraktu alkalickou vodou a ziskany
alkalicky vodny extrakt je " ¢isteny reextrakciou s
matylizobutylketénom. Ziskany surovy produkt je podrobeny
chromatografii, a z komplexu antibiotik pseudomonovej kyseliny
je pripraveny esterovy derivdt, a je purifikovany preparativnou
tenkovrstvou chromatografiou. Kyselinovd forma ¢istého
antibiotika je ziskand hydrolyzou.

Belgiéky patent &. 870 855 sa tyka spdsobu, kedy je
kultivaény bujén extrahovany metylizobutylketénom a z extraktu
je G&inn& 1l4atka extrahovan& roztokom hydrogénuhli&itanu
sodného. Materidly nerozpustné v alkalickej vode si separované
filtraciou, potom Jje pH filtrdtu okyselené a filtrat Je
extrahovany metylizobutylketénonm. Nakoniec je pseudomonova
kyselina A ziskan& koncentrovanim extraktu a krystaliz&ciou zo
zmesi metylizobutylketén-n-hepténu.

Japonsky patent 52-70083 sa tgka dvoch metéd ziskania
pseudomonovej Kyseliny z kultivaéného bujénu. PodTa jednej z
tychto metéd sa buhky baktérii separované z kultivaéného bujénu
odstredenim, potom je GEinn& 1l4tka extrahovand zo supernatantu
etylaceté&ton. Potom je komplex  pseudomonove j kyseliny
reextrahovany z etylacetdtovej faze roztokom hydrogénuhli&itanu
sodného a po okyseleni je op&tf extrahovany etylacetitom. Po
odpareni je zvySok purifikovany na silikagélovej koléne
za pouZitia eluens chloroformmetanolu, a nakoniec je &ist4
pseudomonova kyselina A ziskané krystalizaciou z
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diizopropyléteru. V inom postupe surovy produkt ziskany
uvedenym postupom Jje podrobeny chromatografii na DEAE -
Sephadex aniontovej vymennej koléne za pouzitia eluens
metanol-amonium a frakcie obsahujlce pseudomonovi kyselinu A sG
oddelené.

A.D. Curzons popisuje odobratie kyseliny pseudomonovej A z
kultivacéného bujénu vytvorenim litnej soli (Eurdépsky patent &.
0 005 614). Metylizobutylketénovy extrakt obsahujici GEinnd
l1atku ziskany pri pH 4,5 reaguje s litium-2-etyl-hexanodtom
rozpustenym v metanole. VyzrdZand litna sol pseudomonovej
kyseliny A je oddelen&, rozpustend vo vode a pseudomonova
kyselina A uvolnen& pri pPH 4,5 je extrahované v
metylizobutylketéne a vyzr&zZand za pritomnosti n-hepténu.

V postupoch diskutovanych vySSie sG pol&rne a s vodou
nemiesatelné rozpGsStadl& (metylizobutylketén, etylacetat,
n-butanol) pouzité pre odobratie komplexu pseudomonove j
kyseliny z kultivacéného bujénu. PodTa naSej skGsenosti nemdZe
byt pri pouzZiti tychto postupov lispeSne realizovand selektivna
extrakcia, pretoZe okrem komplexu pseudomonovej kyseliny sti
tiez vo vi&Sich mnoZstvdch extrahované iné poldrne a nepolarne
nedistoty. Pseudomonovd kyselina A mdéZe byt ziskand v ¢iste]
forme iba s nizkym vytazZkom (17-34 %) alkalickou extrakciou
organickych rozpGitadiel obsahujicich neéistoty vo v&&Sich
mnozstvach, potom reextrakciou organickym rozpasStadlom pri
kyselom pH, a potom krystalizdciou surového produktu. Pouzitie
chromatografickych postupov na purifikdciu nie Jje vyhodné vo
vyrobnom meritku, pre ich vysoké pracovné ndklady a poZiadavky
na rozpGstadlo. Naviac za pritomnosti chromatografickych
adsorbentov a poéaé chromatografick?ch postupov dochédza
v Géinnej 1l&tke k intramolekul&rnym transformaciam, ¢&o vedie
k vytvoreniu biologicky neaktivnej bicyklickej zlaGdeniny 9-
{4-[15,6R-8R (1S, 3S-dihydroxy-2S-metyl-butyl)-5S-hydroxy-3,7-
dioxabicyklo [4.3.0]ononan—4s—y1]-3—mety1—but-2(E)—enoyloxy) -
non&nov& Kkyselina (vzorec V)
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a zlGceniny 9-{4-[18, 6S—-4S, 10S-dihydroxy-3R-(2S-hydroxy-1S-
metyl-propyl)-2,8-dioxabicyklo [4.4.0]dekan-9S-yl]=-3-metylbut-2(E)-
enoyloxy]nonanova kyselina (vzorec VI).
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Vznik tychto zlGéenin a ich elimindcia prostrednictvom
rekrystylizacie znacne redukuje ziskany vytaZok pseudomonovej
kyseliny A. '

Aj ked postup izoldcie cez medziprodukt 1litnej soli
pseudomonovej kyseliny A neobsahuje Ziadny chromatograficky
stupefi, nie je zvyéajnym pre vyfobu v rozsiahlom meritku,
pretoZe 1litna sol pouZit4d v postupe, robi tento postup
komplikovany a drahy pre pouZitie vo vyrobnom rozsahu.

Preto je teda nutnost v stave techniky n&jst novy postup
izoldcie antibiotika pseudomonovej kyseliny A, ktor§ by bol bez
nevyhod a znadmych postupov a ktorého aplik&cia vo v§robnom
meritku by priniesla veIky vytaZok ziskaného .vySSie uvedeného
antibiotika.



Podstata vynélezu

PredloZeny vyndlez sa tyka spbésobu izoldcie antibiotika
pseudomonovej kyseliny A vzorca (I)
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zahffiajlceho krok extrakcie pseudomonovej kyseliny A z kultary
druhov rodu baktérii Pseudomonas, produkujlicich pseudomonovi
kyselinu A, pri kyselom ©pH, za pouzitia chlorovaného
alifatického uhlovodiku alebo izobutylacet&tu tak, Ze sa ziska
extrakt obsahujfici pseudomonovi kyselinu A; a purifikédciou
pseudomonovej Kkyseliny A z uvedeného . extraktu. Vyhodne je
purifikovand pseudomonovd kyselina A kryStalizované.

v jednom uskutodneni predloZeného vyndlezu zahfha
purifika&ny stupefi distribliciu odpareného zvysku extraktu medzi
volny alkohol a menej poldrne rozpiitadld, aby sa odstrénili
nedistoty; zriedenie vodno-alkoholovej féze vodou; a extrakciou
s viacej polarnym rozpGiStadlom na ziskanie purifikovanej
pseudomonovej kyseliny A.

v inom uskutocéneni predloZeného vynédlezu zah¥fha
purifika&ny stupefi odobratie pseudomonovej kyseliny z extraktu
vodnym  roztokom hydrogénuhli¢itanu amonného, hydroxidu
alkalického kovu alebo hydroxidu amonného, takZe sa vytvori
alkalicky roztok; okyselenie alkalického roztoku tak, Ze sa
vytvori kysely roztok; a extrakciu kyselého roztoku s
chlorovanym alifatickym uhlovodikom alebo izobutylacetéatom.
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Dodrobny popis vyndlezu

Prekvapujico bolo zistené, Ze pseudomonovd kyselina A mdie
byt G&inne a selektivne extrahovanid po okyseleni ako z celého
bujénu obsahujiceho mikrobidlne bunky, tak aj zo supernatantu
ziskaného po separdcii buniek, prostrednictvom chlorovanych
alifatickych uhlovodikov, potom mdéZe byt v#&Sina inaktivnych
neCistét doprevaddzajlcich pseudomonovii kyselinu A eliminovana
zo surového produktu po odpareni uvedeného extraktu rozdelenim
odpareného zvysku medzi vodno-alkoholovy roztok a alifaticky
uhlovodik, potom medzi vodny alkohol a aromaticky uhlovodik.
Vyhodny alkohol je metanol. Pouzitim tohoto postupu méZe byt zo
surového produktu ziskana pseudomonova kyselina
A v medicin&lnej kvalite po rekrystalizacii z izobutylacetéatu,
acetonitrilu alebo zmesi voda-acetonitril.

PodTa vyhodného postupu predloZeného vyndlezu si podas
izoldcie antibiotickej pseudomonovej kyseliny A  bunky
mikroorganizmu separované pri temer neutrilnom PH odstredenim.
Po odstredeni kultivaéného bujénu pri skoro neutrsdlnom pH je
V&ES1 podiel pseudomonovej kyseliny A v supernatante a mdzZe byt
odobraty extrakciou zo supernatantu, prednostne pri pH 4,5.
Prednostne je extrakcia antibiotika uskutoénen& chlorovanym
alifatickym uhlovodikom, najvyhodnejsie metylénchloridom.

Primirna purifikécia pseudomonove j kyseliny A v
metylénchloridovom extrakte sa mdZe uskutodnit za pouZitia
distribi¢nej separdcie. MoZné pigmenty a kvapalné neCistoty
surového produktu méZu byt oddelené distribGciou medzi 10 &
vody obsahujicej zmes voda-alkohol a alifaticky uhlovodik, ako
je n-hexan alebo n-heptdn. V&&5i podiel nepolarnych inaktivnych
ne¢istét 1lipidového typu IJe prevedeny do n-hex&novesj alebo
n-hepténovej f&ze. ZvySenim obsahu vody vodno-metanolovej faze
na 25 % a jej extrakciou za pouzZitia aromatického uhlovodiku,
prednostne za pouZitia toluénu, mé2u byt viacej pol&rne
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neaktivne necistoty eliminované zo surového produktu.
®

ZvySenim obsahu vody vo vodno-metanolovej f&zi na 50 % a
jej extrakciou rozpisStadlom nemieSateXnym s vodou, prednostne
metylénchloridom, etylacetéaton, metylizobutylketénom,
n-butylaceti&tom alebo izobutylacet&tom, a odparenim organického
rozpistadla, je ziskany surovy produkt obsahuijlici pseudomonovi
kyselinu A. Pseudomonovd Kkyselina A mdéZe byt oddelend od
da¥Sich zloZiek komplexu pseudomonovej kyseliny, vytvoreného
pocas biosyntézy krystalizé&ciou, prednostne za pouzitia
rozpisStadlovej zmesi metylizobutylketén-n-heptén.

v inom uskutoéneni predloZeného vyndlezu sa mbzZe
uskutodnit extrakcia celého bujénu za pritomnosti buniek
mikroorganizmu pri pH 4,5 chlorovanym alifatickym uhlovodikom,
prednostne metylénchloridom. Komplex pseudomonovej kyseliny je
extrahovany 2z metylénchloridového extraktu 2 % roztokom
hydrogénuhli&itanu sodného a komplex pseudomonovej kyseliny je
ziskany v kyselej forme z vodnej faze, prednostne pri pH 4,5,
metylénchloridom.

Dalej sa tieZz zistilo, Ze po oOKyseleni méizZe byt
pseudomonovd kyselina A, rozpustend v bujéne a viazan& na bunky
biomasy, extrahované G¢inne a selektivne za pouzitia
izobutylacetdtu pre extrakciu. Rovnako bolo =zistené, Ze po
extrakcii kultivad&ného bujénu méZe byt pseudomonovd kyselina

ziskané b4 izobutylacetitového extraktu vyhodneijsie
hydrogénuhlic¢itanom amonnym, hydroxidom amonnym alebo
hydroxidom alkalického kovu. Preferovanym hydroxidom

alkalického kovu je hydroxid sodny. Po okyseleni uvedenych
extraktov a ich extrahovani izobutylacetitom, méZe byt ziskany
koncentrovany extrakt organického rozpastadla, z ktorého sa da
pripravit krysStalicky surovy produkt odparenim. Po
rekrysStaliz&cii 2z 1izobutylacet&tu, acetonitrilu alebo zmesi
voda-acetonitril mdéZe byt pseudomonovd kyselina A ziskand v
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medicindlnej kvalite.

PodTa vyhodného uskutonenia predloZeného vyndlezu je
extrakcia antibiotika z celého bujénu uskuto&nen§
izobutylacetéatom, prednostne pri pPH okolo 4,5. Aby sa
eliminoval vznik emulzie, mézZe sa pouzZit deemulgéitor,
prednostne Armogad D5397 (AKZO Chemicals Ltd., Lancashire,
Velk& Brité&nia). Prednostne obsahuje deemulgator asi 0,1 % v 10
% obj. roztoku izobutylacetdtu. 2 izobutylacetdtového extraktu
.Separovaného na separdtoru typu Westfalia je komplex
pseudomonovej kyseliny odobraty vodnym roztokom hydroxidu
sodného, a surovy produkt ziskany po extrakcii pri kyselom pH
krystalizuje zo zmesi petroléteru (bod varu v rozpidti 60° - 95°
C) a izobutylacet&tu. Ziskany produkt je rekrystalizovany,
prednostne z acetonitrilu; postupne je vodn§ roztok uchovivany
ako zvysSok, potom znovuziskany po filtré&cii.

Na pouZitie ako vychodzieho materi&lu pre postup podra
predlozeného vyndlezu je vhodny akykoYvek kultivad&ny bujén
kmefia mikroorganizmov rodu baktérii Pseudomonas, schopnych
biosyntetizovat pseudomonovi kyselinu A.

Na kyselé spracovanie buniek mikroorganizmov méZu byt
pouZité minerdlne kyseliny, ako je kyselina chlorovodikovs,
kyselina sirovd a kyselina fosforedn&, a organické kyseliny,
ako je kyselina octovd a kyselina oxalovd. Oxalova kyselina
a kyselina sirovd sG pre dany G&el najmi vyhodné.

Na konci fermentacie je stanoveny presny obsah
pseudomonovej kyseliny A a pribuznych zlG&enin vysokotlékou
kvapalinovou chromatografiou. Kultivaény bujén je zriedeny na
dvojndsobok etanolom, je aplikovany ultrazvuk, odstredeny, a
supernatan je pouZity pre analyzu. Pseudomonovd kyselina A a
pribuzné zlG&eniny pripravené pouZitim postupu podIla
predloZeného vyn&lezu bkoli definované nasledujicimi dobami
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retencie : pseudomonovd kyselina A wvzorca (I) 8,34 mnin;
pseudomonovd Kkyselina B vzorca (II) 6,83 min; pseudomonové
kyselina C vzorca (III) 16,8 min; pseudomonovd kyselina D
vzorca (IV) 6,8 min; mensSia 2zloZka vzorca (V) 6,55 min; men$ia
zlozka vzorca (VI) 6,9 min [pristroj LKB 2248 CGerpadlo, LKB
2157 auto-vzorkovaé, LKB 2155 koléna, LKB 2141 UV detektor,
analyzy pri 222 nm, koléna : Nucleosil C__ 10 mikrometrov
(BST), eluens : zmes (35:65) acetonitrilu a vodného roztoku
0,1 M NaH_PO_ (pH = 4,2), prietokovad rychlost 1,0 ml/min].

StruktaGra izolovanej pseudomonovej kyseliny bola stanovené
metédami UV, IR, *H-NMR, **C-NMR a hmotovej Spektroskopie.
Pseudomonovd kyselina A, pripraven& pod¥a predloZeného
vyndlezu, bola identickd s polymorfnou formou I publikovanou v
medzindrodnom patente W092/10493.

Postup podIla predloZeného vynélezu je doloZeny
nasledujicimi prikladmi. AvSak, predloZeny vyndlez by tym nemal
byt obmedzeny.

Priklady uskutoénenia vynélezu

Priklad 1

Fodnota pH piatich 1litrov kultiva¢éného bujénu so 1200
ng/ml mupirocinu bola upravend za kontinudlneho mieSania na 4,5
prostrednictvom 20 % kyseliny sirovej (60 ml). Okyselen&
tekutina bola extrahovand 2,5 litra metylénchloridu. Potom boli
f4ze separované a ostra fé&za bola pripravend z emulgovanej
organickej fdze odstredenim. Podla predch&dzajliceho kroku bol
kultivaény bujén extrahovany dvakrat opat 1,25 1litra
metylénchloridu. Spojené metylénchloridové extrakty boli
premyté s 1,25 litra deionizovanej vody. Faze boli oddelené a,
pri teplote pod 20° C, bol extrahovany metylénchloridovy
extrakt najprv 0,5 1litra a potom 0,25 1litra 2 % roztoku
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hydrogénuhliéitanu sodného. Fé&ze boli oddelené a extrakty boli
spojené. Spojené extrakty boli ochladené pod 20° C a pH
extraktu bolo wupravené za kontinudlneho mieSania na 4,5 20 %
kyselinou sirovou. 2Ziskany kysely roztok bol extrahovany
jedenkrat s 0,38 litra a jedenkrat s 0,19 litra
metylénchloridu. Spojené metylénchloridové extrakty boli
premyté s 0,19 1litra deionizovanej vody, a potom bol
metylénchloridovy extrakt Cisteny pri izbovej teplote drevenym
uhlim (0,42 g). Po vylisteni bol metylénchloridovy extrakt
odpareny. ZvySok po odpareni (okolo 8 g) bol rozpusteny pri
izbovej teplote v 16 ml izobutylacet&tu. Za mieSania bol roztok
ochladeny na 0-5° C a mieSanie pokradovalo, dokial nebola
zah&jend krysStalizdcia. Potom kryStalizA&cia prebiehala pri
tejto teplote cez noc. VyzrdZany mupirocin bol odfiltrovany,
premyvanie bolo uskutodnené 2 x 4 ml studenym (pod 5° C)
izobutylacetdtom a 6 ml zmesi (2:1) izobutylacet&t-petroléter.
Potom boli tieto antibiotik4 premyté suspenziou v 2 x 25 ml
petroléteru (rozp&tie varu 60°-95° C) a suSené za vikua pri
50° C. Ziskany mupirocin bol rozpusteny pri 40°-45° C v 60 ml
izobutylacetdtu. Roztok bol ochladeny na izbovi teplotu a 60 ml
petroléteru (rozpdtie varu 60°-95° C) bolo zavadzané po
kvapkdch do roztoku. Potom prebiehala krystalizacia pri 0-5°
C cez noc. Vyzrazané kryStédle boli filtrované a premyvanie bolo
uskutoénené 2 X 4 ml studenej (pod 5° C) zmesi
izobutylacetét-petroléter (1:2). Potom bol produkt premyty jeho
suspendovanim v 3 x 20 ml petroléteru. Mupirocin bol suSeny vo
védkuu pri teplote 50° C do konitantnej hmotnosti. Tymto
spbésobom bolo ziskanych 3,3 g c&istého mupirocinu, Kktory ma
nasledujice charakteristiky :

Teplota topenia : 73° - 75° C
UV Spektrum (10 ug/ml, v 95 % roztoku etanolu) :‘Amax = 222 nn
E** __ = 303,6

IC Spektrum (MBr) : y OH 3483 a 3306, yC = O 1728 (COOCH_ ),
1720 (COOH) cm™>.
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*H-NMR $Spektrum (CDC1_, 5__ _ = 0,00 ppm) :

S (ppm) Priradenie Interakénd konstanta (Hz)
5.75 (1H)q 2-H “J, .. =11
4.08 (2H)t 9'—H2 ""‘JB_9 = 6.4
3.93-3.72 (4H)m 5,7,13-H;16-H,
3.55 (1H)ad 16-H, T rag.nap TLLeBE T, =26
3.48 (1H)dd 6-H 3J2 - =8.47; sJ6 - =3.2
2.82 (1H)td 10-H *J_ ., =6.3; *J__ . =2.3
2.74 (1H)dd 11-H *F__ .,=2.3; > __ =7.8
2.60 (1H)dd 4-H, =J4d_4_&=14.5; BJax_s 2.7
2.36-2.28 (3H)m 4-HA;2‘—H2
2.20 (3H)d 15-H, “J, .. =l.1
2.02-1.92 (1H)m 8-H
1.76-1.61 (6H)m 9—H273'—H2;8'—H2
1.43-1.33 (9H)m 12-H;4 -H_;5 -H_;

6"-H_;7 -H,

1.22 (3H)d 14-H 2J_ . .. =6.4
"0.94 (3H)d 17-H, *J__ ., =7-0
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*2C-NMR Spektrum (CDCl_ A roztok, 3z _ __ = 0,00 ppm) :

S(ppm) Priradenie 2 (ppm) Priradenie
177.8s C-1- 42.7t,4 C-9,C-12
166.9s C-1 39.44 Cc-8
156.0s c-3 33.9t,t C=-9,C=-2"
117.74 C=2 31.6t C-4"%*
74.94 C-5 28.9t C-5"%
71.44 C-13 28.8t C-6"*
70.44d c-7 28.5t Cc-8"*
69.0d C-6 25.9t c=-7"
65.3t C-16 24,6t Cc-3"
63.9t Cc-9- 20.8qg C-14
61.3d C-11 19.1qg C~-15
55.6d c-10 12.7g c-17

* zameniteIné priradenie
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Hmotové Spektrum

Charakteristické Spektrilne dita :

M/z RI (%) Priradenie

501 100 (M + H)™*

327 45 (M + H - HO/CHZ/SCOOH)+
309 16 (M/z 327 —HzO)"'
227 33 (C. H 0 )*

i2 19 a

Priklad 2

Hodnota pH piatich 1litrov kultivaéného bujénu so 1500
ug/ml mupirocinu bola upravend za kontinudlneho mieSania na 4,5
prostrednictvom 20 % Kkyseliny sirovej. Okyselend tekutina bola
extrahovand 2,5 1litra izobutylacetatu. Fdze boli separované a
ostr4a f&za bola pripravend 2z emulgovanej organickej féze
odstredenim. PodYa predch&dzajdceho kroku bol kultivaény bujén
extrahovany opédt 1,25 litru izobutylacetéatu. Spojené
izobutylaceté&tové extrakty boli premyté s 1,25 litra
deionizovanej vody. Faze boli oddelené a do izobutylacetdatového
extraktu bolo pridanych 0,5 1litra deionizovanej vody. pH
zmesnej f&ze bolo upravené na 8,0+0,2 5 % hydroxidom amonnym.
Féze_ boli oddelené a izobutylacetatovy extrakt bol opat
extrahovany s 0,5 1litru deionizovanej vody pri pH 8,0+0,2.
Spojené alkalické extrakty boli ochladené pod ' 20° C a pH
extraktu bolo upravené za kontinu&lneho mieSania na 4,5 20 %
kyselinou sirovou. Ziskany kysely roztok bol extrahovany
jedenkrat s 0,5 litra a potom jedenkrit s 0,25 1litra
izobutylacetétu. Spojené izobutylacet&tové extrakty boli



premyté S 0,25 litra deionizovanej vody, potom bol
izohutylacet&tovy extrakt &isteny pri izbovej teplote drevenym
uhlim (0,52 g). Po vycisteni bol izobutylacetdtovy extrakt
koncentrovany vo vdkuu na findlny objem 13 ml. Potom
kryStaliz&cia a rekrystalizicia mupirocinu prebiehala ako
v priklade 1. Tymto spdsobom bolo ziskanych 3,75 g mupirocinu,
ktory ma rovnaké fyzik&lne vlastnosti, ako je popisané
v priklade 1.

‘Priklad 3

80 litrov kultivadného bujénu s koncentriciou mupirocinu
1000 nug/ml bolo odstredené na super odstredivke typu F-100
(vyrobca : Budapesti Vegyipari Gépgyar), potom bolo pH
supernatantu upravené na 4,5 prostrednictvom kyseliny oxalovej
(okolo 0,69 litru). Okyseleny roztok bol extrahovany dvakrat 24
litrami metylénchloridu, a spojené extrakty boli odparené vo
vadkuu. Olejovy zvySok (asi 0,14 kg) bol rozpusteny v 0,56 litra
metanolu obsahujliceho 10 $ vody a potom bol roztok extrahovany
dvakrat 0,56 litra n-hexdnu. Metanolovy roztok bol zriedeny
deionizovanou vodou na obsah 25 % vody a roztok bol extrahovany
dvakrat 0,56 litra toluénu. Nasledovne bol metanolovy roztok
zriedeny deionizovanou vodou na obsah vody 50 $ a roztok bol
extrahovany raz 0,56 litra metylénchloridu, potom raz 0,28
litra metalénchloridu. Spojené metylénchloridové extrakty boli
odparené vo vdkuu. Po odpareni ziskany zvysSok (asi 0,11 kg) bol
spracovany podla postupu v priklade 1, =za =ziskania 44 g
mupirocinu, ktory m& rovnaké fyzik&lne vlastnosti, ako v
priklade 1.

Priklad 4
Hodnota pH 160 1litrov kultivaé&ného bujénu obsahujaceho

mupirocin v koncentracii 1200 aug/ml bola upraveni za
kontinudlneho mieSenia na 4,5 + 0,2 prostrednictvom 20 %



T
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kyseliny sirovej (asi 2,7 litru). Potom bola okyselenid tekutina
extrahovand 80 litrami izobutylacet&tu. Po 30 minGtach mieSania
bol pridany 0,1 % deemulgdtor (1 g Armogard D5397/liter bujénu
v roztoku izobutylacet&tu). F&ze boli separované separitorom
typu Westfalia SAl-01-175 (Westfalia Separator A.G., Oelde,
Nemecko). Kultivaény bujén bol opat extrahovany 40 litrami
izobutylacetdtu a separovany podra predchadzajiacich krokov.
Izobutylacetatové extrakty boli premyté 40 litrami
deionizovanej vody. Premyty izobutylacetdtovy extrakt bol
zmieSany s 20 1litrami deionizovanej vody, a potom bolo
pridanych do zmesi 400 ml roztoku 10 % hmotn. roztoku siranu
horecnatého ako deemulgdtoru. Nasledovne bolo pH vodnej zmesi
izobutylacetdtu upravené hydroxidom sodnym na 8,0 + 0,2. Po 20
minitach mieSania boli fdze oddelené a izobutylacetétovy
extrakt bol op&t extrahovany pri pH 8,0 + 0,2. Spojeny vodny
alkalicky roztok bol extrahovany 12 litrami izobutylacetatu za
pritomnosti 800 ml 10 % hmotn. siranu hore¢natého. Po oddeleni
f4z bolo do vodnej faze pridanych 8 1litrov izobutylacetétu,
potom bolo pH vodnej izobutylacet&tovej zmesi upravené na 4,5
+ 0,2 20 % roztokom kyseliny sirovej. Po 20 minGtach mieSania
boli f&ze separované a okyseleny roztok bol opdt extrahovany,
ako bolo popisané vysSSie. Spojené izobutylacet&tové extrakty
boli premyté 5 litrami deionizovanej vody za pritomnosti 100 ml
10 % hmotn. roztoku siranu sodného. F&ze boli oddelené
a izobutylacet&tovy extrakt bol odpareny vo v&kuu na fin&lny
objem 1,1 1litra. Izobutylacetdtovy koncentrdt bol zmieSany so
110 ml petroléteru (rozp&tie varu 60° - 95° C), a kryStalizécia
prebiehala pri 0-5° C po 24 hodin. Vyzr&Zané kryStédle boli
odfiltrované a premyté chladnym (pod 5° C) izobutylacet&tom.
Potom bol vlihky surovy produkt suspendovany Vv 600 ml
petroléteru, filtrovany a suSeny vo vakuu pri 40° C. Ziskany
mupirocin bol rozpusteny v 550 ml acetonitrilu pri 40° - 50° C,
a Cisteny pri predchadzajlicej teplote s drevenym uhlim (5,5 g).
Po vyd&isteni bol roztok ochladeny na izbovi teplotu, potom
udrZiavany pri 0° - 5° C po 24 hodin. Vyzré&Zany mupirocin bol



odfiltrovany, potom bolo uskutoinené premyvanie 50 ml chladného
(pod 5° C) acetonitrilu. V1hké kryitdle boli suspendované
Vv 200 ml deionizovanej vody, potom bolo do suspenzie pridané
dalSie mnoZstvo 200 ml deionizovanej vody. Potom prebiehala
krystalizacia pri 0°-5° C po 24 hodin. Kryst&le Dboli
odfiltrované, potom bolo uskutoénené premyvanie 2 x 50 ml
deionizovanej vody. Produkt bol suSeny pod vdkuom pri 40° C po
72 hodin. Tymto spdésobom bolo ziskanych 80,6 g mupirocinu,
ktory m& rovnaké fyzikdlne vlastnosti ako v priklade 1.

Aj ked tu boli popisané niektoré vyhodné uskutodnenia
vyndlezu, je odbornikovi znalému stavu techniky zrejmé&, Ze mé3u
byt uskutodénené rdézne obmeny a variédcie popisaného
uskuto&nenia, aniZ, Ze by bol opusteny duch a rozsah vynilezu.
Preto sa predpokladd, Ze vyndlez Jje obmedzeny iba rozsahom
danym  pripojenymi n&rokami a aplikovatelnymi pravnynmi
pravidlami.
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PATENTOVE NAROKY

1. Spdésob izoldcie antibiotickej pseudomonovej Kkyseliny A
vzorca (I)

OH
! 1 _O(CH.%CO,H

HO ' 3

N <N
I ¢ (1)

" " 15

9w

vyznacujGci sa tym, Ze zahfiia kroky :

extrakciu pseudomonovej kyseliny A z kultiry druhov rodu
baktérii Pseudomonas, produkujGcich pseudomonovid kyselinu A,
pri kyselom pH, pouZitim chlorovaného alifatického uhlovodiku
alebo izobutylacetdtu tak, 2e sa ziska extrakt obsahujaci
pseudomonovi Kyselinu A; a

purifikdciu pseudomonoveij kyseliny A z uvedeného extraktu.
2. Spbsob podla né&roku 1 vyznacujGci sa tym, Ze
purifikacény krok zahfia rozdelenie extraktu medzi
vodno-alkoholovi fd&zu a organicka f&azu obsahujlcu aspoii jedno

organické rozpGstadlo; a odparenie organického rozpistadla.

3. Sposob podla né&roku 2 vyznacujlici sa tym, Ze uvedenym
alkoholom je metanol.

4. Spbsob podla né&roku 3 vyznacdujiGci sa tym, Ze extrakt sa
rozdeli medzi roztok 10 % vody - metanolu a alifaticky
uhlovodik.
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5. Spdsob podla ndroku 4 vyznacujGci sa tym, Ze alifaticky
uhlovodik je hex&n alebo heptéan.

6. Spdsob podra n&roku 5 vyznacujlici sa tym, Ze alifaticky
uhlovodik je n - hexan.

7. Spdsob podla n&roku 3 vyznacujlGci sa tym, Ze extrakt sa
rozdeli medzi roztok 25 % vody - metanolu a aromaticky
uhlovodik.

8. Spdsob podla ni&roku 7 vyznacujlci sa tym, Ze aromaticky
uhlovodik je toluén. '

9. Spdsob podra néroku 3 vyznadujici sa tym, Ze extrakt sa
rozdeli medzi roztok 50 % vody - metanolu a rozpasStadlo je
nemieSateIné s vodou.

10. Spdsob podra niaroku 9 vyznadujici sa tym, 2Ze
rozpistadlo nemieSate¥né s vodou e vybraté zo skupiny
pozostévajice] z metylénchloridu, etylacetéatu,
metylizobutylketénu, n- butylacetdtu a izobutylacetatu.

11. Spdésob podla nidroku 1 vyznadujtci sa tym, Ze krok
purifikédcie zahfila ziskanie pseudomonovej kyseliny A z extraktu
vodnym  roztokom hydrogénuhli¢itanu  amonného, hydroxidu
alkalického kovu alebo hydroxidu amonného tak, Ze sa vytvori
alkalicky roztok; okyselenie alkalického roztoku, takZe sa
vytvori Kkyselinovy roztok; a extrakciu kyselého roztoku
izobutylacet&tom.

12. Spdsob podIa n&roku 11 wvyznaCujiGci sa tym, :Ze
pseudomonovd kyselina A sa ziska 2z extraktu vodnym roztokom
hydroxidu sodného.
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13. Spdsob podIa néaroku 11 vyznacdujici sa tym, :Ze
pseudomonovd kyselina A sa ziska 2z extraktu vodnym roztokom
hydroxidu amonného.

14. Spdésob podla naroku 11 vyznadujiGci sa tym, 2Ze
pseudomonovd kyselina sa ziska 2z extraktu vodnym roztokom

hydrogénuhlic¢itanu amonného.

15. Spdsob podla ndroku 1 vyznadujlGci sa tym, Ze dale]
zahfia krok odparenia a kryStaliz&cie purifikovanej
pseudomonovej kyseliny A.

16. Spdsob podrXa n&roku 15 vyznacuijlici sa tym, Ze surova
pseudomonovd Kkyselina A KkryStalizuje z izobutylacetdtu alebo
zmesi izobutylacet&t-petroléteru.

17. Spdsob podla nédroku 15 vyznadujlci sa tym, Ze surova
pseudomonovd kyselina A krysStalizuje z acetonitrilu, vody alebo
zmesi acetonitrilu a vody.
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