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Vynédlez Tedi zplusob izolace antibioti-
ka tylosinu z vyfermentované pudy po skon-
deni kultivace produkdéniho kmene Strepto-
myces fradiase. Zplisob podle vyndlezu sse
vyznaduje tim, Ze se vyfermentovana pida
upravi piridénim kationaktivniho detergen-
tu, s vyhodou dimethylbenzyldodecinium-
bromidu (Ajatinu) v koncentraci 0,03 %
obj., vztaZeno na 100 % obj. vyfermentova-
né pudy, ddle se prida formadehyd v konce-
ntraci 0,3 % obj. a siran hlinity v kon-
centraci 1,5 % hmot.obj. Potom se odd&li
pevna Cast a filtrdt se extrahuje semipo-
larnim organickjm rozpoustédlem, s vyho-

© dou butylacetatem, z kterého se tylosin

{ vysrazi jako sul acetonovym roztokem ky-

, seliny, s vyhodou 1 % roztokem kyseliny

§ vinné, a tento tylogin-tartarat se preve-
de na tylosin-bazi o Wdinnosti 990 m.J.
na 1 mg. ' ®
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Vyndlez ¥Ye3{ zplsob izolace antibiotika tylosinu z vy-
fermentované pldy po skonleni kultivace produkdniho kmene
Streptomyces fradiae. |

Tylosin je makrolidové antibiotikum sumérnfho vzorce
045H77N017, 8labd bézického charakieru. Je mdlo rozpustny ve
vodeé, dob¥e v poldrnich a semipoldrnich organickjych rozpousl-
tédlech, nerozpustny v nepolérnich rozpoudtédlech jako je hexan
nebo petrolether. Jeho vodné roztoky jsou stdlé p¥i pE v rozme-
z{ hodnot 5,5 a¥ 8,0. Kyselou hydrolyzou p¥echdz{ na tzv. des—
mykosin, coZ je ldtka biologicky podobn& aktivn{ jako tylosin,
Tylosin tvo¥{ s kyselinami dob¥e krystalizujfc{ sole, rozpust-
né ve vodé i v poldrnich organickfch rozpoustddlech.

Tylosin je antibiotikum U¥inné predeviim proti grampozi-
tivnim bakteriim a mykoplazmézémA/Ose E.E.z JeAm,Vetsdoe 137,
421-423, 1960/. Samotnf tylosin se vyu%ivé zejména p¥i 16813
dysentérif a pneumonif hospodd¥skfch zvi¥at /Curtins R.A.:
Can.Vet.J. 3, 285-288, 1962; Doornebal H.: Can.J.Comp.Med.Sci
29, 179-182, 1965; Schovének V.: Veterind¥stvi 25, 505-507,
1975/. 8iroce jsou vyu¥fvédny i jeho kombinace, jako nap¥. se
sulfonamidy /Ose E.Ee: Vet.Med.Small Anim.Clin. 68, 539-543,
1973; Reichel P.: Biol.Chem.V§%.zvi¥at 10, 343-350, 1974/,
furazolidinem /US 3,690,869/, colistinem /Ger.offen 2,327,392/,
jakoZ 1 s inertnimi pF{isadami, nap¥. s{ranem sodnym
/Us 3,923,993/, polyoxyethylenestery /Brit. 1,219,785/ nebo
s modovinou /Ger.offen 1,812,471/. Na p¥{iprevu léiebnych p¥{-
pravkl se té% pou%{vajfl sole tylosinu jako tartardt, chlorid,
fosfdt nebo siran /Bruszewski W.: Now.Wet. 6, 349-352, 1972/,
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YV kruonjch smésich se zase vyuZivéd technicky tylosin, pF¥ipra-
veny sprayovénim fermentadni phdy /Dvo¥ék Je, Strakovd J.,
Sevéik Be: Biol.Chem.Vet. 18, 77-88, 1982/

Doposud se tylosin izoloval z fermentadni pady tak, Ze
se odfiltrovalo mycelium, filtrdt se exirahoval chloroformem
a po oddestilovéni chloroformu za snifeného tlaku se z olejo-
vitého zbytku vysrdel n-hexenem tylosin /US 3,178,341/, Tak-
to pripraveny tylosin bylo nutno p¥ed dal¥im pouZitim pFe-
istit rekbystalizaci z vody, a nebo piipravit z ného tarta-
rét a z néj potom Sistou bédzi tylosinu /Hamill R.L.: Antib.
and Chemother. 11, 328-334, 1961/,

Prepardt tylosin o obsahu 40 % U¥inné létky je moZno p¥i-
pravit vysolenim tylosinu z filtratu fermentaéni phdy, uprave-
né p¥idavkem 2 aZ 5 % siranu zinednatého, a nebo extrakei ty-
losinu alkoholy z vysprayované fermentadni pldy, nap¥e 90%
propanolem /AD &. 197 600/. Tylosin podobné &istoty je moZno
té% ziskat azeotropickfm oddestilovénim vody nap¥s s n-hexyle
alkoholem /Ger.offen 2,054,085/

Bylo zjisténe, Z%e tylosin ve formé tartardtu je moZno
ziskat ve vysoké Eistoté a vytéZku z vyfermentovené Zivné pl-
dy po ukondeni kultivace produkéniho kmene Streptomyces
fradiase, zplsobem podle vyndlezu, jeho# podstata spodivéd
v tom, %e se vyfermentovanéd pfida upravi p¥idénim kationaktiv-
niho detergentu v koncentraci 0,01 az 0,5 % obje., vzta¥eno na
100 % vyfermentovené pfdy, s vyhodou dimethylbenzyldodecinium~
promidu /Ajatinu/ v koncentraci 0,03 % obj., formaldehydu
v koncentraci 0,1 a% 0,5 % obj., s vyhodou 0,3 % obj., siramu
nlinitého v koncentraci 0,5 a% 3,0 % hmot. obj., s vyhodou
1,5 % hmot. obj., nade? se odd38ll pevna ddst a filtrdt se ex-
trahuje semipoldrnim organickym rozpou¥*tédlem, s vyhodou bu-
tylacetdtem, z kterého se tylosin vysrési jako stl acetonovym
roztokem kyseliny, s vyhcdou 1% roztokem kyseliny vinné, & pYe-
vede se ddle na bdzi tylosinu.

Pro upravu vyfermentované pldy je moZno pou?it jako ka=-
tionaktivniho detergentu /kroms ji¥% uvidsného Ajatinu/ i tri-
methyldodecyl«hexadecylamoniumchloridu /Tetrasalu/, cetyltri-
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me thylamoniumchloridu nebo cetylpyridiniumbromidu. ﬁprava fer-
mentadni pldy se provddl p¥i teploté 20 aZ 70 °¢, Misto siranu
hlinitého j& mo¥no pou¥{t i sfran hlinitodraselny. Z upravené
fermentadn{ pidy se oddélf mycelium gpole¥né s vysrdfenymi ba-
lastnimi l4tkami filtrac{ nebo odst¥eddnims Filtrdt, ktery jJe
takto mo¥no ziskat a% v 90% vytéiku, se extrahuje ve vod& ne-
rozpustnym rozpouitédlem, kromd butylacetdtu je moZno pouZit
i propylacetdt, ethylacetdt nebo methylisobutylketon. Extraho-
vany filtrdt m4 pH v rozmez{ hodnot 7,5 aZ 9,5. Vyextrahovany
tylosin se srd¥{ z filtrdtu vhodnou anorganickou ¢i organickou
kyselinou, rozpustnou v polérnim ¥i semipolérnim organickém
roZpouétédle.HE%roxi dosud pouiivanym zpisoblm vyroby tylosi-
nu se zpusobem podle vyndlezu ziskd p¥imo &isty tylosin-tarta-
rét, ktery 1lze vyu’{it bud p¥f{mo k p¥ipravé 1lé&ivych p¥ipravki,
nebo se zndmymi postupy prevede pFipraveny tylosin-tartardt na
tylosin-bdzi. Kromé vySe uvedené vyhody p¥ind8i zplsob podle
vyhélezu i Yadu technologickych vyhod. Tsinkem kationaktivni-
ho detergentu se sni¥uje viskozita fermentalni pldy, SimZ se
zlepSuje jeji transportovatelnost. Formaldehyd zvySuje stabili-
tu fermentadn{ ptdy, co% md vyznam zejména p¥i prlmyslové vyro-
b& tylosinu, kdy nenf vidy mo¥no najednou zpracovat viechnu vy-
fermentovanou pGdu. Siran hlinity sré%{ bvalastn{ 1lédtky b{lko-
vinné povahy, &{m¥ se zlepSuje filtrovatelnost fermenta&ni ph-
dy a zvyduje se vytéZek a Gistota ziskaného tylesinu. PouZitim
butylacetdtu misto chloroformu se zvysSuje selektivita extrakce,
ziskany extrakt neni nutno zahudtovat zs sni¥eného tlaku, ale
je moZno ho p¥imo sréd¥et vhodnou kyselinou a po odfiltrovéni
soli tylosinu je moZno regenerovat organické rozpoudtédlo b&Z-
nfmi zptsobye

Wisledujfci p¥iklad provedeni zplsob podle vynédlezu pouze
doklddd, ale nijak neomezujes

Do 4 000 ml fermentadni pldy o U¥innosti 2 890 m.j. na
1 ml pldy se p¥idejf 4 ml trimethyldodecylfhexadecylamoniume—
chloridu /Tetrasalu/ a smés se 2 hod michd. Pak se pridd 12 ml
384 formaldehydu, nichéd se dalSfch 30 minut a pak se do smeési
pomalu p¥ilévé 40 g oktadekahydrétu siremu hlinitého - A12/504/3
« 18 HZO’ rozpudténéno ve 100 ml vody, smés se michd dalsd
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1 hoﬂnkz takto upravené fermentalni pldy se ziskd odst¥eddnim
3 650 ml filtrdtu, ke kterému se p¥idd 800 ml butylacetdtu a
za michén{ se upravi pH sm&€si na hodnotu 8,9 a% 9,0, Po 30 min
nfchéni se 0ddé€li organickd fdze a vodnd fdze se je’t& jednou
extrahuje 400 ml butylacetitu. Spojené butylacetdtové extrakty
se p¥idajf za michénf do 800 ml acetonu, ve kterém je rozpuité-
no 5 g kyseliny vinné. Vznikléd sm&€s se 2 hpd michd a vysrdZeny
tylosin~tartardt se odfiltruje, promyje 50 ml acetonu a vysusi
volné na vzduchu. Ziskd se 11 g &istého tylosin~-tartardtu
o Udinnosti 850 Meje na 1 mg substance, cof je 82% vyitsieks,
10 g tylosin—tértarétu se rozpust{ ve 100 ml vody, p¥idaji se
2 g aktivnfho uhl{ a 15 min se smés michd, Potom se aktivn{
uhl{ odfiltruje, promyje se na filtru 20 ml vody, kterd se pPi-
déd k filtrdtu a ten se zah¥eje na 45 °C. K zah¥dtému filtrdtu
se po kapkéch pfidévé 10% roztok hydroxidu sodného a% do hodno~-
ty pH 8,8. Po p¥iddnf roztoku hydroxidu sodného se ke smé&si
pFidd 15 g chloridu sodného, pFitem¥ sm&s intenzivn® michdme a
udr¥ujeme teplotu na 45 °C. Sm¥s po priddni chloridu je¥td
30 min michdme, potom odfiltrujeme vysrd¥eny tylosin a promyje-
me ho na filtru 30 ml teplé vodye Tylosin se vysu${ ve vakuové
suS4drnd p¥i teplotd max. 60 °¢. ziskd se 8,2 g béze tylosznu
o U%innosti 990 Meje na 1 mge
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Zpisob izolace antibiotika tylosinu z vyfermentované pfi-
dy po skondeni kultivace produkiniho kwene Streptomyces fra-
diae vyZnaéujici se tim, %e se vyfermemtovand plda upravi pFi-
dénim kationaktivnfho detergentu v koncetraci 0,01 a% 0,5 %
-objeTovztaéeno-na 100 # vyfermentované pidy, s vyhodou di-
methylbenzyldodeciniumbromidu v koncentraci Q&PZL% objepm%él-,
formalafhydu v koncentraci 0,1 a% 0,5 % objé{“ﬁLvyhodou\0,3 %,
'objé?ggiranu hlinitého v koncentraci 0,5 a% 3 % hmot?ﬂg%jf%ﬂgy‘*
8 vyhodou 1,5 % hmothobjse hase¥ se 0dds1f pevnd ¥dst a £iltrdt
se exirahuje semipoldrnim organickym rozpou¥tddlem, s vyhodou
 butylacetétem, z kterého se tylosin vysrd%{i jako sl acetono-
vym roztokem kyseliny, s vyhodou 1% roztokem kyseliny vinné, a
pFfevede se ddle na bdzi tylosiﬁu.
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