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~ (54) Zpisob p¥ipravy monensinu A

Vynélez se tykd zplsobu p¥ipravy monensinu A fermentaci kmene Streptomyces cinnamo-
nensie sp. 179.

P¥i v¥rob& monensinu (kokcidiostatického antibiotika A3823) podle US patentu &.
3 501 568 fermentaoci kmene Streptomyces cinnamonensis ATCC 15413 vzniké komplex 4 monen-
einovych antibiotik A, B, C, D, které se 1i3i svoji blologickou aktivitou. '

Zplisobem monensinu podle vyndlezu bylo zménami ve sloZen{ fermentadni pldy dosaZeno

regulace tvorby jednotlivyeh sloZek komplexu tak, %e vznikd v pFevdiné mi¥e pouze monen-
sin A. '

PFedmétem vyndlezu je tedy zpdsob p¥ipravy monensinu A, jehoZ podstatou je, Ze se
kultivuje mutantni kmen Streptomyces cinnamonensis 179, uloZeny ve Sbirce mikroorganismd
University J. E. Purkynd v Brnd pod &, CCM 3504, v submersn{ kultufe p#i 25 °C a% 42 °C
3 a% 6 dn{ v kapalném Zivném prost¥edi, které obsshuje v hmotnostni koncentraci

glukosu laz6%
sojovou mouku : laz2%
siran Zelezity 0,02 a% 0,2 %
vhliditan vépenaty 0,3 %

ohlorid sodny 0,3 %
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valin 0,1 a% 1,5 % nebo
butyrdt sodny - 0,05 a% 0,2 %

nade? se vysledny produkt isoluje znémju aplsobem.

Vyhoda tohoto postupu ve srovnéni se zplsobem p¥ipravy monensinu A na pid$ se so-
Jovym olejem qu&ivé v kratdf dobé fermentace (140 h proti 270 h) a jednodufsi isolaci
konedného produktu (pidy neobsahuji olej).

Dédle jsou uvedeny p¥iklady zpisobu p¥ipravy podle vynélezu.

P¥{iklad 1

P¥{prava monensinu A submersni fermentaci na Zivné pidd s valinem.

Spory mutantnfho produkénfho kmene Streptomyces oinnamonensis 179 se naodkuji na
Bikmy Zivny agar ndsledujiofho slofeni v hmotnostni koncentraoi

kvesiény extrakt 0,4 %
sladinovy extrakt , 1,0%
glukosa 0,4 %
oxoid ager 3,0 %
voda dest. dol1l1
pH 753

Zaodkovand pida se kultivuje p¥i 28 °C 1D dni. Spory se smyJ{ 10 ml sterilni
dest. vody a 1 ml ziskané suspenze se odkuje 50 ml inokuladni pidy v 500 ml varnyoh
baiikdoh .

Inokuladni pida mé ndsledujicf slofeni v hmotnostn{ koncentraci

sojovﬁ mouka 1,5 %

glukosa 2,5 % -
CaCo,4 0,3 %

NaCl 0,3 %

Fen(80,)4 0,03 %

voda dol1l

pH 6,4

Pida pFed odkovénim se sterilisuje p¥i 120 °C a tlaku 100 kP po dobu 35 min.
Zao¥kované inokuladn{ bafiky se kultivuji 20 a¥ 24 hodin p¥#i 38 °C.na rotadni t¥e-
padce o frekvenocl 168 kyvi za min.

Produkdni baitky se ofkujf 2 % obj. inokulas Produkdni pdda mé ndsledujfof slo-

feni v hmotnostni koncentraci

sojovéd mouka 1,5 %
glukosa 5,0 %
valin : ' 1,0%

CaC0, 0,3 %
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NaCl 093 %
102(304)3 . 0,03 %
pH : 6,4

Nao&kovand produk&ni'paga v 500 ml varnych bafikdch se kultivuje p¥i 38 90, 120 ho-

din na vySe popsané rotadni t¥epadce.

" Po skondeni fermentace se upravi pH fermentadni tekutiny 10 % roztokem sody na hod-
notu 8~9 a smds se zfiltruje. Filirdt se extrahuje 3x chloroformem a spojené extrakty
ge odpa¥{ za vakua. Piltradn{i koli¥ se extrahuje 4x methanolem, filtrdty se spoji, za
sniﬁeného tlaku se 6ddestiluJe rozpoudtddlo a odparek se dosud{. Odparky ziskané z f£il-
trdtu i koldSe se rozpust{ ve 100 ml methanolu, roztok se smis{ se 100 ml 10 % hmot.
vodného roztoku ohloridu'sodnéhb a smés se extreshuje 3x vZdy 100 ml petroletheru. Petro-
letherové extrakty se spoj{ a prot¥epoin 3x se 100 ml smdsi methanolu a 10 % hmot. roz-
tokem ohloridu sodného v objemovém pomdru 4sl. Vodnd-methanolické viyfepky se spoji
a smisf & 10 % hmot. roztokem NaCl, tak¥e vyslednd smds obsahuje 40 obJémovych % 1oz~
Soku NaCl. Tato smés se extrahuje 3x chloroformem, chloroformovy extrakt se odpai{ a do-
sud{ ga vakua. Ziskany odparek - 391 mg - obsahoval 46 % hmot. monensinového komplexu.
Podle ohromatografioké analysy je v tomto komplexu zastoupen 95 % monensin A.

P¥{klad 2
P¥#{prava monensinu A submersni fermentac{ na ¥ivné pids s butyrdtem sodnym

P¥{prava gporové kultury e inokula se provédd{ jako v p#fkladu 1. Produkéni pida

mé sloZen{ v hmotnostni koncentraci

sojovd mouka ) 1,5 %
glukosa 5,0 %
butyrdt sodny 0,2 %
CaCOB " 0,3 %
NaCl ) 0,3 %
Pey(30,); 0,03 %
pH : 6,4

Izolace se provede rovn¥Z stejnym zplsobem jako v pFikladu 1. Monensinovy komplex
obsahuje 80 % monensinu A.

Celkovy obsah monensind v submersnich kulturdch je stanovovén spektrofotometricky
taktos 4 ml submersni kultury se extrahuji 8 ml smdsi hexan-ohloroform (4:1), 1 ml zi-
skaného extraktu se zFedf 5x butanolem a pfidaji se 2 ml vanilinového 3inidla (3 % va-
nilin v 1,5 % etanoliocké kyselind sirové). Smés se zah%ivd 5 min. na vrouci vodni 14z~
ni a po ochlazeni se ihned zm&¥i abaofbanoe p¥i 526 nm. MnoZstvi monensinu se odedte
Z kalibraéni kiivky.

Jednotlivé faktory monensinového komplexu a jejich vzédjemny pomér jsou urdovény

_ohromatografif na tenké vrstvé silikagelu (na deskdch Silufol - Kavalier) v systému :
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hep tan-ethylacetét-metanol (514:1 V/V/V). Detekce se provédd{ post¥ikem chromatogramu 3 %
roztokem vanilinu v 1,5 % etanilické kyselind sirové a néslednym zdhievem desky na 110 %¢.
Submersni kultura po skondeni fermentace se extrahuje sm8s{ hexan-chloroform (4:1) a ex=-
trakt se odpa¥i do sucha. Odparek se rozpusti v malém mnoZstvi chloroformu a pouZfije pro

nanédsen{ na ohromatogram.

Odparky ziskané zplsobem popsanym v piikladu 1 lze pouZit p#imo pro p¥ipravu monen-
sinového premixu Kk vyrobd medikovanyoh krmiv pro vykrm ve velkochovech. V p¥ipad& pot¥e-
by lze ziskat &lsty monensin A. Odparek se rozpust{ a odbarvi aktivnim uhlim a filtrét
se déle isti chromatografif na sloupci silikagelu zndmym postupem. K eluci se pouZije
postupn® chloroform a jeho sm¥s s methanolem. Na zdkladd vysledkd TLC se spoji frakoce
obsahuj;ci ¥4dany faktor a z odparku se krystalisaci ze sm$si n-hexan-chloroform ziské
&isty produkt. | »

PREDMET VYNALEZU

Zpisob p¥ipravy monensinu A, vyznadeny tim, Ze se kultivuje mutantni kmen Strepto-
myoes oinnamonensis 179 CCM 3504, v submersni kultuie p¥l 25 °¢ a% 42 °C 3 a% 6 dnf v ka-

palném Zivném prost¥edi, které obsahuje v hmotnostni koncentraci

glukosu . lLaZ 6%

sojovou mouku laf 2%

siran Zelezity 0,02 a% 0,2 %
uhliditan vdpenaty 0,3 %

chlorid sodny 4 0,3 %

valin 0,1 a% 1,5 % nebo
butyrdt sodny 0,05 a% 0,2 %

nade? se vysledny produkt isoluje znémym zpdsobem.

Vytiskly Moravské tiskafské zavody, . Cemna: 240 Kis
provoz 12, Leninova 21, Olomouc '
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