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(87) Makrotetrolidy obecného vzorce I kde Ry, R2, R3 a R4 jsou ' 0 0 0 .
methylové nebo ethylové skupiny, jsou pfirodnf pesticidy s R
insekticidnim, akaricidnim, kokcidiostatickym a CH (1)
anthelmintickym d¢inkem, produkované rfiznymi druhy 0 3 0 0
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vypracovin{ postupu vyroby, produkuje pfi submersni
kultivaci na ptidé se §krobem, lihovarskymi vypalky a sufe-
nymi kvasnicemi sm&s nonaktinu, monaktinu, dinaktinu a
tetranaktinu v pomé&ru 8 : 27 : 57 : 8. Pfi kultivaci na plid&
stejného sloZenf, ke které byl p¥iddn propionan sodny a
hydrogenfosfore€nan draselny, je produkovén dinaktin, tri-
naktin a tetranaktin v pom&ru 2 : 26 : 72. Chemickou isolacf
tohoto komplexu z mycelia produk&nich kultur byla ziskdna
smé&s trinaktinu a tetranaktinu v pomé&ru 1 : 3, obsahujici jen
stopové mnoZstv{ dinaktinu.
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pag



Vyndlez se tyké zpieobu vyroby mekrotetrolidovych
insekticidl trinsktinu & tetranaktinu biosyntetickou ces~
tou.

Ztréty, zplsobend Skodlivym hmyzem & roztoli pii
péstovdni & skladovéni zem&délskych plodin, predstavuj{
ka¥dorodnd a% 30 % svdtové produkce. déinné ochrena ros-
tlin proti 8kddcuim je tedy jednim z hlavnich faktorg,
uréujfcich vysi a kvalitu sklizng, a t{m 1 jednou 2z nej-
sndze dostupnych reserv v zeméddlstvi. Dlouhodobd apli-
kace syntetickych agrochemikd4lil mé vZek negativn{ eko-
logické ddsledky (nahromedéng nerozlofitelnych toxickych
ldtek v pld& nebo plodindch, vyvoj odolnych forem 5kid-
¢, uhynuti ne¥kodnych organismg, a pod/? & proto je vé&-
novéne zvyend pozorncst vyzkumu a v¥voji p¥irodnich in-
sekticidl, prededim produktd mikroorganismd, V minulych
letech byla objevena celd Yada mikrobnich metabolityd
s pesticidnimi W&inky, Jjen n¥kolik z nich v8ak m&lo vlast-
nosti vhodné prec praktlckou aplikaci (Misato a sp., Adv.
Appl. Microbiol. 21, 53*88 1977; Mistato, J. Pesticide
Sei. 7, 301;%05, 1982 Deshpande a8 sp., Enzyme Microb.
Technol. 10, 455*473, 198€). Mezi n¥ pat¥{ létky typu ma-
krotetrolidd (Dominguez a 8p., Helv. Chim. Acta 45 129xaz
#138, 1962; Beck a sp., Helv. Chlm. Acta 45, 620%630 1962
Kellur=50hlerleln 8 sp., Antlmlcrob. Agents Chemother.
1966 644%650 1967; Ando a sp., J, Antibiot. 24, 4183122,
1971) obecnéhc vzorce I .
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kde Ry R2, R3 a R4 Jsou methylové nebo ethylové skupiny:
R
Ry R, Ry R,
A i - CH
Ia Nonaktin CH3 CII3 3 CH3
-4 : CH ’ C
Ib Monaktin CH.3 {3 053 CH? H3
;c Dinaktin CHj CH3 .CHZCH3 CH20H3
i i :' CH_CH C CH
Id Trinsktin CH3 2“3 H20H3 CH2 3
Te Tetranaktin CH26H3 CHQCHJ CHZCH3 CHZCH3

Makrotetrolidy jsou aktivni proti hmyzu a roztodum
(Oishi a sp., J. Antlblot. 23, 103%106 1970, Anhdo a sp.,
J. Antibiot., 24, 347*352 1971; Sagawa & sp., J. Econ.En=-
tomol. 65, 372%375 1972) a majf také Ueinky kokcidiosta-
tické (Sakamoto a 8p., Deutsche Patentschrift DE 2802455
C2, 1978) a anthelmintické (Nippon Kayaku Co. Ltd., a
Chugai Pharm. Co., Ltd., Japan Koka1 Tokkyo Koho 8157,714,
1981). Jsou neékodné pro teplokrevné Elvoélchy (Oishi a sp.,.
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J. Antibiot. 23, 105%106, +9170; Segawa a sp., J. Econ.
Entomol. 65, 372*375 19/2) a pro rostliny (Hireno a Sp.,
J. Econ. Entomol. 66, 34)%352 1973) a snadno rozlo¥itel-
né pidni mlkvoflorou (Sasaki & sp., Appl. Environ. Micro=-
biol. 40, 264*268 1980). Jejich aktivita se zvyduje s pod~
tem ethylovych skupin v molekule; neju¥inndjsf je trlnak-
tin (vzorec Id) e tetranaktin (vzorec Ie).

Nonektin, monaktin, dinaktin a t{inaktin Jsou pro=-
dukovdny Yadou druhy streptomycet, napfﬁkggznymi kmeny
Streptomyces griseus, S. chrysomallus, S. flaveolus, S. tsu-
~ simaensis nebo S, werraensxs (Smith, X. Antibiot. 28, 1000
¥1003, 1975). Tetranaktln ve sm&si s dinaktinem & trinakti=-
nem byl isolovén pou e 2z kultur S, aureus (Ando a sp., J.
Antibiot. 24, 347*352 1971), kde%to S. roseochromogenes
tvori nonaktln,monaktxn, dincktin, trinaktin i tetranektin
v kvantitativnim pom&ru 22 ; 33 ¢ 3319 1 3 (Smith, J. An-
tibiot. 28, 1000321’003, 1975) . Komplex makrotetrolidy (t,(zv.
polynaktin), obsahujfct dinsktin, trinektin a tetranaktln

vV poméru 10 : 40 : 50 (Shichi a &ps , U.S. Pat, 4,843,092,

1989) Je vyréb&n japonskou firmoy Chugai Pharm. Co.,Ltd.,
fermentact s pouZitim §. aureus jako produké&niho mikroorga-
nismu a Usp¥dns aplikovédn v praxi bud samostatné nebo ve
sm&si s chomickymi pesticidy napf/fg?g velkoplodnou ochra=-
nu ¢ajovnikovych nebo pomerancovnzkovych plantd?1 (Sagawa
8 sp., Japan Kokeai Tokkyo Koho 7406656, 1974; Chugai Pharnm,
Co., Ltd., & Hokko Chem. Industry Cou, Ltd., Japan Kokai
'Tokkyo Koho 5846006, a 5846009 1983).

Patentove chréneny kmen S. gureus ani komeréni prepa-

rédt polynaktinu nejsou v CSFR dostupng, Tetranaktin g6




sice pripravit chemickou syntézou (Schmidt_ﬁ Werner,
J. Chem. Soc. Chem. Commun,-1986 /13/, 996;597), tento
postup je v3ak velmi pracny a nédkladny a ddv4 Jen malé
vyt&%ky po¥adované ldtky. Uvedenéd nevyhody byly odstra-
nény vypracovanim nového postupu podle vyndlezu, JjehoZ
podstatou je, %e k submersni kulture mikroorganismu Strep-
tomyces griseus se na zadétku kultivace pridé propionan
sodny & hydrogenfosforetnan draselny & po 96 hodindch
fermentace se izoluje hotovy produkt. P¥rfdavkem propio-
nanu je inhibovéne biosyntéza nonaktinu, monasktinu a di-
nektinu za soutasné stimulace tvorby trinaktinu a tetra-
naktinu. Prfdavkem hydrogenfosforeénanu je eliminovén
inhibi&n{ Weinek propionanu na rast produkéni kultury,
coZ vede ke znadnému zvydeni obou poZadovanych makrotet-
rolidd. Zplsob vyroby biosyntetickou cestou podle vyné-
lezu jo jednodussf ne¥ zplsob vyroby cestou chemickou,
protoZe probihd od za&4tku a% do konce samovolnéd ve fer-
mentadni nddob& bez z4sahu lidské'ruky a¥ do doby, kdy
Je lzolovédn hotovy produkt,

Zpisob vyroby podle predlo¥endho vyndlezu je z¥ej-
my z déle uvedenych prfkladu:

Priklada 1
a) Priprava inskula

Kmen Streptomyces griseus J=249 (odvozeny od pldni-
ho izoldtu S. griseus IKS po opako&éné'aplikaci UV svétla)

byl kultivovén 10. dnf p¥i tepioté 28 °C ng sikmych agarech
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se sporulalni pddou s kvasinkovym a sladovym vytatkem
(Shirling a Gottlieb, Int. J. Syst. Bacteriol. 14, 313;%40,
1966). Dobie vysporulované kultury byly uchovdvény pri 4 °¢
a pouzivdny k pripravd vegetativniho inokula po dobu nej-
déle t¥{L m&sic\.

Vegetativnf inokulum bylo p&stovéno na roteénim tre-
pacim stroji (2,7 Hz) pri teplotd 28 °C v 500 mlL verngch
benkéch, plninych 60 mL fermentadng pidy, kterd obsahova-
la 40 ¢ rozpustného 8krobu, 7 g lihovarskych v¥palky a
5 g sudenych kvasnic v 1 2 vodovodn{ vody. Vy¥chozi pH
pddy po sterilisaci bylo 6,8 (pred sterilisact bylo upra-
veno ha 6 9:$'O). Celkovy obsah anorganického fosfdtu v pi-
dag (s tanoveny metodou dle Weil-Malherbea & Creena, Biochem.
Je 49, 286%292 1951) byl 2,5 mM. Pada byla naodkovéna i-
nokulem 2 agarové kultury, obsahujfctm pribliZng 6 x lO6

spor. Vegetativni inokulum bylo kultivovéno 24 hodin.

b) Priprava druhé vegetativni generace

' Vlastn{ submersnf kultivace poéle vynélezu probthala
ve druhé vegetativni generaci na stejné fermentaéni‘pﬁdé a
za stejnych podminek Jako p¥i pripravé inokuls po dobu 96
hodin. Kultury byly otkovény 3 ml vegetativntho inokula.

c) Analytické stanovent makrotetrolidg

Po skondeni kultivace bylo mycelium ze dvou paralel-~
nich kultur druhé vegetativni generace (120 ml fermentadnt
tekutiny) oddé&leno centrifugaci, promyto 50 mL destilované
vody a extrahovdno 2 x 50 mL methunolu a 1 X 50 oL sm&si me-
thenolu a chloroformu ( : 1) SpOJené extrakty (150 mL) by~
ly po piiddn{ 1 g kfemellny (Ce]lt No. 545) odpateny do su~-




ché. Odperek byl extrahovdn 40 ml smési chloroformu a
methanolu (95 : 5) & extrakt piefiltrovén. Zbyly sedi-

ment na filtru byl extrahovédn 40 mp té%e sm¥si a extrakt
prefiltrovén. Oba filtrdty byly spojeny & odpafeny do
sucha. Odparek byl rozpudtén v 10 mL dichlormethenu a
-1 mlL roztoku byl pouzit pro kvantitativni spektrofotomet-
rické stanovent (p¥i 380 nm) celkového obsahu makrotetﬁo-
1idd metodou dle Suzukiho & sp. (J. Antibiot. 24, 675?%79,
1971), zaloZencu na tvorb& komplexu tdchto l4tek s pikra=-
nem sodnym. Zbylych 9 mlL roztoku bylo odpefeno do sucha a
odparek byl rozpustén v 1 ml sm¥si methanolu a chloroformu
(3 : 2). Roaztok (1 ;fs,ul, v zévislosti na koncentraci ma-
krotetrolidd ve vzorku) byl pouzit pro tenkovrstevnou chro-
matografii na deskdch Kieselgelﬁo (0,25 mm, 200 x 200 mm)

v systému octan ethylnaty-chloroform-dichlormethan (7 : 3 :1),
Po dvojim vyvijeni byl chromatogram post¥fkén koncentrovanou
kyselinou sirovou a zahPat pri 150 °C po dobu 10 minut. Kvene
titativnd pomdr mezi sloXkami makrotetrolidového komplexu
byl stanoven densitometricky na pristroji Shimadzu CS-G30
pri 590 nm.

4a uvedenych kultivaénich podminek dosahovel kmen

S. griseus J=249 promérné produkce 626 mg makrotetrolidové=-
ho komplexu v 1 L fermentadni tekutiny. Tento komplex obsa=-
hoval nonektin, monaktin, dinaktin a trinaktin v pomé&ru

8 : 27 : 57 . 8,

brmoHrosdy

d) Stanoveni suché wéhy mycelia

Pro zjiéténi‘absolutnich hodnot nérdstu kultur byla

hwot
stanovena suchd wéha. mycelia, promytého destilovanou ¥vo-
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dou o zbaveného interferujifc pfitomnostl makrotetroli-
add opakovanou extrakci\dle postupu, popsaného v odstay-
ci ¢) Mycelium bylo sufenc na predem zvd¥enych pepirovych
filtrech dva dny p¥i laboratorn{ teplot& (do dosaZent
konatantnikzggy).

Primérng 32£a suchého mycelia gz kultury, vyrostl¢

za podminek, uvedenych v odstavei b), byla 6,73 mg/l mL.

P¥r{fklad 2

Bylo pouZito stejného postupu jeko v p¥fkladu 1
pouze s tim rozdilem, ¥%e do kultur druhé vegetativn{ ge-
nerace byl n& poddtku kultivace pridén steriln{ vodny
roztok hydrogenfosforednanu draselného (1 mL) v koncen-
traci 46 mg /60 aL pidy. Celkovy obsah anorganického
 fosThtu se timto zphsobem zvy¥il (ve srovndnt s uda jem
v p¥fkladu 1) 3z 2;5 mM n& 7,0 mM,

4a téchto kultivadnich podminek dosahoval kmen
S. griseus J-249 primérné produkce 732 mg makrotetroli-
dového komplexu v 1 L fermentadng tekutiny, t*a. 016,9 %
vice ne¥ za podminek, uvedenych v p¥fkladu 1. Komplex ob=-
sahoval nonektin, monaktin, dinasktin a trinaktin v pom&-
ra & : 26 : 58 : 10. Pramérns #éhgﬁgﬁghého mycelia byla
7,58 mg/l mL, t.j. o 12 6 % vyééi nez u kultur, p¥stova-
nJchthu postupu v prikladu 1,

Priklaa 3

Bylo pouZito stejného postupu jeko v pfikladu l

'pouze s tim rozdilem, Ee do kultur druhé vegetatlvni ge~
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herace byl na pocdtku kultivace priddn sterilnt vodny
roztok propionenu sodného (2 ml) v koncentraci 500 mg
na 60 ml pddy. Ve srovnéni s Udaji v p*ikladu 1 se zea
téchto podminek sice sni¥il celkovy vyt&Zek makrotetro-
1idd na 353 mg na 1 2 fermentadni tekutiny (EZB, 0 43,7 %),
zdroven se vdak vyraznd zménilo sloZent komﬁlexu, ktery
obsahoval monaktin, dinaktin, trinaktin & tetranaktin

v poméru 3 : 9 : 32 : 56 (spolu se stopovym mnoZstvim

Primérnd suché&xggbﬁglelia byla 5,78 mg/l mL, t;}.
© 14,2 % niZ8{ ne% u kultur, péstovanjchggie postupu -

unoistvim nonaktinu).

v prikladu 1.

Pri{kladg 4

Bylo pouZito stejného postupu jako v pPflkladu 1

pouze s tim rozdilem, ¥e do kultur druhé vegetativni ge-
nerace byly na poddtku kultivace pridény sterilnf vodné
roztoky propionanu sodného (2 mp) v koncentraci 500 mg
8 hydrogenfosporeénanu draselnédho (1 mL) v koncentraci
46 mg/ 60 mp fermenta¢ni pudy.

Za t&chto kultivadnich podmIinek dosahoval kmen
S. griseus J-249 prim&rnd produkee 577 mg makrotetroli-
dového komplexu v 1 L fermentadng tekutiny, 323. Jjen
© 7,3 % mén& ne pri postupu, uvedendm v pfikladu 1, a
© 35,7 % vice ne¥ za podminek, uvedenych v pfikladu 3,

Komplex obsahoval dinaktin, trinaktin a tetranaktin v po-

méru 2 : 26 1 72. !

hino 155 a .
Primérnd pébg/ suchého mycelia byla 6,82 mg/1 mL, t#j.
‘ o X
01,3 % vys3L{ ne% u kultur, pés;qyanych&%lq pfikladu 1, a

0179 % vy88L ne¥ w kultur, ziskanych za podminek, po-
psanych v priklagu 3.



Pr{klaad 5

Kultivace byla provedens postupem, popsanym v p¥{-
kladu 4 pouze s tim rozdilem, %e fermentadni pida byla
rozplnéna do 130 ban¥k po 100 mpk, a do kultur druhé vege-
tativni generace, nabékovanych > mF inokula, bylo pridédno
833 mg propionanu sodného a 76,7 mg hydrogenfosfore&nanu
draselného/100 mL pidy.

Po skontenf{ kultivace byla fermenta&nf tekutina
(13 D) zcentrifugovéna & odd&lené mycelium bylo promyto
destilovanou vodou (3 L) a extrahovéno methanolem (4 x 2 L)
8 smési chloroformu a methanolu (1 : 1) (4 x 2 Z). Extrak-
ty byly spojeny a po p¥iddni Celitu (30 g) odpareny do su-
cha, Odparek byl extrahovsn smést chloroformu & methanolu
(95 ¢ 5) (3 x 300 mbL). Prefiltrovand extrakty byly spojeny
8 odpareny do sucha., Odparek (11,6 g) byl krystalovén ze
smési hexanu a acetonu p¥i teplot® »15'00. Bylo ziskéno
1,6 g krystalické smési mekrotetrolidd., Mate&ny louh byl
odpaten do sucha. X odparku byl pridén methanol (15 mp) a
voda (200 mL). Emulsnf smés byla zalkalisovédna hydrouhli&i-
tanem sodnym a extrahovéna chloroformem (4 x 100 mp). Ex-
trakt byl odpaten do suchs a odparek plekrystalovén z me-
thanolu. Bylo ziskdno 1,8 g krystalické.smési.

Celkovy obsah makrdtetrolid&, stanoveny postupemkﬁie
pFfkladu 1 v hrubém extraktu mycelia, byl 4,5 g. Vyt&sek
krystalického produktu po isolaci byl 3,4 g, t}g. 76 %,

Stajn& jako v p¥fkladu 4 nebyl v isolovaném produk-
tu nalezen nonaktin a monaktin. Dxnaktln byl p¥{tomen jen

" ve stopovém mnoﬁstvi Hlavnfml slo¥kami byly trinaktin a




tetranaktin v poméru 1 : 3. Jejich identita byla potvrze-
na hmotpostinif a NMR-spektrometril ve srovnéni s literdrni-

mi ddaji.

Presto, %e Streptomyces griseus nenf podle publikova-
nych ddaja proddcentem tetransktinu, zplsobem erobngie
predloZeného vyndlezu se poda¥ilo ziskat tetranaktin ve
vysokém vyt&Zku (z& soulasného potladeni ne¥éddoucich méné
aktivnich sloZek mekrotetrolidového komplexu) i u tohoto
mikroorganismu. SloZenf vysledného produktu (trinaktin &
tetranaktin v pom&rw 1l : 3, se stopovym mnoZstvim dinekti-
nu) je dokonce vyhodnéjsi nef u komer&né vyrébdného japon-
ského prepardtu polynaktinu, ktery obsahuje dinaktin, tri-
naktin a tetranaktin v pomdrul : 4 : 5, _

Obecnd dcinnost a vyuZitelnost postupd, uvedenych
v pffkladech 3 a 4, byle potvrzena také u osmi jingch
kmend S. griseus, produkujicfch makrotetrolidy, uchovdva-

nych v Mikrobiologickém uUstavu (SAV.
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Zplsob vyroby makrotetrolidovych insekticidg trinaktinu

a tetranakting obecného vzorce I

© CH, , fa g ' |
OJ\O o’ o/~\

CH 0]
R3 O A ° 0 o\jo
0 R, | CH,

kde Ry = Ciry fe—teineletingy nebo CHZCHj Au—teiranaktinuy g

R, = R3 = R4 = CHéCHj, biosyntetickou'céstou, vyznedujicy

se tim, ¥e mikroorganismus Streptomyces griseus Je p&stovén
za submersnich podmfnek ve formentadni pidé se ékrobem, liho=~
varskymi vypalky a suSenymi kvasnicemi, ke kterd bylo v nulté

hodiné kultivace p¥iddno 8,33 ng propionanu sodného a 0,77 ng
hydrogenfosforednany draselného nu 1 my pﬁdy.£¥¥sladn#~?¥%p1 '

* . + 4
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