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Zplsob izolace antracyklinli se skeletem
7,8,9,10-tetrahydro-6,11-dihydroxy-5,12-naf-
tacenchinonovym, zejména dauncmycinu ne-
bo adriamycinu, jejich aglykonti nebo jejich
derivatli, pfipravenych syntézou nebo fer-
mentacl.

ReSeni vyuZiva vlastnosti antracyklindl u-
vedeného skeletu tvorit kovovy komplex s
chloridemm médnatym, jeho velmi omezené
rozpustnosti a rychlé sedimentaci.

Uvedené antracykliny slouZi jako protind-
dorovd antibiotika.
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Vyndlez se tyka zplsobu izolace antra-
cyklin@, vyznamnych protinddorovych anti-
biotik.

Uvedené antracykliny lze pripravit bud
synteticky, nebo pféisobenim réznych druhit
aktinomycet, jako napfiklad Streptomyces
coeruleorubidus, Streptomyces peucstius,
Actinomadara carminata.

Dosud publikované izola&ni postupy (Pro-
cess Biochemistry Vol. 14, No. 12, 1979; Fo-
lia Microbiol. 22, 275 aZ 285, 1977 aj.) vy-
uZivaji pro izolaci antracyklinfi obvyklych
metod ziskdni dfinnych latek z fermentad-
nich p@id, a to extrakce organickymi roz-
poustédly, izolace na iontom&ni&ich, popii-
padé kombinaci obou metod, srdZecich me-
tod =zaloZenych na nerozpustnosti G¢inné
latky v p¥isluSném rozpoustédle a nasledné
krystalizace apod.

Nevyhodou uvedenych metod izolace an-
tracyklinli je znatné mnoZstvi rozpoustédel,
nebot je t¥eba nékolikandsobné extrakce
celého objemu nativni plidy, pri€emZ odpad-
ni material obvykle obsahuje uréité procen-
to biologicky df€innych 1atek. Vlivem t&chto
dvou faktori klesda i udinnost izolaniho
procesu. Nelze opominout i t&Zkosti v§rob-
niho charakteru p¥i manipulaci s velkym
objemem reakéni hmoty.

Uvedené nevyhody antracyklind se ske-
letem 7,8,9,10-tetrahydro-6,11-dihydroxy-
-5,12-naftacenchinonovym, zejména dauno-
mycinu nebo adriamycinu, jejich aglykonil
nebo jinych derivatd pfipravenych syntézou
nebo fermentaci, odstraiiuje zplisob izolace
antracyklinti podle vynélezu.

Podstata izolace antracyklini podle vyna-
lezu spodiva v tom, Ze se k roztoku Gdinné
latky pfida ekvivalentni mnoZstvi soli dvoj-
mocného prechodového kovu, dostateéné
rozpustné v daném prostiedi, potom se u-
pravi pH roztoku na hodnotu 4 aZ 9, po od-
stranéni matetného kapalného meédia se
vznikly omezené rozpustny kovovy komplex
rozpusti a/anebo suspenduje v rozpoustédle
pouZitém pro dalsi krok syntézy nebo izo-
lace, takto vznikly roztok se piripadné za
michdni okyseli kyselinou S$tavelovou na
hodnotu pH 1 aZ 4, nafeZ se vylouteny Sta-
velan pFislu$ného kovu oddé&li a ziskany
filtrat G&inné l4tky se zpracovdvd o sobé
znadm§m zplsobem. V p¥ipadé izolace dauno-
mycinu se prvni extrakce provadi butylace-
tatem.

Méame-li k dispozici surovy roztok Géinné
latky po fermentaci, podstata zpiisobu po-
dle vynélezu spolivd v tom, Ze se do tohoto
surového roztoku pfidd ekvivalentni mnoZ-
stvi soli dvojmocného p¥Fechodového kovu

4

dostatedné rozpustné v daném prostfedi, po
té se upravi pH roztoku na hodnotu 4 az
9, po odstranéni matetného kapalného mé-
dia se vznikly omezené rozpustny kovovy
komplex spoleén& s myceliem suspenduje v
rozpoustédle pouZitém pro daldi krok izo-
lace:

Takto vznikld suspenze se za michéni o-
kyseli na hodnotu pH 1 aZ 4, naceZ se od-
déli mycelium a ve filtrdtu se zdsadou upra-
vi pH na hodnotu 4 aZ 9, vznikly omezens
rozpustny kovovy komplex se odd&li a/nebo
suspenduje v rozpouStédle pouZitém pro
dal8i krok izolace, ziskany roztok se pii-
padn® za michdni okyseli kyselinou $tavelo-
vou na hodnotu pH 1 aZ 4, po té se vylouce-
ny Stavelan p¥isludného kovu oddéli a zis-
kany filtrat aéinné latky se zpracovava o
sob& zndmym zplsobem. V pFipadé izolace
daunomycinu se prvai extrakce provadi bu-
tylacetdtem.

Dalsi vyhodou izolace antracyklini podle
vyndlezu je to, Ze se do surového roztoku
aéinné 1l4atky pridd ekvivalent médnatych
iontd, vyhodng& ve formé& chloridd nebo si-
ranu médnatého, §imZ vznikne kovovy kom-
plex se stechiometrii kov/adinnd ldtka =
'=1:1a%?2.

Zptsob izolace antracyklinl podle vynéa-
lezu se déle vyznaduje tim, Ze se po pfidani
odpovidajiciho mnoZstvi soli prislusného ko-
vu upravi pH roztoku na hodnotu 6,5.

Dalsi vyhoda izolace antracyklinti po fer-
mentaci zplsobem podle vynédlezu se vyzna-
¢uje tim, Ze se vznikld suspenze mycelia a
kovového omezen& rozpustného komplexu
okyseli kyselinou chlorovodikovou na hod-
notu 1,3 aZ 1,5, {imZ dojde k rozpusténi ko-
vového komplexu a tim umoZni odfiltrovdni
téinné 14tky od jiZ nepotfebného mpycelia.

V piipadé izolace antracyklini po fer-
mentaci se zplsob podle vynédlezu vyznadu-
je tim, Ze se po odstran&ni mate&ného ka-
palného média v&etn& mycelia, vznikly roz-
tok nebo suspenze kovového komplexu oky-
seli za michani %kyselinou $tavelovou na
hodnotu pH 1,5, éimZ dojde k rozpu$téni
kovového komplexu a vysrdZeni $tavelanu
kovu.

Zplsob podle vyndlezu tedy vyuZiva vlast-
nosti 7,8,9,10-tetrahydro-6,11-dihydroxy-
-5,12-naftacenchinonovych derivatd tvofit s
nékterymi transitnimi kovy omezen& roz-
pustné kovové Lkomplexy (Biochim. Bio-
phys. Acta 103, 25, 1975; ]. Inorg. Biochem.,
Vol. 16, 91 aZ 107, 1982) vazbou kovu na
deprotonovanou formu antrachinonu, jak
vyplyvd z nésledujictho schématu: {(uveden
pfiklad vazby médi na daunomycin)
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Zplsob izolace antracyklind podle vyné&-
lezu spoc€ivd v moZnosti kvantitativniho vy-
sraZeni latek antracyklinového typu, ziska-
nych synteticky, tak fermenta&nég, z fermen-
ta¢nich pid, vodnych roztokd a organic-
kych rozpoustédel ve form& velmi omezend
rozpustného kovového komplexu, v jeho se-
paraci a dalSim zpracovani v objemu, ktery
je jiZ radové menSi proti objemu, z n&hoZ
byla a&innd latka srdZena. To mé velky vy-
znam hlavné z vyrobniho hlediska. Rozpust-
nost latky v urtitém rozpoustddle za danych
podminek je jako pfFirodni konstanta ne-
ménnd velifing, a tedy musi kvantitativnim
pfevedenim této l4tky do Fadovd menstho
objemu vzrist i éinnost jeji izolace. Toho-
to principu vyuZivd zplsob podle vynélezu.

Totdlni nerozpustnost kovovych komple-
x0 antracyklind p#i hodnoté pH 4 aZ 9 ve
fermentaCnich pfidach ve vod& nebo orga-
nickych rozpoustddlech umoZiiuje redukci
zpracovavaného objemu v kterékoliv fazi i-
zolaéniho postupu. Tim jsou vytvaieny Fa-

dové lep$i podminky pro nasazeni klasické
extrakéni metody, kterd mlZe byt soutdsti
izolatniho postupu. V pFipadé dostatecné
¢istoty kovem srédZeného antracyklinu at jiZ
vlivem dostatetné selektivity produkéniho
kmene nebo predchozich operaci lze extrak-
ci eliminovat a po odstranéni kovu krysta-
lovat G€innou latku p¥imo z roztoku. Kov
pouZity k vysrdZeni komplexu (napiiklad
ionty Zeleza, zinku, mé&di, kobhaltu, niklu aj.)
lze snadno odstranit jeho vysrdZenim ve
form& omezend rozpustné soli [naptiklad
oxaldt, sulfid) a jejim odfiltrovanim, nebo
1ze vyuZit omezené rozpustnosti nékteré je-
ho soli v organickém rozpou$tddle v pri-
béhu extrakce (je-li tato provédéna}, kdy
sraZenina komplexu zfistdvd ve vodné fazi.
Pfipad jmenovany jako druhy je oviem Kk
odstran&ni kovu méné vhodny pro d&astou
tvorbu Gpornych emulzi.

Zpusob izolace antracyklinG podle vynéle-
zu vyplyvé z nasledujiciho blokového sché-
matu:

stl kovu
roztok antracyklinu v nerozpustng’f kovov? kOm-lplex
(pida, vodny, etanolicky) ey antracyklinu v pivoednim
objemu i rozpoustsdle
| pH -~ 4,0—9,0
suspendace
k
pravy roztok omplexu N
antracyklinu -+ pouzity kov - komplex antracyklinu
PH < 4,0
separace
kovu

roztok antracyklinu
pro krystalizaci nebo extrakeci
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Uvedené blokové schéma kvantitativniho
sraZeni antracyklind (typu 7,8,9,10-tetra-
hydro-6,11-dihydroxy-5,12-naftacenchinon)
je pro izolaci jednotlivych derivdtli nutno
vhodnym zptsobem modifikovat; napfiklad
pii izolaci daunomycinu z fermentaéni pidy
neni Géelné odstran&ni kovu v prvni fazi i-
zolace. '

SraZeni antracyklint ve formé& kovovych
omezené rozpustnych komplextt podle vyna-
lezu ma kromé ji¥ uvedenych vyhod i tu
prednost, Ze 7pii izolaci ufinnych latek =z
nativnich ptd lze Zivny roztok odstranit jiZ
v podatku izolace a vSechny ostatni kroky i-
zoladniho postupu provadét v ¢istych roz-
poustédlech. Ve v3ech pifipadech izolaci an-
tracyklinfi podle vynalezu z nativni pidy
touto metodou bylo navic zjisténo znacné
urychleni separace mycelia filtraci na kre-
melinovych filtrech, které potom probiha i
bez obnoveni povrchu kfemelinového filiru.
Oddégleni kovového komplexu z roztoku, kte-
ry jiZ neobsahuje mycelium, usnadiiuje nové
zjiSténd a dosud nepublikovand vlastnost
kovového komplexu, a to jeho schopnost se-
dimentace na tfetinovy objem b&hem 6 aZ
7 hodin. Vrstvu kapaliny nad sedimentem
kovového komplexu lze dekantovat a pri-
padnou naslednou centrifugaci ¢i filtraci
kovového komplexu l1ze provést pouze v tfe-
tinovém objemu proti plivodnimu, z které-
ho byl kovovy komplex srdZen. Tim se znad-
né zjednoduSi vyrobni zafizeni a dojde i ke
sniZeni vyrobnich nédkladi.

Vypocet piikladd izolace latek podle vy-
ndlezu ohsahujicich ve své molekule 7,8,9,-
10-tetrahydro-6,11-dihydroxy-5,12-nafta-
cendionovy skelet, miZe byt velice obsdh-
1¥, nebot metodu kvantitativniho srdZeni ko-
vovych antracyklinovych komplext lze na-
" sadit ve v8ech izola&nich metodach, kdy je
ucelné kvantitativni prevedeni antracykli-
nu do malého objemu, napiiklad pfi izolaci
antracyklinu na iontoménidi. Zphsob podle
vynédlezu umoZiiuje zredukovat objem kapa-
liny, ze které se Gfinnd latka adsorbuje na
iontoménifi; umoZiiuje kvantitativng ziskat
antracyklin z cheldtu a tento pak izolovat z
miniméalniho objemu. Zplsob podle vynalezu
lze uplatnit v extrak&nich postupech izola-
ce. Kombinaci ,klasickych” zplisobdl izola-
ce antracyklini se zplisobem izolace podle
vyndlezu miiZe byt celd Fada.

Né&sledujici p¥iklady zplisob izolace antra-
cyklind podle vynélezu pouze doklddaiji, ale
nijak neomezuji.

Piiklad 1
Izolace daunomycinu

V 1000 m! fermentaéni plidy se ihned po
ukonfeni fermentace rozpusti mirny nadhy-
tek soli prFisluSného kovu (chlorid médna-
ty, siran zine¢naty) v takovém mnoZstvi, aby
roztok obsahoval ekvivalent kovu pro tvor-
bu komplexu se stechiometrii kovdaunomy-

cin = 1:1 aZ 2 (navédZka se ¥idi poltem
stanovenych jednotek) a pridavkem koncen-
trovaného &pavku se upravi pH na hodno-
tu 6,5. Po krdatkém promichéani se prdzdna
plda odfiltruje na kfemelinovém filtru, my-
celium s vysrdZenym kovovym komplexem
se na filtru promyva destilovanou vodou do
doby, aZ filtr4t tefe bezbarvy. Tim je od-
stranén piebytek kovu pouZity k vysrdZeni
komplexu (p¥fi hodnotdch pH vySSich neZ
6,0 tvoFi 7,8,9,10-tetrahydro-6,11-dihydroxy-
-5,12-naftacenchinonové derivaty kovové
komplexy se stechiometrii kov/antracyk-
lin = 1:2). Mycelium s vysrdZenym kom-
plexem je pFeneseno do k&adinky, kde se
rozmicha v takovém mnoZstvi destilované
vody, aby vznikla michatelna suspense a u-
pravi se pH na 1,3 aZ 1,4 prfidavkem kon-
centrované kyseliny chlorovodikové (HCl).
Suspendované mycelium se pii teplot& mist-
nosti michd po dobu 30 minut. Po této ope-
raci je vyextrahované mycelium odfiltrova-
no na k¥emelinovém filtru a na filtru pro-
myvano okyselenou destilovanou vodou
(HCl) do doby, kdy filtrat tefe bezbarvy. K
vytésnéni poslednich zbytkd ucinné latky
z filtraéntho kol4¢e (mycelia) je moZné na
zavér filtrace promyt mycelium malym
mnoZstvim etanolu do filtrdtu. Ve filtratu
se pridavkem koncentrovaného &pavku u-
pravi pH na 6,5 a opétovné& vyloufeny ko-
vovy komplex daunomycinu se vhodnym
zpisobem separuje — po sedimentaci kom-
plexu na tFetinovy objem a dekantaci —
— centrifugaci, nebo lépe filtraci na kfte-
melinovém filtru, coZ umozZni diikladné pro-
myti komplexu vodou pFimo na filtru. Sou-
borem vySe zminénych operaci byl ziskan
kvantitativng veSkery materidl antracykli-
nové povahy, jejZ obsahovala plvodni fer-
mentovand plda, ve formé& nerozpustného

" kovového komplexu, objem sraZeniny ve vlh-

kém stavu ¢ini 5 aZ 8 % obj. plivodniho ob-
jemu pady. Dal3i operace s timto prepara-
tem (rozpoust&ni, extrakce, Xkrystalizace
atd.) jsou pak provddény v minimélnich ob-
jemech danych potFebou manipulace s ni-
mi. Ziskany preparat obsahuje 98 aZ 99 %
daunomycinu z phvodniho mnoZstvi stano-
veného v nativni pids.

Vlhky, pFipadn& suchy komplex suspen-
dujeme v minimdlnim mnoZstvi destilované
vody a za michéni pFiddvdme mirny nad-
bytek ekvivalentniho mnoZstvi kyseliny $ta-
velové pro vyvazédni kovu a roztok zchladi-
me na 10 aZ 15 °C. Po 10 minutdch michéni
odfiltrujeme vyloudeny Stavelan m&dnaty a
filtrat dvakrat extrahujeme v délici nélevce
nebo extrakéni kolon& stejnym objemem oc-
tanu butylnatého. Do octanu butylnatého
pfejde daunomycinon, vodnou fazi obsahu-
jici daunomycin dvakrat extrahujeme stej-
nym mnoZstvim n-butanolu. V butanolickém
extraktu pak po spojeni obou podild upravi-
me pH na hodnotu 6,0 aZ 7,0 a zfiltrujeme
jej na kfemelinovém filtru. Ve filtratu se
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dodatetnd vylou¢i vodna faze, kterou od-
délime a poté butanolicky extrakt odpafime
za sniZeného tlaku do sucha. Ziskany suro-
vy daunomycin se pak vhodnym zplisobem
rekrystaluje (napriklad ze smésného roz-
poustédla metanol : etanol : HC1 : chloroform
v poméru 3,5:60:70. Vyt&Zek: 91 % dau-
nomycinu hydrochloridu vztaZeno na obsah
daunomycin v nativni pids, b. t. 175 aZ

176 °C.

Priklad 2
Izolade daunomycinu

V 1000 ml fermentatni plidy se po ukon-
¢eni fermentace upravi koncentrovanou
kyselinou chlorovodikovou pH ma hodnotu
1,5 a 30 minut se intenzivnd michéd p¥i 20 °C.
Poté se pfida zfiltruje na kfemelinovém fil-
tru a mycelium na filtru se promyva oKy-
selenou vodou (HCl, pH 2) do filtratu do
doby, kdy filtrat te€e bezbarvy. Ve filtratu
se rozpusti chlorid médnaty v takovém
mnoZstvi, aby roztok obsahoval mirny nad-
bytek ekvivalentu médi pro tvorbu komple-
xu se stechiometrii Cu/daunomycin = 1:1
a upravi pH na 6,5. VysrdZeny Cu-komplex
daunomycinu se d4le zpracovdvd jako v
pifikladu 1, pfip. 3.

Priklad 3
Izolate daunomycinu

Postup izolace je stejny podle pfikladu 1
do stadia ziskani vlhkého kovového kom-
plexu daunomycinu, jehoZ zpracovani je
nésledujici: vlhky komplex se na kremeli-
novém filtru odvodni promytim n-butano-
lem, poté se komplex rozpusti v n-butano-
lu, ve kterém byl piedem rozpudtén mirny
nadbytek kyseliny Stavelové k vyvazani ko-
vu pouZitého pro sréZeni komplexu. Vylou-
d¢eny Stavelan je odfiltrovdn a butanolicky
filtrdt je zpracovan stejnym postupem jako
butanolicky extrakt v ptrikladé 1 (dprava
pH, filtrace na kfemeliné, oddéleni vodné
faze, odpafeni, rekrystalizace).

VytéZzek: 90 aZ 92 % daunomycinu hydro-
chloridu, b. t. 175 aZ 176 °C.

Piiklad 4
Izolate daunomycinonu

V 1000 m! fermenta¢ni pldy se rozpusti
mirny madbytek ekvivalentu meédi (ve for-
mé chloridu médnatého) pro tvorbu kom-
plexu se stechiometrii m8d/daunomycin =
= 1:1 aZ 2 (navédZka se ¥idi poltem stano-
venych jednotek dfinné latky) a pridavkem
koncentrovaného &pavku se upravi pH na
hodnotu 6,5 a po kratkém promichéni se
prézdnd pida odfiltruje na kiemelinovém
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filtru; mycelium s vysrdZenym komplexem
se na filtru promyje destilovanou vodou.
Poté se filtra¢ni kola¢ rozmichd v minima4l-
nim mnoZstvi destilované vody a za miché-
ni se upravi koncentrovanou kyselinou chlo-
rovodikovou pH na hodnotu 1,3. Suspense
se na vodni lazni vyhPeje na 85 °C; za mi-
chani pfi této teploté probiha kyseld hyd-
rolyza (odStépeni daunosaminu) 45 minut.
Poté se suspense zchladi na 5 aZ 10 °C a ne-
chéd pti této teploté stdt 1 hodinu. Po od-
filtrovdni mycelia s vysrdZenym daunomy-
cinonem se na kfemelinovém filtru filtrac-
ni kola¢ extrahuje michdnim s 300 ml ace-
tonu, vyextrahované mycelium se odfiltruje
a promyje acetonem do filtrdtu tak, aby fil-
trat tekl bezbarvy. Ve filtrdtu se rozpusti
mirny nadbytek ekvivalentniho mnoZstvi
kyseliny Stavelové pro vyvazani kovu a po
20 minutdch michéani se vyloufeny Stavelan
médnaty odfiltruje. Filtrat obsahujici dau-
nomycinon se odpafi ve vakuové odparce
do sucha. Ziskd se surovy daunomycinon s
95% vyteZkem (vztaZeno na stanovené
mnozstvi jednotek Gfinné latky v nativni pt-
dé}, b. t. 215 °C. Rekrystalizace ziskaného
daunomycinonu byla provadéna z ledové
kyseliny octové.

P¥iklad 5
Izolace adriamycinu

Podle prikladu 1 byl z fermentadni ptdy
izolovan adriamycin. Postup izolace je shod-
ny do stadia ziskdni vodné faze po extrak-
ci butylacetdtem. Vodnou fazi extrahujeme
dvakrdt stejnym mnoZstvim chloroformu.
Chloroformovy extrakt je suSen siranem
sodnym a po té odpafen za sniZeného tla-
ku do sucha. Ziskany surovy adriamycin je
rekrystalovdn ze smési rozpoustédel meta-
nol : etanol . HC1 : chloroform. Vyt&Zek: 90 %
adriamycinu hydrochloridu vztaZeno na ob-
sah adriamycinu v pidé, t. t. 205 aZ 208 °C.

Pfiklad 6
Izolace adriamycinu

Po syntéze adriamycinu z daunomycinu
byl adriamycin z reakéni smési izolovan ve
formé& nerozpustného médnatého komple-
xu pFfiddnim ekvivalentniho mnoZstvi sira-
nu médnatého a dpravou pH na hodnotu
6,5. Zpracovéani komplexu probihd podle bo-
dulab.

P¥iklad 7
Izolace daunomycinu

Podle postupu v piikladg 1 bylo pouZito
ke vzniku kovového komplexu daunomyci-

nu siranu médnatého se stejnym vytéZzkem
daunomycinu jako v pfiklade 1.
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P¥iklad 8
Izolace daunomycinu

Podle postupu v pfiklad& 1 bylo pouZito
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ke vzniku kovového komplexu daunomycinu
siranu Zinetnatého se stejnym vyt&Zkem
daunomycinu jako v p¥ikladés 1.

PREDMET VYNALEZU

1. Zptsob izolace antracyklintt se skele-
tem 7,8,9,10-tetrahydro-6,11-dihydroxy-5,12-
-naftacenchinonovym, zejména daunomyci-
nu nebo adriamycinu, jejich aglykond ne-
bo jinych derivatli pf¥ipravenych syntézou
nebo fermentaci, vyznadujici se tim, Ze se k
surovému roztoku Géinné l4tky po syntéze
pridd ekvivalentni mnoZstvi soli dvojmoc-
ného prechodového kovu dostatetng roz-
pustné v daném prostfedi, po té se upravi
pH roztoku na hodnotu 4 aZ 9, po odstrang-
ni matetného kapalného média se vznikly
omezend rozpustny kovovy komplex rozpus-
ti a/nebo suspenduje ve stejném rozpous-
tédle pouZitém pfi syntéze nebo rozpoustéd-
le pouZitém pro dalSi krok syntézy, vznikly
roztok se pfipadn& za michéni okyseli ky-
selinou Stavelovou na hodnotu pH 1 a# 4, na-
geZ se vylou€eny Stavelan pFislu$ného ko-
vu oddéli a ziskany filtrat Géinné latky se
zpracovgva o sobé& znamym zplsobhem nebo
se do surového matetného roztoku d&inné
latky po fermentaci p¥imo pridad ekvivalent-
ni mnoZstvi soli dvojmocného pFechodové-
ho kovu dostateéné& rozpustné v daném pro-
stfedi, po té se upravi pH roztoku na hod-
notu 4 aZ 9, po odstranéni kapalného ma-
tetného média se vznikly omezen& rozpust-
ny kovovy komplex spoletn& s myceliem
suspenduje ve vod& nebo rozpoustddle po-
uZitém pro dalsi krok izolace, vznikld sus-
penze se za mich4ni okyseli na hodnotu pH
1 aZ 4, nadeZ se oddéli mycelium a ve filtra-
tu se zdsadou upravi pH na hodnotu 4 aZ
9, vznikly omezen& rozpustny kovovy kom-
plex se odd&li a/nebo suspenduje ve stej-
ném rozpoudtédle, ziskany roztok se pii-
Ppadné za michéani okyseli kyselinou Stavelo-
vou na hodnotu pH 1 aZ 4, po té se vylou-
geny Stavelan p¥islu$ného kovu oddsli a zis-

kany filtrdt G€inné latky se zpracovdvd o
sob& zndmym zplsobem, pf¥idemZ se v pii-
padé izolace daunomycinu prvni extrakce
provadi vZdy butylacetdatem.

2. ZptGsob podle bodu 1, vyznadujici se
tim, Ze se do surového roztoku dfinné latky
pfidé ekvivalent médnatfch iontd, vyhod-
né ve formé& chloridu nebo siranu mé&dnaté-
ho za vzniku kovového komplexu se stechio-
metriif kov/G¢innd latka = 1:1 a¥ 2.

3. Zpisob podle bodu 1, vyznadujici se
tim, Ze se po pridani odpovidajictho mno%-
stvi soli prisluSného kovu upravi pH rozto-
ku na hodnotu 8,5.

4. Zpasob podle bodu 1, vyznadujici se
tim, Ze vznikld suspenze mycelia a kovové-
ho omezené rozpustného komplexu se oky-
seli kyselinou chlorovodikovou na hodno-
tu pH 1,3 aZ 1,5.

5. Zpisob podle bodu 1, vyznadujici se tim,
Ze se po odstran&ni matetného kapalného
média, vznikly roztok nebo suspenze kovo-
vého komplexu okyseli za mich4ni kyselinou
Stavelovou na hodnotu pH 1,5.

6. Zptsob podle bodu 1, vyznadujici se
tim, Ze se po odstran&ni matetného kapal-
ného média vfetnd mycelia, vznikly roztok
nebo suspenze kovového komplexu okyseli
za michdni minerdlni kyselinou na ‘hodno-
tu pH 1,5 a vznikly roztok se saturuje siro-
vodikem.

7. Zplisob podle bodu 1, vyznadujici se
tim, Ze se po odstranéni matetného kapal-
ného média vfetné mycelia, vznikly roztok
nebo suspenze kovového komplexu okyseli
za michdni kyselinou chlorovodikovou na
hodnotu 1,5 a vznikly roztok se extrahuje
butylacetdtem.
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