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Vyndlez se tyka zplisobu p#ipravy poly-
etherickych antibiotik A-28086 faktordi A,
B a D a zpGsobu piipravy komplexu antibio-
tik A-28086, z néhoZ jsou faktory A, B a D
odvozeny. Antibiotické slouleniny jsou po-
uZitelné jako antibakteridlni, fungicidni, an-
tivirovéd €inidla, jako ¢inidla proti organis-
mim obdobnym pleuropneumonii, déle jako
antikokcidialni, insekticidni a akaricidni &i-
nidla a pro zvySeni vyuZitelnosti potravy

- u piezvykavci.

Vynélez se tyka zpasobu pfipravy komple-
xu antibiotik A-28086 obsahujicich faktor
A, faktor B a faktor D, ktery se vyznaduje
tim, Ze se kultivuje Streptomyces aureofa-
ciens NRRL 5758 nebo Streptomyces aureo-
faciens NRRL 8092 v Zivném médiu cbhsahu-
jicim asimilovatelné zdroje sacharidd, du-
siku a anorganickych soli za submerznich
aerobnich = fermentanich podminek tak
dtouho, aZ je timto organismem produko-
vano v uvedeném Zivném médiu znalné
mnoZstvi antibiotické tdéinnosti.

Antibiotikum A-28086 faktor A je po krys-
talizaci ze smési aceton—voda bild krysta-
lickd sloufenina, kterd je rozpustnd v niz-
Sich alkoholech, dimethylformamidu, dime-
thylsulfoxidu, ethylacetdtu, chloroformu,
acetonu a benzenu, ale v hexanu je pouze
mirné rozpustnd a je nerozpustnd ve vodé.
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Sloufenina taje asi p¥i 98 aZ 100 °C, znovu
ztuhne a potom znovu taje pfi 195 aZ 200 °C
a vykazuje

a) molekuldrni hmotnost 764, stanoveno
hmotovou spektrometrii,

b) pFiblizn& elementdrni sloZeni 66,69 %
C, 9,85 % Ha 23,10 % O,

c) empiricky vzorec C43H72011 stanoveny
hmotovou spektrometrii,

d) specifickou rotaci —54° (¢ = 0, 2, me-
stanol), stanoveno 25 °C, .

e) infraCervené absorptni spektrum v
chloroformu s nésledujicimi odliSitelnymi
absorpénimi maximy: 2,85, 3,34, 5,83, 6,82,
7,22, 7,53 (slaby), 7,78 (slaby), 8,75 (silny),
8,95 (silny), 9,15, 9,50 (silny), 9,55 (silny},
9,60, 9,85, 10,15, 10,45 a 10,70 (slaby) mik-
rond,

f) ultrafialové spektrum v ethanolu ma
pouze koncovou absorpei pod 200 my,

g] NMR spektrum v deuterochloroformu
mé& nésledujici charakteristiky: ¢ 6,01, 4,21,
4,11, 3,99, 3,89, 3,80, 3,67, 3,65, 3,57, 3,55,
2,83, 2,76, 2,74, 2,68, 2,66, 2,58, 2,56, 2,30,
2,22, 2,17, 2,10, 2,05, 1,96, 1,90, 1,85, 1,70,
1,62, 1,60, 1,47, 1,39, 1,31, 1,25, 1,18, 0,95,
0,93, 0,90, 0,88, 0,85, 0,77, 0,75, 0,73, 0,68 a
0,66 ppm,

h} titrovatelnou skupinu s pK, = 7,9 v
80% vodném dimethylformamidu,
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. 1) préSkovou ‘difrakci X-paprsky (Cut*
radiace, 1,5405 A, niklovy filtr) s nésleduji-
cimi interplandrnimi vzdélenostmi v ang-
stromech (d},

d Relativni intenzita
12,00 100
10,10 50
9,25 90
8,00 40
7,50 . 15
6,92 90
6,40 40
5,98 05
5,68 15
5,20 40
4,98 40
4,62 40
4,21 20
3,48 10

+j) Rf hodnota 0,24 p¥i chromatografii na
tenké vrstvé silikagelu ve smési benzen—
ethylacetat (3:2) pii pouZiti Bacillus sub-
tilis ATCC 6633 jako detekénfho organismu,

k] ndsledujici Rf hodnoty p¥i chromato-
grafii na papife v systémech niZe uvede-
nych, za pouZiti Bacillus subtilis ATCC 6633
jako detekéniho organismu

Rf hodnota: Systém rozpoustddel

0,11 voda nasycend methylisobu-
tylketonem (MIBK) :
0,41 voda nasycend MIBK a 2 %

p-toluensulfonové kyseliny
a 1 % piperidinu

0,54 voda : methanol : aceton
(12:3:1) — upraveno na
pH 10,5 NH4OH a potom na

PH 7,5 H3PO4

0,48 ~1 0p MIBK, 0,5 % NH4O0H ve
vodé

0,15 17,4 g K2HPO4, 30 ml ethanolu

na litr vody

0,24 - benzen nasyceny vodou

0,24 voda

0,75 voda : MIBK : ethylacetét
(98:1:1),

1) kyselou funkci schopnou tvorby soli a
esterdi a

m) alespoil jednu hydroxylovou skupinu
schopnou esterifikace a

acylestery s 2 aZ 6 atomy uhliku v acylu
a jejich fyziologické soli.
- Antibiotikum A-28086 faktor B je po Krys-
talizaci ze smési aceton—voda bild krysta-
lickd sloudenina, kterd je rozpustnd v niZ-
Sich alkoholech, dimethylformamidu, dime-
thylsulfoxidu, ethylacetdtu, chloroformu,
acetonu a benzenu, ale je pouze mirné roz-
pustnd v hexanu a nerozpusind ve vodd a
vykazuje:

a) teplotu tdni asi 150 aZ 153 °C,

b) molekuldrni hmotnost 762, stanovenc
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hmotovou spektrometrii s vysokou rozlio-
vacl schopnosti, -

c) empiricky vzorec C43H70011 stanoveny
hmotovou spektrometrii s vysokou rozli¥o-
vacich schopnosti,

d) infraervené absorpéni spektrum v
chloroformu s nésledujicimi rozliSitelnymi
absorpénimi maximy: 2,82, 3,30, 5,77, 5,85,
6,80, 7,20, 7,50 (slaby), 7,72 (slaby], 7,80
(slaby), 8,57 (silny), 8,68, 8,90 (silny), 9,10,
9,50, 9,83 (silny), 9,90, 10,10, 10,17 (silny),
10,43 (slaby), 10,80 (slaby), 11,20 (slaby),
11,35 (slaby), 11,73 (slaby) a 12,03 (slaby)
mikront,

e) absorpni maximum ultrafialového
spektra v ethanolu p¥ 220 mu (E 1 % _

lem
= 137,5, ¢ = 10 477), '

f) NMR spektrum v deuterochloroformu
s néasledujicimi charakteristikami: § 7,20,
7,09, 6,26, 6,15, 4,19, 4,12, 4,05, 3,95, 3,89,
3,78, 3,62, 3,59, 3,52, 3,48, 2,81, 2,73, 2,63,
2,54, 2,52, 199, 1,91, 1,71, 1,67, 1,64, 1,55,
1,43, 1,33, 1,18, 1,11, 0,96, 0,94, 0,90, 0,87,
0,84, 0,77, 0,74 a 0,68 ppm,

g) Rf hodnotu 0,42 pi#i chromatografii na
tenké vrstvé silikagelu ve smési benzen—
ethylacetdt (3:2) pouZitim Bacillus subtilis
ATCC 6633 jako detek&niho 'organismu,

h} nésledujici Rf hodnoty p¥i chromato-
grafii na papife v systémech uvedenych ni-
Ze, p¥i pouZiti Bacillus subtilis ATCC 6633
jako detek&niho organismu

Rf hodnota Systém rozpoudtédel

0,16 voda nasycend MIBK a 2 %
p-toluensulfonové kyseliny
a 1 % piperidinu

0,46 voda : methanol : aceton
(12:3:1) — upraveno na
pH 10,5 NH40H a potom na

pH 7,5 H3PO4

0,36 1 % MIBK, 0,5 % NHiOH
ve vodg v

0,51 benzen nasyceny vodou

0,11 voda

0,61 voda : MIBK : ethylacetat
(98:1:1),

i) kyselou funkci schopnou tvorby soli a
esterd, v :

j) dvé ketonické funkéni skupiny,

k) alespoil jednu hydroxylovou funké&ni
skupinu,

a jeho fyziologicky vhodné soli.

Antibiotiku A 28086 faktor D je po krys-
talizaci ze smési aceton—voda bild krysta-
licka l4tka, kterd je rozpustnd v methano-
lu, ethanolu, dimethylformamidu, dime-
thylsulfoxidu, ethylacetdtu, chloroformu,
acetonu a benzenu, ale je pouze mirné roz-
pustnd v hexanu a je nerozpustnd ve vodg,

.m4 teplotu t&ni asi 96 aZ 98°C a vykazuje:

a)} molekuldrni hmotnost 778, stanoveno
hmotovou spektrometrii s vysokou rozliSo-
vaci schopnosti,
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b) p¥ibliZné elementarni sloZeni 67,59 %
C, 9,38'% Ha 22,77 % O,

c¢) empiricky vzorec C44H74011 stanoveny
hmotovou spektrometrii s vysokou rozlio-
vaci schopnosti,

d) specifickou rotaci —56° (¢ = 0,1, me-
thanol), stanoveno p¥i 25 °C,

¢) infradervené absorpéni spektrum v
chloroformu s mndsledujicimi absorp&nimi
maximy: 2,89, 3,39, 3,43, 3,50, 5,88, 6,90,
7,27, 7,60, 7,84, 9,00, 9,26, 9,62, 10,31, 10,58,
11,10 a 11,49 mikrond, :

f) népozorovanou ultrafialovou absorpci
v 95% vodném ethanolu,

g) NMR spektrum v chloroformu s nésle-
dujicimi charakteristikami: § 6,00, 4,20, 4,10,
4,00, 3,98, 3,92, 3,86, 3,83, 3,79, 3,67, 3,64,
3,57, 3,54, 2,88, 2,81, 2,71, 2,62, 2,58, 2,48,
2,43, 2,37, 2,29, 2,21, 2,15, 2,10, 2,04, 1,97,
1,89, 1,83, 1,76, 1,68, 1,61, 1,58, 1,55, 1,47,
1,39, 1,30, 1,25, 1,18, 0,95, 0,90, 0,88, 0,84,
0,74 a 0,68 ppm,

h) titrovatelnou skupinu s pKa hodnotou
8,67 v 80% vodném dimethylformamidu,

i) charakteristickou pré3kovou difrakei X
paprsky (Cut* radiace 1,545 A, niklovy fil-
tr) s nésledujicimi interplandrnimi vzdale-
nostmi v angstromech (d):

d Relativni intenzita
12,40 100
10,20 70

8,85 90

7,80 30

6,80 10

6,30 100

5,70 20
5,35 20

5,10 20

4,90 10

4,65 20

4,45 40

4,20 30
3,30 10
3,15 10
2,99 05
2,77 05
2,28 05

j)} nésledujici Rf hodnoty p#i chromato-
grafii na tenké vrstvé silikagelu v systé-
mech uvedenych niZe, za pouZiti Bacillus
subtilis ATCC 6633 jako detek&niho -orga-
nismu:

Rf hodnota Systém rozpoustédel

0,26 benzen—ethylacetat (3: 2)
0,66 ethylacetdt—diethylamin
[95:5),

k) nésledujici Rf hodnoty pi#i chromato-
grafii na papife v systémech uvedenych ni-
g, pouZitim Bacillus subtilis ATCC 6633 ja-

ko detek&niho organismu:

6

Rf hodnota Systém rozpoustédel

0,10 voda nasycend methyliscbutyl-
ketonem (MIBK])
0,26 voda nasycend MIBK a 2 %

p-toluensulfonové kyseliny
a 1 % piperidinu

0,36 voda : methanol : aceton
(12:3:1) — upraveno na
pH 10,5 NH40H a potom na

pH 7,5 H3PO4

0,29 1 % MIBK, 0,5 % NH4OH ve
vodé

0,25 17,4 g K2HPO4, 30 ml ethanol
na litr vody

0,26 benzen nasyceny vodou

0,09 voda

0,64 voda : MIBK : ethylacetéat
(98 :1:1),

1) kyselou funkeci schopnou tvorby soli a
esterd,

m) alespoii jednu hydroxylovou skupinu
schopnou esterifikace,

a acylestery s 2 aZ 6 atomy uhliku v acy-
lu a fyziologicky vhodné soli.

I kdyZ je v soucasné dobé zndmo znacné
mnoZstvi antibakteridlnich <¢inidel, je stdla
potieba novych lep3ich antibiotik. Jednim
z problémii souCasné terapie antibiotiky je
fakt, Ze antibiotika se 1i81 v Gfinnosti proti
patogennim organismiim. Jinym problémem
je vyvinuti kment organismi, které jsou re-
zistentni v{¢i standardnim antibiotiktim.
JeSté dalS$im problémem je fakt, Ze jednot-.
livi pacienti Casto maji vdZné reakce na ur-
Cit4d antibiotika, coZ je zplisobeno pfecitli-
vélosti a/nebo toxickymi dfinky. Vzhledem
k témto problémim v souasné terapii jsou
stdle zapotiebi nova antibiotika.

Kromé& poZadavku na nova antibiotika,
kterd by byla pouZitelnd pro 1éCeni onemac-
néni u lidi, jsou zapotfebi také antibiotika
ve veterindrni oblasti. Jednim ddleZitym ry-
sem, pro ktery jsou zapotfebi lep8§i antibio-
tika, je potf¥eba antibiotik pro urychleni ris-
tu dribeZe a skotu. Urychleni rlstu se do-
sdhne napriklad sniZenim -onemocnéni a
zvySenim vyuZitelnosti potravy.

Dgobr¥e zndmé onemocnéni ekonomického
dosahu z veterindrni oblasti, pFesnéji z dri-
beZarského primyslu, je kokcidiGza zptiso-
bend prvoky. Kokcidiéza vznikd infekci jed-
nim nebo vice druhy Eimeria nebo Isospora
{pro prehled viz Lund a Farr ,Diseases of
Poultry* 5. vydani Biester and Schwarte,
Eds. Iowa State University Press, Ames, la.,
1965, str. 1056—1096). Z hlediska velkych
ekonomickych ztrdt zphsobenych kokcidio-
zou a nevyhodnosti nékterych zndmych ¢ini-
del proti kokcididze stdle pokratuje vyzkum
lepSich €inidel proti kokcidioze.

Enteritis a jind onemocn&ni mohou zpi-
sobit zna&né ekonomické ztraty u Zivodis-
nych producenti. Enteritis se vyskytuje u
kufat, prasat, dobytka a ovci a je zpusobo-
vadna prevaZné anaercbni bakterii, zejména



2869848

7

Clostridium perfringens a viry. Enterotoxe-
mie u pieZvykavci, jejiZz piikladem je ,,one-
mocnéni z pfeZrani u ovci, je stav zpdsc-
beny infekci C. perfringens.

Urychleni ristu u pieZvykavcd, jako je
dobytek, je jinym ekonomicky poZadovanym
cilem veterindrnich vé&éd. Mechanismus pro
vyuZiti hlavnich Zivnych Césti (sacharidil)
potravy pfeZvykavcli je dobfe zndm. Mikro-
organismy v Zaludku preZvykavcit degradu-
ji sacharidy na monosacharidy a potom pfe-
vaddéji tyto monosacharidy na slouteniny
pyruvatu. Pyruvéty se metabolizuji mikro-
bidlnimi postupy na acetdty, butyraty nebo
propionéty, obecné& zndmé jako tékavé mast-
né kyseliny. Pro detailni diskuzi viz Leng
v ,,Physiology of Digestion and Metabolism
in the Ruminant”, Phillipson aj., Eds. Oriel
Press, Newcastle-upon-Tyne, England, 1970,
str. 408—410.

Relativni vyuZitelnost tékavych mastn{ch
kyselin je diskutovdna McCullough v Feed-
© stuffs, June 19, 1971, str. 19; Eskeland aj.
v J. An. Sci 33, 282 .(1971); a Church aj.
v ,,Digestive Physiology and Nutrition wof
Ruminants, sv. 2, 1971, sir. 622 a 625. I kdyZ
acetdty a butyrdty se vyuZivaji, propionéty
se vyuZivajl vice. Déle jestliZe je dostupno
p¥ili§ mélo propiondtu, vyviji se u zvifat
ketdza. Vyhodné slouCeniny proto stimuluji
u zvifat produkci vy3§itho poméru propiond-
tu ze sacharidii, coZ vede k vy3§i vyuZitel-
nosti sacharidd a také ke sniZeni piipadf
kettzy.

Antibiotika A-28086 faktory A, B a D jsou
novymi Cleny polyetherickych antibiotik.
Priklady této skupiny jsou: monensin (US
patent 3 501 568); dianemycin [R. L. Hamill,
M. M. Hoehn, G. E. Pittenger, J. Chamberlin
a M. Gorman, J. Antibiotics 22, 161 (1969)];
nigericin [K. L. Steinrauf, Mary Pinkerton
a J. W. Chamberlin, Biochem. Biophys. Res.
Comm. 33 29 (1968}]; a salinomycin [japon-
sky publikovany patent 47-25392, 20. X.
1972, Derwent No. 76960T, U. S. patent &.
3857948 a H. Kinashi, N. Otake, H. Yone-
hara, S. Sato a Y. Saito, Tetrahedron Lett.
49, 4955—4958 (1973)].

Vyraz ,komplex antibiotik“, jak je poufZi-
vany prfi fermentaci, neznamend chemicky
komplex, ale je smési soutasné produkova-
nych jednotlivych antibiotickgch faktori.
Jak je zndmo odbornik@m z oblasti fermen-
tace, pomér jednotlivych faktorl produko-
vanych v komplexu antibiotik je riizny v z4-
vislosti na podminkach fermentace. )

Komplex antibiotik A-28086 je produkovén
Kultivaci nového kmenu Streptomyees -au-
reofaciens NRRL 5758 za submerznich ae-
robnich fermenta&nich podminek tak dlou-
ho, aZ vznikne znatnd hladina antibiotické
aktivity. Komplex antibiotik A-28086 mizZe
byt také produkovén jinym kmenem Strepto-
myces aureofaciens NRRL 8092.

JestliZe je komplex antibiotik A-28086 pro-
dukovdn bud kmenem S. aureofaciens NRRL
5758, nebo kmenem S. aureofaciens NRRL

8092, potom se z fermentatniho roztoku a
mycelia extrahuje poldrnimi organickymi
rozpsousStédly. Extrahovand antibiotické smés
se o0ddé&li odpafenim rozpoustédel, koncen-
trat se pfidé k nadbytku petrolethreru, aby
se vysrédZely nedistoty a po filtraci a odpa-
Feni filtrdtu se ziskd antibiotickd smés
A-28086. Antobiotickd smés se déle €isti a
déli na individudlni faktory chromatografit
na kolong.

Siou€eniny A-28086 vykazuji inhibici rdstu
organismi, které jsou patogenni pro Zivo-
¢idny a rostlinny Zivot. Podle jednoho rysu
této inhibi€ni aktivity plisobi slouteniny A-
-28086 jako Cinidla proti kokeiditze. Kromé
toho jsou sloufeniny A-28086 antibakteriél-
ni €inidla, antivirovd <¢&inidla, anti-PPLO
(pleuropreumonia-like organismus) &ini-
dla, insekticidni &inidla a akaricidni ¢inidla
a zvySuji vyuZiti potravy u p¥eZvykavci.

Nésledujici infrafervend absorpéni spekt-
ra v chloroformu jsou uvedena na vykre-
sech, kde na

obr. 1 je antibiotikum A-28086 faktor A,

obr. 2 je antibiotikum A-28086 faktor B,

obr. 3 je antibiotikum A-28086 faktor A
acetyl ester

obr. 4 je antibioiikum A-28086 fakior A
propionyl ester,

obr. 5 je antibiotikum A-28086 faktor A
butyryl ester,

obr. 6 je antibiotikum A-28086 faktor A
valeryl ester,

obr. 7 je antibiotikum A-28086 faktor A
kaproyl ester,

obr. 8 pfedstavuje antibiotikum A-28086
faktor D. :

Faktory antibiotik A-28086 jsou si vzé-
jemné& strukturné p¥ibuzné. B&hem fermen-
tace se soufasné produkuiji alespoil &tyii
antibiotické faktory a ziskd se jejich smés.
Faktory se vzdjemné oddéli a faktory A, B

-a D se izoluji jako individudlni sloudeniny

postupem popsanym déle. Sm&s faktorl A-
-28086 je rozpustnd v prevaZné Céasti orga-
nickych rozpoustédel, avSak je nerozpustna
ve vodé.

Nésledujici odstavce popisuji fyzikdlni a
spektralni vlastnosti A-28086 faktorti A, B
a D.

Antibiotikum A-28086 faktor A krystaluje
ze smési aceton—voda. A-28086 faktor A
taje pfi teploté asi 98 aZ 100 °C, znovu ztuh-
ne a opét taje pii 195 aZ 200 °C. Elementar-
ni analyza faktoru A poskytla nésledujici
pramérné procentudlni sloZeni: uhlik 66,69
procenta, vodik 9,85 % a kyslik 23,10 %. .

Empiricky vzorec navrZeny pro faktor A
je CasHr201.

Faktor A mé molekuldrni hmotnost 764,
stanoveno hmotovou spektrometrid,

Infrafervené spektrum faktoru A v chlo-
roformu je zndzornéno na obr. 1 p¥ipojené-
ho vykresu. Byly pozorovany nésledujici ab-
sorpéni maxima: 2,85, 3,34, 5,83, 6,82, 7,22,
7,53 (slaby), 7,78 (slaby), 8,75 (silny), 8,95
(silny), 9,15, 9,50 (slaby), 9,55 (silny], 9,60,
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9,85, 10,15, 10,45 a 10,70 (slaby) mikront.

‘Ultrafialové spektrum faktoru A v etha-
nolu vykazuje pouze koncovou absorpci pod
220 my.

- NMR spektrum A-28086 faktoru A v deu-
terochloroformu ma ndsledujici charakteris-
tiky: 6 6,01, 4,21, 4,11, 3,99, 3,89, 3,80, 3,67,
3,65, 3,57, 3,55, 2,83, 2,76, 2,74, 2,68, 2,66,
2,58, 2,56, 2,30, 2,22, 2,17, 2,10, 2,05, 1,96,
1,90, 1,85, 1,70, 1,62, 1,60, 1,47, 1,39, 1,31,
1,25, 1,18, 0,95, 0,93, 0,90, 0,88, 0,85, 0,77,
0,75, 0,73, 0,68 a 0,66 ppm.

Antibiotikum A-28086 faktor A krystaluje
ze smdsi aceton—voda a vykazuje nésledu-
jici charakteristickou préskovou difrakci X-
-paprsky (Cu** radiace 1,5405 A), niklovy
filtr (d = interplandrni vzdélenosti v ang-
stréomech (10710 m)

d Relativni intenzita
12,00 100
10,10 50

9,25 90
8,00 40
7,50 15
6,92 ‘ 90
6,40 40
5,98 05
5,68 15
5,20 40
4,98 40
4,62 40
4,21 20
3,48 10

0 C,”"
HO-C-CH CH-CH-CH-C-CH
] I I
CHy CH,
|
! H3CH3 CH,

Antibiotikum A-28086 faktor B je bil4
krystalickd slouCenina (ze smé&si aceton—
voda), kterd mé teplotu tdni 150 aZ 153 °C.

Jak bylo stanoveno hmotovou spektromet-
rii s vysokou rozliSovaci schopnosti, mé
faktor B molekuldrni hmotnost 762 a navr-
Zeny empiricky vzorec je C43H70011.

InfraCervené spektrum faktoru B v chlo-
roformu je uvedeno na obr. 2 pFipojeného
vykresu a mé nésledujici absorpéni maxi-
ma: 2,82, 3,30, 5,77, 5,85, 6,80, 7,20, 7,50
(slaby}, 7,72 (slaby), 7,80 (slaby]), 8,57 (sil-
ny), 8,68, 8,90 (silny}, 9,10, 9,50, 9,83 (silny],
9,90, 10,10, 10,17 (silny},.10,43 (slaby), 10,80
(slaby), 11,20 (slaby), 11,35 (slaby), 11,73
(slaby}, a 12,03 (slaby) mikrony.
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Specifickd rotace antibiotika A-28086 fak-
toru A je —54° (¢ = 2, methanol]), stanove-
no pfi 25°C. Tato specifickd rotace je prii-
mérnd hodnota né&kolika stanoveni.

Elektrometricka titrace faktoru A v 80%
vodném dimethylformamidu indikuje p¥i-
tomnost titrovatelné skupiny pKa = 7,9.

Antibiotikum A-28086 faktor A je rozpust-
ny v riznych organickych rozpoustédlech,
jako je methanol, ethanol, dimethylforma-
mid, dimethylsulfoxid, ethylacetat, chloro-
form, aceton a benzen, aviak je pouze mir-
né rozpustny v nepoldrnich organickych
rozpou$tédlech, jako je hexan, a je neroz-
pustny ve vod8.

Antibiotikum A-28086 faktor A maéa kyse-
lou funkéni skupinu schopnou tvorby soli a
esterfi a alespoii jednu hydroxylovou skupi-
nu schopnou esterifikace.

Na zakladg vySe uvedenych {fyzikdlnich
vlastnosti je moZno navrhnout strukturu an-
tibiotika A-28086 faktor A. Vzhledem Kk to-
mu, Ze strukturni stanoveni je pouze navr-
Zené, rozumi se, Ze struktura uvedend zde
pfedstavuje pouze pracovni hypotézu. Na-
vrh struktury pro A-28086 faktor A je zné&-
zornén vzorcem I.

C HZ‘C H\3

CH, CH3

vzorec I _

Ultrafialové spektrum faktoru B v etha-
nolu vykazuje absorpCni maximum p¥i 220
mu (E 18 =1375, ¢ = 10,477).

NMR spektrum A-28086 faktoru B v deu-
terochloroformu vykazuje nésledujici cha-
rakteristiky: ¢ 7,20, 7,09, 6,26, 6,15, 4,19, 4,12,
4,05, 3,95, 3,89,- 3,78, 3,62, 3,59, 3,52, 3,48,
2,81, 2,73, 2,63, 2,54, 2,52, 1,99, 1,91, 1,84,
1,71, 1,67, 1,64, 1,55, 1,43, 1,33, 1,18, 1,11,
0,96, 0,94, 0,90, 0,87, 0,84, 0,77, 0,74 a 0,68
ppm.

Antibiotikum A 28086 faktor B je rozpust-
né v riiznych organickych rozpoustédlech,
jako je napriklad methanol, ethanol, dime-
thylformamid, dimethylsulfoxid, ethylace-
tat, chloroform, aceton a benzen, avSak je
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mirné rozpustné v nepoldrnich organickych
ropoUStedlech jako je hexan, a nerozpust-
neé ve vode. »

I kdyZ chemicka struktura antibiotika A-

-28086 faktor B nebyla stanovena, dostupna_

fymkalne chemickd data indikuji, Ze faktor
B mé jednu karboxylovou skupinu a dvé
ketoskupiny a jednu nebo vice hydroxylu

Antibiotikum A-28086 faktor D pfi pro-
dukci S. aurecfaciens NRRL 5758 je mino-
ritnim faktorem. festliZe se vdak kultivuje
S. aureofaciens NRRL 8092, je A-28086 fak-
tor D produkovdn v mnoZstvi a% do 10 %
izolované antibiotické aktivity.

Antibjotikum A-28086 faktor D je bila
krystalickd latka (voda—aceton), jeji¥ tep-
lota tani je asi 96 aZ 98°C. Antibiotikum
A-28086 faktor D mé molekuldrni moZnost
778, stanoveno hmotovou spektrometrii s vy-
sokou rozli§ovaci schopnosti.

Elementdrni sloZeni pdsu hmotového
spektra sodné soli A-28086 faktor D je
800 5050 (vypotteno pro CuH7011Na =

= 800,5050). V hmotovém spekiru volné ky-
sehny antibotika A-28086 faktor D je pozo-
rovén maly p&s p¥l 778 a v&tsi pas pii
760,5117 (vypolteno pro CuH72016 =
— 760 ,5125), m/e 760 v hmotovém spektru
volné kyseliny vznik4 ztratou vody z mole-
kuldrniho iontu. SloZeni molekuldrniho ion-
tu A-28086 faktor D volné kyseliny e tudi
C44H74011.

Empiricky vzorec navrZeny pro A-28086
faktor D je CsH74011. Elementarni analyzu
faktoru D poskytuje nésledujici sloZeni:
uhlik 67,59 %, vodik 9,38 %, kyslik 22,77 %.

Teoretické procentické sloZeni pro
C4H74011 je uhlik 67,87 %, vodik 9,51 %,
kyslik 22,77 %.

Infraéervene absorpcnl spektrum A-28086
faktor D (obr. 8) obsahuje nésledujici ab-
sorpCni maximum: 2,89, 3,39, 3,43, 3,50, 5,88,
6,90, 7,27, 7,60, 7,84, 9,00, 9,26, 9,62, 10,31,
10,58, 11,10 a 11,49 mikronf.

A-28086 faktor D v 9505 vodném ethanolu
nevykazuje ultrafialovou absorpci.

NMR spektrum A-28086 faktor D v deute-
rochloroformu vykazuje nésledujici charak-
gehs’uky § 6,00, 4,20, 4,10, 4,00, 3,98, 3,92,

86, 3,83, 379 367 3,64, 357 354 2,88,
2,81, 2,71, 262 2,58, 2,48, 2,43, 2,37, 2,29,
221 215 2,10, 204 197 189 183 176
1’88 161 158 155 147 139 1,30, 1,25,
118 0,95, 0,90, 0,88, 0,84, 0,74 a 068 ppm.

Sty
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Antibiotikum A-28086 faktor D krystalije
ze smési aceton—voda a mé4 ndsledujici cha-
rakteristickou pradkovou difrakei X-paprs-
k@ (Cu** radiace, 1,5405 A, nikelnaty filtr,
d = lnterplanérm vzdaieno-sh v angs‘tro-
mech 10-10 m)

d Relativni intenzita
12,40 100
10,20 70

8,85 90
7,80 36
6,80 i6
6,30 100
5,70 20
5,35 20
5,10 20
4,90 10
4,65 20
4,45 40
4,20 30
3,30 10
3,15 10
2,99 05
2,77 05
2,28 05

Specifickd rotace antibiotika A-28086 fak-
tor D je —56° (c = 0,1, methanol}, stanove-
no pii 25 °C. -

Elektrometrickd titrace A-2B886 faktor D
v 80% vodném dimethylformamidu indiku-
je pFitomnost titrovatelné skupiny pKa 8,67.

Antibiotikum A-28086 faktor D je rozpust-
ny v mnoha organickych rozpoustédlech,
jako je methanol, ethanol, dimethylforma-
mid, dimethylsulfoxid, ethylacetat, chloro-
form, aceton a benzen. A-28086 faktor D je
pouze mirné rozpustny v nepolarnich orga-
nickych rozpou$t&dlech, jako je hexan, a je
nerozpustny ve vodé.

Antibiotikum A-28086 faktor D mé Kyse-
lou funkéni skupinu schopnou tvorby soli
a esterlt a alespoii jednu hydroxylovou sku-
pinu schopnou esterifikace.

Na zdkladé fyzikalnich charakteristik uve-
denych vySe byla navrZena struktura anti-
biotika A-28086 faktor D. Proto¥e struktura
je pouhym ndvrhem, rozumi se, ¥e uvedend
struktura je pouze pracovni hypotézou. N&-
vrh struktury A-28086 faktor D je uvedeny
vzorec 11
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]
0 OH Q CH,
T 0 | "ol
HO-C-CliH (le—CH-'CH-C-
(I:Hz CHy,  CH,
C@CH3CH3

kde
bud Ri = CH3 a Rg = C2Hs,
nebo Ri = C2Hs a Rz = CHs,
Rf hodnoty antibiotika A-28086, faktoru

vzorec 11

A, B a D v rlznych systémech p¥i papirové
chromatografii za pouZiti Bacillus subtilis
ATCC 6633 jako detekEniho organismu jsou
uvedeny v tabulce L

TABULKA I
R¢ hodnoty ‘
faktor A faktor B faktor D Systém rozpoustédel

0,11 0,09 0,10 voda nasycend methylisobutylketonem
(MIBK)

0,41 0,16 0,26 voda nasycend MIBK a 2 % p-toluensulfe-
.noveé kyseliny a 1 % piperidinu

0,54 0,46 0,36 voda : methanol : aceton (12:3:1) —
pH upraveno NH40H na 10,5 a pak na
pH 7,5 pfiddnim H3PO4

0,48 0,36 0,29 1 % MIBK, 0,5 % NH4OH ve vod&

0,15 0,33 0,25 17,4 g K2HPO4, 30 ml ethanolu na litr vody

0,24 0,51 0,26 benzen nasyceny vodou

0,24 0,11 0,09 voda

0,75 0,61 0,64 voda : MIBK : ethylacetdt (98:1:1)

V tabulce II jsou uvedeny Rf hodnoty an-
tibiotika A-28086 faktort A, B a D ve dvou
chromatografickych systémech pfi chroma-
tografii na tenké vrstvdé silikagelu [hotové

desky E. Merck, Darmstadt F-254, sila vrst-
vy 0,25 mm) rovnéZ za pouZiti B. subtilis
ATCC 6633 jako detekéniho organismu.

TABULKA II
R; hodnoty
faktor A faktor B faktor D Systém rozpoustédel
0,24 0,42 0,26 benzen-ethylacetat (3:2)
0,54 0,34 0,66 ethylacetdt-diethylamin (95 :5)
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Soudasné s komplexem antibiotik A-28086
jé produkovdna dal8i latka oznafena A-
-28086-1. T kdyZ A-28086-1 neni mikrobidlng
aktivni, je strukturng p¥ibuzna faktorfim
antibiotika A-28086. Latka A-28086-1 je bild
krystalickd sloucenina (ze smési aceton—
voda) a ma teplotu tani asi 160 aZ 162 °C.
Srovnévaci studie NMR spektra a jiné vlast-
nosti A-28086-1 a synteticky pfipraveného
methylesteru A-28086 faktoru A ukazuji, Ze
A-28086-1 je methylesterem A-28086 faktoru
A nebo jeho blizce p¥ibuznou sloudeninou,
jako je stereoisomer.

I kdyZ A-28086-1 se plivodn& sraZi s ak-
tivnimi A-28086 faktory, snadno se od nich
oddéluje chromatografii na silikagelu. A-
-28086-1 ma pFibliZné Rf-hodnotu 0,53 pii
chromatografii na tenké vrstvd silikagelu
pouZitim ethylacetdtu jako elu¢niho &inidla
a detekci vanilinovym detekénim ¢&inidlem
{3 '% vanilinu v methanolu + 0,5 ml kon-
centrované HzSO4 na 100 ml roztoku). Po
postiikdni vanilinem a zahFivdn{ poskytuje
A-28086-I modrou skvrnu, zatimco A-28086
faktory poskytuji jasn& rGZové skvrny, kte-
ré rychle pfechézeji na temnd hnddomodré
skvrny.

Antibiotikum A-28086 faktory A, B a D a
uvedené acylesteryl faktori A a D jsou
schopny tvofit soli. ,,Fyziologicky vhodné
soli“ jsou soli farmaceuticky vhodné, tj. ta-
kové, ve kterych toxicita sloudeniny jako
celku neni u teplokrevnych Zivotichii rela-
tivné vySSi neZ u volné slou€eniny. Repre-
zentativni a vhodné soli alkalickych kovil a
kovii alkalickych zemin A-28086 faktord A
a B jsou sodné soli, draselné soli, lithné so-
li, cesné soli, rubidné soli, barnaté soli, va-
penaté soli a hofetnaté soli. Vhodnymi amo-

“niovymi solemi A-28086 faktorfi A a B jsou

amonné stl, primdrni, sekundarni a terciar-
ni alkylamoniové soli s 1 aZ 4 atomy uhli-
ku a hydroxyalkylamoniové soli s 2 aZ 4
atomy uhliku. Vhodnymi amoniovymi sole-
mi jsou ty, které tvofi k antibiotikiim A-
-28086 faktory A a B s hydroxidem amon-
nym, methylaminem, sekbutylaminem, iso-
propylaminem, diethylaminem, diisopropyl-
aminem, ethanolaminem, triethylaminem, 3-
-amino-1-propanolem apod.

Soli A-28086 faktord A, B a D a acylesterli
faktorti A a D s kationty alkalickych kovil
a kovili alkalickych zemin se pfipravuji po-
stupem b&Zné pouZivanym pro piipravu soili
s kationty. Napfiklad volnd kyselina faktn-
ru antibiotika nebo odpovidajiciho esteru se
rozpusti ve vhodném rozpoustédle, jako je
horky methanol nebo ethanol a k tomuto
roztoku se pridd roztok chsahujici stechio-
metrické mnoZstvi poZadované anorganické
bdze ve vodném methanolu. Takto vznikl4d
slil se izoluje b&%nym zpilisobem filtraci ne-
bo odpatrenim rozpoustédla.

Soli tvofené s organickymi aminy se mo-
hou pfFipravit obdobnym zpfisobem. Napii-
klad plynné nebo kapalné aminy se mohou
pfidat k roztoku antibiotika ve vhodném
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rozpoustédle, jako je aceton a rozpoustddlo
a prebytek aminu se odstrani odpaFenim.

Z veterinarni farmaceutické praxe je dob-
fe zndmo, Ze forma antibiotika nenf rozho-
dujici pri 1é€eni Zivodicha antibiotikem. V
mnoha p¥ipadech Zivo€ich mé&ni formu pre-
pardtu na jinou formu ne¥ je ta, ve které
se antibiotikum aplikuje. Forma soli, ve kte-
ré se antibiotikum aplikuje, neni rozhodu-
jici pro zpiisob léCeni. Forma soli je viak
mnohdy vhodnd-z diivodi ekonomickych,
aplikagni vhodnosti a toxicity.

A-28086 faktor A tvoli acylestery. Esteri-
fikace probihd na jedné z hydroxyskupin A-
-28086 faktoru A reakci s anhydridy nebo
chloridy kyselin s 2 aZ 6 atomy uhliku. Ty-
to estery se pripravuji reakci A-28086 fak-
toru A napiiklad s odpovidajicim anhydri-
dem Kyseliny pfi teplot® mistnosti. Tyto es-
tery jsou také pouZitelné jako antibiotika
a jako Cinidla zvySujici vyuZiti potravy.

Nésledujici odstavce popisuji charakteris-
tiky téchto acylestertt A-28086 faktoru A.

Acetylderivat A-28086 faktoru A je bila
krystalickd sloufenina (ze smési aceton-vo-
da) teploty tdni 100 aZ 103°C.. Acetylester
A-28086 faktoru A mé empiricky vzorec
C4sH74012 a molekuldrni hmotnost kolem
807, vztaZeno na empiricky vzorec navrieny
pro A-28086 faktor A. Elementdrni analyza
acetylesteru faktoru A mé nésledujici pro-
centické sloZeni:

Pro C45H74012:

Vypotteno:

66,97 % C, 9,24 % H, 23,79 o, O;
nalezeno:

67,67 % C, 871 % H, 23,13 ¢4 O.

InfraCervené spektrum acetylesteru A-
-28086 faktoru A v chloroformu je uvedeno
na obr. 3 pripojeného vykresu. Ve spektru
jsou pozorovatelnd ndésledujici absorpé&ni
maxima: 2,85, 3,36, 3,38 (silny), 5,80, 6,83,
7,25, 7,52 {silny), 7,60 (slaby), 7,80 (silny),
8,45 (silny), 8,80 (silny), 8,95 (silny), 9,10
(silny), 9,20, 9,63, 9,80 (silny), 10,12 (sla-
by), 10,25 (slaby) a 10,50 mikroni. ,

Ultrafialové spektrum acetylesteru A-
-28086 faktoru A v ethanolu vykazuje pouze
koncovou absorpci. ;

Elektrometrickd titrace acetylesteru A-
-28086 faktoru A v 80% vodném dimethyl-
formamidu uvadi pfitomnost titrovatelné
skupiny s hodnotou pKa 8,5.

Propionylester A-28086 faktoru A je bild
krystalickd sloufenina (ze smési aceton-vo-
daj teploty tani 96 aZ 98 °C. Propionylester
A-28086 faktoru A mé empiricky vzorec
C46H76012 a molekuldrni vdhu 821, vztaZeno
na empiricky vzorec navrZeny pro A-28086
faktor A. Elementirni analyza propionyl-
esteru faktoru A mé nédsledujici procentické
sloZeni:
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Pro C4sHr76012:
Vypocteno:
67,29 % C, 9,33 oy H, 23,38 % O;
nalezeno:
66,06 % C, 9,17 % H, 23,41 % O.

Infradervené spektrum propionylesteru A-
-28086 faktoru A v chloroformu je na obr.
4 pripojeného vykresu. Ve spektru jsou po-
zorovatelna nasledujici absorpfni maxima:
2,85, 3,33, 3,38 (silny), 3,45 (silny), 5,75
(silny), 5,82, 6,81, 7,22, 7,30 (silny), 7,50
(slaby), 7,60 (slaby), 7,80, 8,43, 8,75 (sil-
ny), 8,90, 9,05, 9,15 (silny)}, 9,50 (silny),
9,63, 9,83 (slaby), 10,05 (silny), 10,13, 10,20
(silny), 10,45 a 10,68 mikrond.

. Ultrafialové spektrum propionylesteru A-
-28086 faktoru A v ethanolu, vykazuje pouze
koncové absorpce.

Butyrylester antibiotika A-28086 faktoru
A je bild krystalickd sloufenina (ze smési
aceton-voda), teploty tdni asi 96 aZ 98 °C.
Butyrylester A-28086 faktoru A ma empiric-
ky vzorec Csa7H780:2, molekuldrni vahu asi
835 a pribliZzné sloZeni 67,60 05 C, 9,41 % H
a 22,99 % O, jak je odvozeno z empirické-
ho vzorce navrieného pro A-28086 fak-
tor A.

InfraCervené spektrum butyrylesteru A-
-28086 faktoru A v chloroformu je uvede-
no na obr. 5 pfipojeného vykresu. Byla po-
Zorovdna nadsledujici absorptni maxima:
2,89, 3,40, 3,45, 3,51, 5,85, 5,92 (silny), 5,97
(silny), 6,90, 7,30, 7,84 (slaby), 8,55, 8,85
(slaby), 9,01 (silny), 9,26, 9,76, 9,95, 10,31
a 10,64 mikront.

Valerylester A-28086 faktoru A je bild
krystalickd slouenina (ze smési aceton-vo-
da), ma teplotu tédni 173 aZ 175°C. Valeryl-
ester A-27086 faktoru A mé empiricky vzo-
rec CysHs0012, molekuldrni hmotnost asi 849
a pribliZzné sloZeni 67,89 % C, 9,50 % H
a 22,61 % O, jak je odvozeno od empirické-
o vzorce navrZeného pro A-28086 fakto-
ru A.

Infraervené spektrum valerylesteru A-
-28086 faktoru A v chloroformu je patrné
na obr. 6 pfipojeného vykresu. Ve spektru
jsou pozorovatelnd ndsledujici absorpéni
maxima: 2,90, 3,40, 3,45, 3,51, 5,87, 5,92 (sil-
ny), 5,99 (silny), 6,91, 7,30, 7,69 (slaby),
7,87 (slaby), 8,16, 8,58, 8,85 (slaby), 9,26,
9,76, 10,00 (slaby), 10,31 a 10,64 mikront.
. ‘Kaproylester A-28086 faktoru A je bhila
krystalickd slouCenina (ze smési acetonu a
vody) teploty t4ni 163 aZ 167 °C. Kaproyl-
ester A-28086 faktoru A mé empiricky vzo-
rec C49Hs2012, molekuldrni hmotnost asi 863
a pribliZné sloZeni 68,18 05 C, 9,58 % H
a 22,24 % O, jak je odvozeno od empiric-
kého vzorce navrZeného pro A-28086, fak-
tor A.

InfraCervené spektrum kaproylesteru A-
-28086 faktoru A v chloroformu je uvedeno
na obr. 7 plipejeného vykresu. Ve spektru
jsou pozorovatelnd nésledujici absorptni
maxima: 2,90, 3,40, 3,45, 3,51, 5,87, 5,92 (sil-
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ny), 5,97 (silny), 6,90, 7,30, 7,66 (slaby],
7,84 (slaby), 8,16, 8,58, 8,85 (slaby), 9,05
(silny), 9,17, 9,72, 9,95, 10,29, 10,62 mikronf.
Acylace A-28086 faktoru A vede k nésle-
dujicim zméndm ve spektru protonové ja-
derné magnetické rezonance: Rezonance
karbonylu vyskytujici se p¥i 4 ppm se posu-
nuje dolll p¥ibliZné na 5,3 ppm (presnéd po-
loha se mirné méni podle rdznych acylde-
rivatli) a vinylové protonické signaly se ta-
ké posunuji. Tyto charakteristické zmény
jsou reprezentovdny parcidlnim vzorcem:

b R~co
OH o H

H

H RCOX H NH

kde R je alkyl s 1 aZ 5 atomy uhliku.

Tato parcidlni struktura je pln& v souhla-
se s decoupling pokusy v PMR spektiru a
s fdaji z 13C NMR spektra pro acetyl a pro-
pionylestery.

Acylestery A-28086 faktoru A s 2 aZz 6
atomy uhliku v acylu jsou rozpustné v Fads
organickych rozpoustédel, jako je metha-
nol, ethanol, dimsthylformamid, dimethyl-
sulfoxid, ethylacetat, chloroform, aceton a
benzen, jsou ale pouze mirné& rozpustné v
nepolarnich organickych rozpouStédlech,
jako je hexan a jsou nerozpustné ve vodé.

KaZdy za cylesteri s 2 aZ 6 atomy uhliku
A-28086 méa karboxylovou skupinu a je scho-
pen tvorby soli a esteril.

Nové antibiotika se produkuji kultivaci
A-28086 produkujictho kmenu Streptomyces
aureofaciens za submerznich aerobnich pod-
minek ve vhodném Zivném médiu tak dlou-
ho, aZz vznikne znatdnd antibiotickd aktivita.
Antibiotikum se izoluje b&Zné zndmymi po-
stupy pouZivanymi pro izolaci a ¢iSténi an-
tibiotik. -

Jeden z novych organismil pouZitelny pro
pfipravu A-28086 antibiotik byl izolovén ze
vzorku plidy sebrané na hof'e Ararat v Tu-
recku. Tento organismus byl Kklasifikovdn
jako kmen Streptomyces aureofaciens Dug-
gar, jak je popsdno E. B. Shirling a D. Gott-
lieb v ,,Cooperative Description of Type Cul-
tures of Streptomyces. III. . Additional Spe-
cies Descriptions from First. and Second
Studies“, Intern. Bull. Systematic Bactetiol.
18, 279 aZ 392 (1968). Tato klasifikace je
zaloZena na metod8 doporuené Interna-
tional Streptomyces Project [E. B. Shirling
a D. Gottlieb, ,,Methods for Characteriza-
tion of Streptomyces species,” Intern. Bull.
Systematic Bacteriol. 16, 313 aZ 340 (1966)]
spolu s nékterymi dopliiujicimi testy. Nazvy
barev byly pfifazeny podle ISCC-NBS me-
tody (K. L. Kelly a D. B. Judd, ,,The ISCC-
-NBS Method of Designating Color and a
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Dictionary of Color Names", U. S. Dept. of
Commerce, Circ. 553, 1955, Washington, D.
C.). Hodnoty v zdvorkéch odkazuji na Tres-
ner a Backus barevné ¥ady [Tresner, H. D.
a'S. ]. Backus, ,,System of Color Wheels for
Streptomyces Taxonomy', Appl. Microbiol.
11, 335 aZ 338 (1963)]; oznateni barevné
kontroly je podtirZeno. Maerz a Paul barev-
né hodnoty {A. Maerz a M. R. Paul, ,Dictio-
nary of Color", Mc. Graw-Hill Book Co., Inc.,
New York, N. Y., 1950), jsou uvedeny v zé-
vorkach. Kultury byly p8&stovdny 14 dni pfi
30°C, pokud neni uvedeno jinak.

Charakterizace kmenu NRRL 5758, produ-
kujiciho A-28086 -

Morfologie

Sporulujici vzdu¥né hyfy sestdvajici z h4c-
ki, oek a otevienych spirdl. Také byla po-
zorovdna morfologie odpovidajici typu rec-
tus flexibilis. Spory jsou kratké a cylindric-
ké a maji v Fetézci 10 aZ 50 spor. Spory mé&-
1,3 u x 1,75 u v rozmezi 1,3 y aZ 1,95 x
x 1,3 u. Povrch spor p#i pozorovani elek-
tronovym mikroskopem je hladky.

Kultivatni charakteristiky NRRL 5758 na
rliznych médifch

Médium Charakteristiky

ISP g2 rist hojny, rub mirné& Zluty
{extrakt [11K3]; pékné aZ dobré vzdus-
Z kvasnic né mycelium a sporulace; bily
a extrakt (W) 13ba a temns Sedivy {Gy)
ze sladu) 3 ih; Z4dny rozpustny pigment.
ISP 63 hojny rist, rub SedivoZluty

{ovesn4 - [11B2}; p8kné vzdu¥né myce-

mouka) lium (Gy) temné Sedivy, 3 ih,

: ' svétle hn&dy rozpustny pig-
ment.

isp g4 hojny riist, rub svétle Zluto-

(anorganic-' hn&dy [12 E5], vzdusSné myce-

k& soli — lium a spory {W) purpurové
— Zkrobovy bilé 13ba aZ (Gy) svdtle Se-
agar) - divy d, neni Zddn§y rozpustny
o pigment. ‘

ISP 45 hojny rlst, rub svétle Ziuty aZ
(glycerol- zeleny [10 B1], dobré vzdusné
asparagi- mycelinm a spory {Gy) Zluto-

Sedé 2de aZ svétle Sedoferve-
nohnédé 5fe; Zadny rozpustny
pigment.

novy agar)

i T
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Médium Charakteristiky
Tomatova rist hojny, rub svdtle Zluto-
pasta — hn&dy [13 H7]; pékné aZ deb-
ovesna ré vzdu3né mycelium a spory
mouka agar (W) bilé a aZ (Gy) médium
Sedé g; velmi mirn& hnédy roz-
pustny pigment. ’
Glycerol- riist hojny, rub SedivoZiuty
-glycin [12 16]; dobré vzduiné myce-
agar lium a spory (Y) svétle #luté
2db; 74dny rozpustny pigment.
Glukosa- rist hojny, rub Sedivozeleno-
-asparagin Zluty {12E2}; hojné vzduSné
agar mycelium a spory {Gy) #iuto-
: Sedivé 2de; velmi slabd hnddy
rozpustny pigment.
Zivny§ riist dobry, rub SedivoFluty
agar [12B2]; vzdus$né mycelium a
spory, Zadné barevné pFifaze-
ni vzhledem k chudému riistu;
Zéddny rozpustny pigment.
Bennetiiv riist hojny; rub SedivoZluty
agar [12K3]; sporé vzdu3Sné myce- -
lium a spory (Gy) ZlutoSedé
2de; Z4dny rozpustny pigment.
Agar dobry rist; rub Sedivehnédy
s maledtern [15C8]; Z&dné wzdudné myce-
vépenatym lium nebo sporulace; hnédy
rozpustny pigment, oblasti u
olek se &efi.
Agar s riist chudy, #&dné barevné pfi-
Czapkovym Fazeni vzhledem X 3Spatnému
roztokem rdistu.
Emersonfiv ritst hojny; rub Sedivo¥luty
agar {11715]; Z&dné vzdudné myceli-
um nebo spory; Zadny rozpust-
ny pigment.
Tyrosin rast hojny; rub svétie olivove
agar - hn&dy [14C4); hojné vzdudné
mycelium a spory od (Wi B
{stfed) aZ (Gy) svétlehn¥do-
Sedivé 3fe {okraje); velmi svit-
le hn€d¢y rozpustny pigment.
Trypton- rlist spory, #&dné barevné pii-
-kvasnice fazeni.
agar

NRRL 5758 organismy byly studowény pro

selekci fyziologickych vlastnosti pedie stan-
dardnich postupd. Byly nalezemy nésleduji-
ci vlastnosti a charakteristiky:



209848

21

' Sledované vlastnosti

22
Charakteristiky

piisobeni na miléko

redukce nitratt

Zivnd Zelatina

melaminovy pigment produkce na:

§ikmém agaru styrosinem

Difco peptonu extrakt z kvasnic Sikmy agar
médium s Tryptonem a extraktem z kvasnic
poZadavky na teplotu (ISP médium 2 ex-
trakt z kvasnic, extrakt ze sladu 8ikma
pada)

Vysledk@ testtt vyuZziti uhliku provedené
s grganismem NRRL 5758 jsou uvedeny ni-
%e. Symboly pouZité pro hodnoceni ristu
jsou ndsledujici:

+ dobry rist, pozitivni vyuZiti
(+) chudy aZ pékny rist
(—) slaby rast, pravdépodobn& Zadné vy-
uZziti
— Zadny rist, Zddné vyuZiti

zdroj uhliku hodnoceni

D-glukoza
L-arabintGza
D-xyléza
D-fruktéza
sachar6za
D-mannitol
i-inositol
rhamndza
raffindza
-C kontrola (Zddny sacharid) —

b+ +++

I+ +

Druhy novy A-28086 produkujici organis-
mus, byl odvozen od S. aureofaciens NRRL
5758 sérii prirodnich selekci a.néasledujici
chemickou mutaci. Tento organismus byl
identifikovdn jako NRRL 8092 a je rovnéz
klasifikovdn jako kmen Streptomyces aureo-
faciens Duggar. Tato klasifikace je zaloZe-
na na studiich organismu NRRL 8092, pouZi-
tim diive popsanych klasifikanich metod
pro Streptomyces za podobnych ristovych
podminek. Charakteristiky 'organismu NRRL
8092 pozorované v téchto studiich jsou shr-
nuty v nésledujicich odstavcich.

Charakterizace A-28086 produkujictho kme-
nu NRRL 8092

Morfologie

Na médiu ISP 87 (tyrosin agar) kultura
produkuje prileZitostn& héacky, hlavné vsak
produkuje kratké primé sporofory. Retdzce
spor jsou krat3i neZ 10 spor na Fetézec, ob-
vykle 4 aZ 7 spor na Fetézec. Kratké pFimé
Fetézce spor byly pozorovany v nésleduji-
cich médiich: ISP g3, agar s Czapkovym
roztokem a ISP 5. Hojné coremia byly po-
Zorovany v Emersonové agaru. Pozorovani
elektronovym mikroskopem byla provadéna
na tyrosin-agar (ISP g7) a glukéza-aspara-

mléko peptonuje, bilé ristové krouzky, €ird
mista t¥islové Zlutd, pH reakce 5,7

pezitivni

30 % zkapalnéni za 14 dni

velmi slab& pozitivni (pigment po 4 dnech)
negativni

negativni .
26 az 30°C — dobry rast; 30 az 37 °C vyni-
kajici riist a sporulace; 45 °C mirny vegeta-
tivni rést; Cerveny rozpustny pigment.

gin-agar. Spory jsou hladké a velikost od
1,2 do 2,0 ¢ délky a pramér asi 1,0 u. Prii-
mérnd velikost spor je 1,6 4 x 1,0 w.

Kultivaéni charakteristiky NRRL 8092 na
riiznych médiich

Médium charakteristika

ISP 42 p8kny riist, rub svétle Zluto-
(extrakt hnédy [12H8]; p&kné vzduSné
z kvasnic, mycelium; chudd sporulace;
extrakt vzdugnd Cast svétle Sediva
Z melasy) [11A1]; Z&dny rozpustny pig-

ment.

ISP 43 rist ¥idky; rub kristalovy; Zad-
(ovesnd né vzduSné mycelium; Zadny
mouka) rozpustny pigment.

iSp 84 rist mirny; rub  SedoZluty

(anorganic- [11B2]; sporé vzduSné myce-

ké soli, lium a sporulace; vzdu3na Cast
Skrobovy svétle ZlutoSediva [10A1]; Zad-
agAar) ny rozpustny pigment.

ISe g5 rist mirny; rub svétle Zluty
(glycerol- [10F21; p8kné vzdudné myce-
asparagin lium; spord sporulace; vzdus-

agar) na ¢ast bild [10A1l]; Zadny roz-
pustny pigment.

Tomatovd  rist mirny; rub Sedivé zeleno-
pasta — Zluty; vzdudSné mycelium p8k-
ovesnd né; mirnd sporulace, mirng
mouka — svétle Sedivé [B3A2]; Zadny
agar rozpustny pigment.

Glycerol- rist hojny; SedivoZluty [11E4];
-glycin- mirné vzduSné mycelium, bilé

-agar [10A1]; Zadnéa sporulace; Zad-
ny rozpustny pigment.

Glukosa- rist mirny; rub svétle Zlut§

-asparagin [10F2}; mirné vzduSné myce-

agar lium a sporulace, bilé [10A1];
Zadny rozpustny pigment.

Zivny riist Fidky; rub svétle Zluty
agar [10B2]; Z&dné vzduiné myce-
lium; Zadny rozpustny pigment.
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Médium charakteristika Médium charakteristika
Bonnettv  rist p&kny; rub média Zluto- Tyrosin rist mirny; rub svétle Zluto-

agar riZovy [11A7]; velmi sporé
vzduSné mycelium; Z4dné spo-
rulace; Zadny rozpustny pig-
ment.

Agar riist velmi spory; rub kristdlo-

s maledtem vy, Zadné vzduSné mycelium;

vApenatym Zadny rozpustny pigment.

Agar s rist velmi spory; rub kiistale-
Czapekovym vy; Zddné vzdud3né mycelium;
roztokem Z4dny rozpustny pigment.

Emersonfiv rést mirny; rub SedivoZluty

agar [1115]; skvrny vzdu3ného my-
celia; Zadné sporulace; Zadny
rozpustny pigment.

Sledované vlastnosti

agar hnédy [12H6]; mirné vzdudné
mycelium; svétlé mirné Sedivé
okraje [53A2], stfed témé&r bi-

ly a mirnda sporulace; Zadny
rozpustny pigment.

Trypton- riist velmi spory; rub kfiét’élo-
-kvasnice vy; Z&dné  vzduSné mycelium;
agar Zadny rozpustny pigment.

Organismus NRRL 8092 byl také studovéan
pro selekci fyziologickych vlastnosti podle
standardnich postupdi. Byly nalezeny nésle-
dujici vlastnosti a charakteristiky:

Charakteristiky

plisobeni na mléko

redukce nitratt

Zivné Zelatina

melaminovy pigment produkce na:
S§ikmém agaru s tyrosinem
médiu s tryptonem a extraktem z kvasnic
klinku z karotky

klinku z brambor

PoZadavky na teploty (ISP médium g2 ex-
trakt z kvasnic, extrakt ze sladu, Sikmaé
ptdaj)

Vysledky testl vyuZiti uhliku, provedené
" s organismem NRRL 8092 jsou uvedeny ni-
Ze. Symboly pouZité pro hodnoceni ristu
jsou néasledujici:

-+ dobry riist, pozitivni vyuZiti
(+) chudy aZ pékny rist
(—] slaby rfist, pravdépodobng Z7adné vy-
uziti
— Zadny rist, Zadné vyuZiti

mléko peptonuje (90 %) svitle Zluté rds-
tové krouZky, €ird mista, svétle Zlutd, pH
reakce 4,6

pozitivni

50% hydrolyza za 14 dnd

velmi slab& pozitivni

negativni )

hojny rist, svétle Zluty, Zadné vzdusné my-
celium

hojny riist, Sedobily, Zddné vzdu$né myce-
lium; Z&dné zmény na klinku

25°C — hojny rist; pékné vzdusné myce-
lium; rub svétle hnédy; Zadny rozpustny
pigment

30°C — hojny rist; pgkné vzdu$né myce-
lium; rub svétle hnédy; Zadny rozpustny
pigment :
37°C — hojny rist; p&kné vzdusSné myce-
lium; rub hunédy; rozpustny hné&dy pigment
40°C — hojny rfist; sporé vzduSné myce-
lium; rub Cervenohn&dy; rozpustny pigment
temné &ervenohnédy

45°C — pékny rist; Zddné vzdu$né myce-
lium; rub fervenohnédy; mirny cervenohné-
dy pigment.

zdroj uhliku hodnoceni

D-glukgza

L-arabindza

D-xyloza

D-fruktéza

sacharéza

D-manitol

i-inositol

rhamnéza

raffinéza

-C kontrola (Zadny sacharid)

I ++++

P ++1
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Nékteré charakteristiky kmenéi S. aureo-
faciens produkujicich A-28086 se odliSuji od
charakteristik organismu pepsanéhe Schir-

28

lingem a Gottliebem. Tyto rezdily jsouw shr-
nuté v tabulce I,

TABULKA III

Vyuiiﬁ uhliku NRRL 5758 NRRL 8092 publikovany popis
sacharoza — — +
i-inositol + + -
rhamndéza + + —

30 % b&hem 14 dni
mléko peptonuje,
bilé ritstové krouZky

zkapalinéni Zelatiny
tfinek na mléko

Charakteristiky organismu NRRL 5758,
které jsou odlisné od charakteristiky orga-

50 % bshem 14 dnl
mléko peptonuje svétle omezenéd a proménlivd
Zluté rlistové krouZky

omezené nebo Zadné
peptonace (Casto

Zadna}, omezeny rist
a koagulace

nismu NRRL 8092 jsou shrnuty v tabulce IV.

TABULKA 1V .

Charakteristiky NRRL 5758

NRRL 8092

vegetativni barva

7lutd na nékterych médiich

krémové aZ svétle Zluté
na nékterych médiich
kratké primé sporofory
s pF¥ipadnymi héCky

sporulace nékteré spiralni sporofory na
tomatové pasté s ovesnou
moukou a na anorganickych
solich se Skrobem

ruast na:

rist pékny, hnédy
vanim

maledtu vapenatém

anorganickych solich
se Skrobem

. Benettoveé agaru rub svétle Zluty
Streptomyces aureofaciens kultury pouZi-
vané pro produkci A-28086 antibiotik byly
uloZeny jako &ast sbirky kultur Northern
Marketing ang Nutrition Research Division,
U. S. Dept. of Agriculture, Agricultural Re-
search Service, Peoria, Illinois, 61 604, kde
jsou verejnd dostupné pod ¢isly NRRL 5758

a NRRL 8092. v

Pfedm&tem vyndlezu je zplsob pFipravy
polyetherickych antibiotik A-28086 tvoficich
komplex, sestdvajici z faktoru A, faktoru B
a faktoru D, acylesterdt faktorii A a D obsa-
hujicich 2 aZ 6 atomf@i uhliku v acylu nebo
~jejich fyziologicky vhodayeh soli a zplsobu
izolace A-28086 faktoru A, A-28086 faktoru
B, A-28086 faktcru D a z komplexu anti-
biotik A-28086, ktery se vyznafuje tim, Ze
.se kultivuje Streptomyces aureofaciens
NRRL 5758 nebo Streptomyces aureofaciens
NRRL 8092 v Zivném médiu cbsahujicim asi-
milovatelné zdroje sacharidi, dusiku a anor-
ganickych soli za submerznich aerobnich
fermentatnich podminek pfi teploté od 20
do 40°C a pfi pH od 6,0 do 8,0, aZ je timto
organismem v tomto Zivhém médium produ-
kovéano dostateéné mnozstvi antibiotické ak-
tivity a pfipadné se odd&li komplex anti-
biotik A-28086 od Zivného media, pfipadné
se 7z komplexu antibiotik A-28086 oddéli

mirnd sporulace; vzdusSna
¢ast nafialovéle bila aZ Seda

rust spory €iry, Zaédné
vyCeFovani

Fidka sporulace, vzduSné Cast
svétle ZlutoSedd, rub riZovy
svétle Ziuto3Seda

rub réZovy

s vylefo-

faktory A, B nebo D a nacdeZ se piipadné
prevadsji tyto faktory A, B nebo D v acyl-
derivdty nebo farmaceuticky prijatelné soli.
Zivné médium pouZivané pro rfist Strep-
tomyces aureofaciens NRRL 5758 nebo Strep-
tomyces aurefaciens NRRL 8092 muéZe byt
kterékoli z fady meédii. Pro ekonomickou
produkci, optimélni vytéZek a snadnou izo-
laci produktu jsou v3ak uritd Zivnd meédia
vyhodnd. Tak naptiklad vyhodnym zdrojem
uhlovedik®t pFi fermentaci ve velkém mé-
Fitku je tapioca dextrin a sachardza, i kdyZ
glukéza, kukufiény Skrob, fruktdza, man-
ndza, maltéza, laktsza apod., se mohou rov-
ndZz pouZit. Kukuii¢ny olej, podzemnicovy
olej, séjovy olej a rybi olej jsou jinymi
vhodnymi zdroji uhliku. Vyhodnym zdrojem
uhliku je kasein hydrolyzovany enzymem,
i kdyZ peptony, sGjovd mouka, mouka se se-
men bavlniku, aminokyseliny, jako kyselina
glutamova apod., 1ze také pouZit. Jake Zivné
anorganické soli, které se mohou p¥iddvat
do Zivného média, lze uvést rozpustné soli
poskytujici ionty seodiku, hoi€iku, védpniku,
amonné, chloridové, karbonatové, sulfatové,
nitratové apod. :
Hlavni stopové prvky nutné pro rist a
vivoj organismu musi byt rovnéZ priddny
do Zivného média. Tyto stopové prvky se
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b&Zné vyskytuji jako nedistoty v jinych sloZ-
kdch média v mnoZstvi dostateCném pro
ristové poZadavky organismu.

MiiZe byt nutné pFiddvat mald mnoZstvi,
tj. 0,2 ml/litr, protip&nictho Ginidla, jako je
polypropylenglykol, k fermentaénim meé-
difim ve velkém méfritku, kde p8né&ni se sté-
va prcblémam.

I kdyZ to neni rozhodujici, produkce an-
tibiotika kmeny Streptomyces aureofaciens
produkujici A-28086 se zvySuje pFiddnim
malého mnoZstvi oleje, jako je s&jovy olej.

Pro produkci dostate¢ného mnoZstvi an-
tibiotik A-28086 je vyhodnd submerzni ae-
robni fermentace v tancich. Mald mnoZstvi
A-28086 antibiotik se mohou ziskat z kultur
v tfepacich bailkdch. Vzhledem k Gasovému
zpozdéni béZnému pii produkci antibiotik
ofkovdnim velkych tankd sporami, je vy-
hodné pouZivani vegetativnich ofek. Vege-
tativni ofko se s vyhodou pfFipravuje na-
ofkovanim malého mnoZstvi Zivného média
sporami nebo mycelia organismu a ziskd sz
Cerstvd aktivné rostouci kultura organismu.
Vegetativni ofko se potom pfevede do vel-
kého tanku. Médium pouZité pro riist vege-
tativniho otka méZe byt stejné jako médium
pouZité pro velké fermentace, mohou se
v3ak také pouZit jind média.

Organismus produkujici A-28086 se miZe
nechat ridst pfi teploté pfribliZnd mezi 20
a 40°C. Optimélni A-28086 produkce probi-
ha pri teploté-asi 27 aZ 30 °C.

Pfi aerobnich submerznich kultivadnich

postupech je vyhodné do Zivného média za-
vadét sterilni vzduch. Pro u&inny rdst orga-
nismu je objem pouZitého vzduchu p¥i pro-
dukci v tanku, s vyhodou v&t$i ne¥ 0,1 ob-
jemu vzduchu na objem Zivného média za
minutu, Pro ufinnou produkci A-28086 an-
tibiotik je objem vzduchu p¥Fi produkci v
tanku s v§hodou vé&tsi ne? 0,25 objemu vzdu-
chu na objem Zivného medla za minutu. Vy—
sokd hladina rozpuit&ného kysliku nesniZu-
je produkci antibiotika.
" Produkce antibiotik se miZe bghem fer-
mentace sledovat testovanim vzorkd Zivné-
ho média nebo extraktd z pevnych podild
mycella na antibiotickou aktivitu proti zna-
mym organismim, citlivfym na antibiotika.
]edmm z 'testujicich organismi pouZivanych
pr1 testovéni antibiotik podle vyndlezu je
Bacillus butilis ATCC 6633. Blo»loglcke testy
$e s vyhodou provadéii pomoci papirovych
ko»toucku na agarovych deskach.

* Plivodni pH naofkovaného Zivného média
se pohybuje v rozmezi pouZitého média. O-
becn& pH mé byt v rozmezi 6,0 a¥ 7,5. Hod-
"hota pH pii ukondeni fermentace je obvyk-
1e ponékud vy35i, a to v rozmezi 6,5 a¥ 8,0.
"~ Obecné je antibiotickd aktivita detegova—
telnd druhy den po fermentaci. Maximalni
produkce antibiotické aktivity se obvykle
objevuje Sesty aZ deséty den.
~ Pro produkci za submerznich aerobnich
podminek se vySe popsand A-28086 antibio-
tika mohou izolovat z fermentatniho média
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zpusobem béZné pouZivanym pii fermenta-
cich. Antibiotickd aktivita produkovand bég-
hem fermentace A-28086 produkujicich or-
ganismi se cbjevuje jak ve hmot& mycelia,
tak ve filtrovaném médiu. Maximédlni izola-
ce A-28086 antibiotik se miiZze dosdhnout
tak, Ze se pouZivané metody kombinuji véet-
né filtrace, extrakce a adsorpéni chromato-
grafie. Vyhodnym rozpou$tédlem pro izola-
ce A-28086 antibiotik, jak z celého, tak fil-
trovaného fermentatniho média je ethyl-
acetdt, i kdyZ ostatni, b&%né pouZivana roz-
poustedla jsou dOatateCna

Zejména vyhodnou metodou pro izolace
A-28086 faktorli A, B a D je sniZeni pH ce-
1ého f-ermen:,taéniho média na asi pH 3,0.
PFi tomto pH 3,0 se A-28086 faktory A, B
a D dobfe o0dd8&li od hmaty mycelia filtraci.
Jinou vyhodnou metodou izolaca A-28086
faktord je p¥iddni bikarbcnédtu jako takové-
ho, napfiklad kyselého uhliditanu sodného
k celkovému Zivnému médiu v mnoZstvi asi
1 g na litr. A-28086 faktory se tim s vyho-
dou oddéli od hmoty mycelia ve formé soli.
Pro oddéleni antibiotik od hmoty mycelia
se s vyhodou pouZivd methanol, ale i 'ostat-
ni niZ8i alkoholy a ketony jsou vhodné.

PFi ixolaci antibiotik A-28086 se miiZe s
vyhodou pouZit také azeotropickd destila-
ce. Pfi této metodé se prida k vodnému fer-
mentaénimu médiu organické rozpoustédlo,
které tvorl prisludny azeotrop s vodou. Tato
smés rozpoustédla a média se podrobi azeo-
tropické destilaci tak, aby se 'odstranila ale-
spoil polovina vody z média a zbude smés
vody a rozpoust&dla, ve které A-28086 an-
tibiotika jsou v roztoku v organickém roz-
poustédle. Nerozpustné vedlej$i produkty
se mohou odstranit vhodnym zplisobem, ja-
ko je filtrace nebo centrifugace. A-28086
antibiotika se mohou izolovat z organické-
ho roztoku béZné& zndmym zpisobem, jako
odpafenim rozpoustédla, vysrdZenim pFida-
nim nerozpoustédla nebo extrakei.

Organickd rozpoustgdla, kterd tvori pii-
slusné azeotropické smési s vodou pro pro-
veden! postupu jsou butylalkohol, amylal-
kohol, hexylalkohol, benzylalkohol, butyl-
acetat, amylacetat, 1,2-dichlorathan, 3-pen-
tanon, 2-hexanon, benzen, cyklohexanon to-
luen, xyleny apod

ZEJmena vyhodnd je izolace azeotropic-
kou destilaci v pfipad& velkych fermentad-
nich postupt. Jak voda, tak rozpoustgdlo ji-
mané pFi azeotropické destilaci se mohou
b&Znym zpisobem odd&lit a potom recyklo-
vat pro daldi pouZiti. Takto odd&lend voda
neni kontaminovdna a nevyZaduje &isténi
vdpadnich vod. Takto odd&lené rozpoudtdd-
lo se mtZe recyklovat do postupu.

Dal3i &iSt&ni antibiotik A-28086 zahrnuje
daldi extraktni a adsorp&ni postupy. Jako
adsorpéni materidly se mohou pouZit sili-
kagel, uhli, kiemi¢itan hofe¢naty (Florisil),
apod. -

Alternativng se jako zdroj antibiotik A-
-28086 mohou pouZit pevné latky z kultury,
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vietnd sloZzk média a mycelia, a to bez
extrakce a oddé&leni, s vyhodou v8ak po od-
déleni vody. Napfiiklad po produkei anti-
biotické aktivity A-28086 se Zivné meédium
maZe susit lyofilizaci a misit pfimo do pfed-
smési potravy.

Podle ]meho rysu po produkci A-28086
aktivity v Zivném médiu se mycelium miZe
oddglit a vysuSenim se ziskd produkt, kte-
ry se miZe pifimo priddvat do predsmesi
potravy. Jakmile se mycelium cddestiluje
pro takovéto pouZiti, ziskd se lepSi suchy
produkt pfidanim uhli¢itanu véapenatého
(asi 10 g/1) jako pomocné filtratni hmoty.

Za podminek dosud pouZivanych, diive
pOpsane kmeny Streptomyces aureofaciens
a oznatované jako NRRL 5758 a NRRL 8092
produku]1 antibiotikum A-28086 faktor A ja-
ko prevaizny faktor. I kdyZ pomeér faktort
je promeénlivy v zdvislosti na pouZitych fer-

mentaénich podminkdch, je obecn& mnodz-
stvi faktoru A v&tsi neZ 99 % celkové izo-
lované antibiotické aktivity pri produkci
kmenu NRRL 5758 a vice neZ 80 % celkové
antibiotické aktivity p¥fi produkci kmenu
NRRIL 8092. A-28086 faktor B tvofi témé&r
veskerou zbyvajici antibiotickou aktivitu u
kmene NRRIL 5758 a faktor D je minoritnim
faktorem. Naopak A-28086 faktor D tvoii asi
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8 aZ 10 procent celkové izolované antibio-
tické aktivity u kmene NRRL 8092 a faktor
B je minoritnim faktorem.

Antibiotika A-28086 faktory A, B a D jsou
navzdjem od sebe oddélené sloucemny a
jsou izolovatelné jako individudlni slouce-
niny pouZitim b&Zné zndmych metod, jako
je chromatografie na kolondch, chromato-
grafie na tenké vrstvé apod. Napriklad chro-
matografie na silikagelu se pouZivad pro wd-
dé&leni faktori A, B a D eluci kolony riizny-
mi smé&smi rozpousStédel, jako je smé&s ben-
zenu a ethylacetatu. PouZitim smé&si benze-
nu a ethylacstdtu se z kolony silikagelu nej-
prve eluuje faktor B a pozdéji se eluuji fak-
tory A a D. Chromatografie na tenké vrst-
vé, popsand vySe, je vyhodnou metodou pro
sledovédni délictho postupu.

A-28086 slouCeniny inhibuji rlst bakterii
a plisni, které jsou pathogenni u Zivo€ichll
a rostlin. Relativni mikrobidlni aktivita A-
-28086 faktori A a B je popsdna niZe v ta-
bulce V.

Jako testovaci metoda se s vyhodou po-
uZiva diskovéd diftzni metoda (6 mm vloZ-
ky se namo¢i v roztoku obsahujicim 1 mg
sloudeniny/ml roztoku; vlozky se umisti na
agarové desky naoCkované organismem).

TABULKA V

testovany organismus

A 28086 faktor A

zina inhibice (mm)
A 28086 faktor B

Staphylococcus aureus

Bacillus subtilis ATCC 6633

Carcina lutea ATCC 9341
Mycobacterium avium ATCC 7992
Saccharomyces pastorianum ATCC 2360
Candida tropicalis

Fusarium moniliforme

Podle dal3fho dileZitého rysu inhibuji
sloufeniny A-28086 rfist auerobnich bakte-
rif. Minimalni inhibiéni koncentrace (MIC],
pii které A-28086 faktor A inhibuje rfizné
anerobni bakterie, stanovenoc standardnim
diftznim testem na agaru, jsou shrnuty v
tabulce VI. Inhibini koncentrace se cdeCi-
14 po 24 hodinach inkubace.

TABULKA VI

Testovany orgamsmaus MIC (ug/ml)

Actinomyces bovis <0,5
Clostridium inocuum <0,5
Clostridium perfringens <0,5
Clostridium ramosum 4,0
Clostridium septicum <0,5
Clostridium septicum bovine <05
Eubacterium aerofaciens 1,0
Peptococcus anaerobius <0,5
Peptostreptococcus intermediug 16,0
Propionibacterium acnes 44 16,0

Propionibacterium acnes 79 2,0

19 21

28 31

26 16

12 12

17 —

14 14

12 netestovano
Bacteroides fragilis ssp. fragilis 8,0
Bacteroides fragilis ssp.

thetaiotacmicron 8,0

Bacteroides fragilis ssp. vulkagis 1563 8,0
Bacteroides fragilis ssp. vulgatis 1211 2,0

Fusobacterium symbiosum 0,5
Fusobacterium necrophorum 8,0
Veillonella alcalescens 16,0

Acylestery A-28086 faktoru A s 2 aZ 6
atomy uhliku v acylu maji rovnéZ antibak-
teridlni a fungicidni ucinek. Podle jednoho
rysu maji tyto sloufeniny zvySenou aktivitu
na gram-pozitivni bakterie. Relativni gram-
-pozitivni aktivity uréitych téchto derivatd
byly srovnany s aktivitou faktoru A. Slou-
¢eniny byly testovdny turbidometrickym
zplisobem na poloautomatickém systému

(Autoturk microbiological assay system,

Elanco), popsaném N. R. Kuzel a F. W. Ka-
vanaugh in J. Pharmaceut. Sci. 60 (5], 764
a 767 (1971).

Pri testovani A-28086 antibiotik byly po-
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uZity ndstedujici testovael{ parametry. Stap-
hylecoccus aureus {H-Heatley] NRRL B-314
v Zivném médiu (pH 7}, inkubace 4 hodiny
pFi 37°C. Testované vzorky a standard se
rozpusti ve smést methanol : veda (10:90).
Standardni A-28086 faktor A byl p¥ftomen

v Autoturb @ dopravniku v koncentraci

2, 3, 4, 5 mcg/ml. Testovana slouenina byla
ziedéna tak, aby byla aktivita 3 nebo 4
meg/ml. Relativni aktivity testovanyeh siou-
denin srovnané se standartem jsou nésle-
dujici:

Relativni G*

Sloutenina aktivita

A 28086 faktor A (standard) 1
A 28086-A acetylester 2,5
A 28086-A propionylester 7

A 28086-A n-butyrylester 8
A 280886-A n-valerylester 14
A 28086-A n-kaproylester 20

Jinym diileZitym rysem amtimikrobidlni
aktivity sloufenin A-28086 je alktivita viéi
Mycoplasma druhlim. Druhy Mycoplasma,
také znameé jako organismy obdobné pleu-
ropneumonii (PPLO), jsou pathogenni u lidf
a riznych Zivodichii. Cinidla aktivni vaé&i
PPLO organismiim jsou zejména poZadova-
né v drabeza¥stvi. Minimdlni inhibitni kon-
centrace (MIC) antibiotika A-28086 faktoru
A proti riznym druhiim Myceplasma, stano-
veno in vitro Fedicim testem jsou shrnuty
v tabulce VII. '

TABULKA VII

organismus MIC (mcg/ml)
M. gallisepticum 12,5
M. hyorhinis 12,5
M. synoviae 6,25
M. hypopneumoniae 6,25
M. hyosynoviae 6,25

Roztoky wbsahujici asi 10 mikrogramd an-
tibiotika A-28086 na ml roztoku jsou pouZi-
telné pro dezinfekci povrchu tak, aby zvi-

2
Fata byla chrdnéna pied rdznymi druhy

_ Mycoplasma.

SlouCeniny A-28086 jsou také antivirova
€inidla. A-28086 faktor A jsou aktivni v
typu III poliovirusu, vakeinia virusu, herpes
virusu a Semliki Forest virusu, jak bylo pro-
kdzdno in vitro testem popsanym Siminof-
fem Applied Mierobiolog 9 (1} 86 — 72
(1961). A-28086 fakter A je také aktivni
viiti Transmissible Gastro-enteritis virus,
Newcastle Disease virus, a Infectious Bovi-
ne Rhinotracheitis virus, jak bylo prokézé-
no obdobnymi testy s tkaiovymi kulturami.

Podle jednoho rysu se tedy A-28086 slou-
¢eniny mohou aplikovat orédind, topikalnd
nebo parenterdlné Zivodichim tak, aby byla
dosaZena kontrola vire. UZitetngd dévkova
hladina pro prevenei nebe 16%eni virovich
enemocnéni se pohybuje od asi 1 do asi
5 mg/kg t8lesné hmotmosti Zivodicha, v z&-
vislosti na viru a na tom, zda lék byl apli-
kovan proefylakticky nebe terapeuticky. -

Dale roztoky obsahujici A-28086 slouée-
nink, s vfhodou s povrchovE aktivni latkeu
se mohou pouZit pro dekantaminaci in vitro
mist, kde se viry, jako je polio nebe herpes,
mohou vyskytovat. Roztoky obsahujici od
asi 1 do asi 1500 mecg/ml A-28086 sloudeni-
ny jsou Géinné pfi kontrole vira.

Akutni toxicita antibiotik A-28086 faktoru

‘A aplikovand intraperitonedlnd mysim vy-

jddrena jako LDso je 7,15 mg/kg.

Slouceniny A-28086 jsou také insekticidy
a akaricidy. A-28086 sloudeniny jsou aktivni
vi¢i hmyzu, jako jsou Epilachna varivestis,
Oncopeltus fasciatus, moucha doméct a pro-
ti roztoCim, jako je svilu§ska snevaci p¥i
aplikaci v mnoZstvi asi 500 ppm. Krom# to-
ho A-28086 sloufeniny jsou téinné proti lar-
vam moskytl v mnoZstvi 1 ppm.

Antikokcididln{ aktivita je dileZitou vlast-
nosti A-28086 sloucenin. Napiiklad pokusy
s krmenim vykazuji, e A-28086 sloudeniny
pfitomné v potravé mladych kurat v mnoZ-
stvi 0,003 % zlep3uji hmotnostni piiristek,
v mmnoZstvi 0,005 0, preventivng brani tmrti
a sniZeni poltu zran&ni u kufat, které mo-
hou byt zpfisobeny kokcidii. Vysledky testt
faktoru A u kuFat zplsobenych riznymi
druhy Eimeria jsou shrnuty v tabulkédch
VIII aZ X.
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TABULKA VIII

Aktivita antibiotika A-28086 faktor A proti Eimeria Tenella.

mnoZstvi pocet mortalita hmotnostni pramsérna procenta
v potravé kufrat procenta prirdstek mira redukce
hmotnostni zranéni v mife
procenta zranéni
0,04 10 0 50 0 100
0,02 10 0 82 0,2 95
0,01 10 0 94 0,2 95
infikované
kontroly 20 35 68 3,65 —
normaini :
kontroly 20 0 100 — —
0,2 20 0 84 : 0 100
0,01 20 0 96 0 100
0,005 20 0 91 2,8 27
0,0025 20 10 87 3,85 0
infikované
kontroly 20 40 74 3,85 —_—
normalni
kontroly 20 0 100 — —
TABULKA IX

Aktivita antibiotika A-28086 faktor A proti riiznym Eimeria druh@m?!

infikujict mno#stvi procenta procenta primé&rnd procenta Qocysty  Prosla
organismus antibioti- morta- hmot- mira vesniZeni celkem/ procenta
ka lity nostniho zranéni zransni  /pték sniZeni
v potraveé prirtistku (1 x106°)
% hmot-
nostni
Eimeria acervulina 0,005 0 87 0,75 53 6,15 83
0,0025 0 82 1,25 — 4,91 86
infikované kontroly — 0 63 1,60 — 36,32 —
Eimeria maxima 0,005 0 85 0,2 85 1,95 40
infikované kontroly — 0 65 1,3 — 3,24 —
Eimeria brunatti 0,005 0 88 1,2 — 2,31 58
infikované kontroly — 0 62 1,7 — 5,55 —

1 §tyrikrat opakovano, vidy 5 kohoutkl v kaZdém pokusu
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TABULKA X
Aktivita antibiotika A-28086 faktor A proti smési Eimeria druhtim?!
Infekénf organismus MnoZstvi Procenta Procenta Intesti- procenta primér Cecalni
' antibioti- mortality hmotnost- mnélni sniZeni zranéni
ka hmot- niho p¥i- zranéni precenta
nostni ristku  pramér sniZeni
procenta
E. necatrix a :
E. tenella 0,005 0 0,7 59 1,75 50
infikované kontroly : 20 1,7 — 3,5 —
E. tenella,
E. necatrix,
E. maxima,
E. brunetti,
E. acervulina a
E. mivati 0,01 0 0,4 79 0,9 73
infikované kontroly — 50 1,9 — 3,3 —_
1 gtyFikrat opakovann, 5 kohcutkt v kaZdém pokusu.
Pro prevenci nebo 1é€en{ kokcidigzy u drii- Pirisady g/litr
beZe se ptdkdm aplikuje netoxické antikok-
cididlni mnoZstvi slou€eniny A-28086, s vy- NazHPO4 . 0,316
hodou orédlné na: denni bézi. Sloutenina A- KH2PO4 ‘ 0,152
-28086 se mfiZe podavat mnoha zpiisoby, NaHCOs3 2,260
nejlépe se provadi ve fyziologicky vhodném KC1 0,375
nosici, nejlépe’ s potravou. 1 kdyZ p¥i stano- NaCl 0,375
venf piislu$ného mnoZstvi se musi brat v MgS04 , 0,112
dvahu celd’ Fada faktorfi, aplikované mnoz- CaClz. 2 H20 0,050
stvi sloueniny A-28086 se obecn& pohybuje FeS04.7 H20 0,008
v rozmezi od 0,003 do 0,04 procent hmot- MnSO4 . H20 0,004
nostnich potravy, s vyhodou od 0,005 dc ZnS04 .7 H20 0,004
0,02 procenta. CuS04.5 H20 0,002
Schopnost zlepSovat vyuZitelnost potravy CoClz. 6 H20 0,001

u Zivodichid je dal§im ddleZitym rysem slou-
fenin A-28086. Napfiklad sloufeniny A-
-28086 zlepSuji vyuZitelnost potravy u pfe-
Zvykavch, které majl vyvinuty preZvykavy
Zaludeé&ni systém.

Jak bylo uvedeno vy3e, vyuZitelnost sa-

charidd u preZvykaved se zvy3uje, jestlize

Zalude¢ni fléra preZvykavcl produkuje spi-
Se propionaty, neZ acetdty nebo butyraty.
VyuZitelnost potravy se maZe sledovat sta-
novenim produkce a koncentrace propionéd-
td v Zaludku preZvykavcl nésledujicim zpi-
sobem:

Kapalina ze Zaludku se ziskd z vola chi-
rurgicky zavedenou trubici do Zaludku. Vil
se udrZuje v dobfe Ziveném stavu. Vzorek
Zaludedni kapaliny se procedi pies &tyfi
vrstvy latky pro lisovdni syra a jima se filt-
rat. Cdstetky zbylé na latce se resuspenduji
v dostateéném mnoZstvi fyziologického puf-
ru odpovidajicim objemu phvodni kapaliny
ze Zaludku a tato suspenze se znovu pro-
cedi. PouZity pufr méd nésledujici sloZeni:

jak je popsano Cheng et al. v J. Dairy Sci.
38, 1225—1230 (1955).

Oba filtraty se spoji a nechaji se stdt aZ
se Cdstetkové 14atky oddsli na vrchu. Cird
fdze se oddéli, ziedi stejnym pufrem (1 :1)
a potom se pH upravi na 6,8 az 7,0.

Zi¥ed&nd Zaludetni kapalina (10 ml) se
umist! do 25 ml baiiky s 40 mg vySe popsa-
né potravy a pfidd se 1 mg s6jového protei-
nu a slou€eniny se testuji. Pro kaZdy pokus
se pouZiji €ty¥Fi baiiky. Kromé toho se také
pouZiji dvé skupiny po &tyfech bartikdch
kontrol. Kontrola se pouZije v 0 dobu a kon-
trola po inkubaci 16 hodin. VeSkeré testo-
vaci batiky se inkubuji 16 hodin p¥i 38 °C.
Po inkubaci se mé¥i pH a do kaZdé baiiky
se pridaji 2 ml 25% kyseliny metafosforeé-
né. Vzorky se nechaji usadit a supernatant
se analyzuje plynovou chromatografii na pro-
pionét, acetdt a butyrdt. Aktivni slouéeniny
signifikantn& zvySuji produkci propionatu
oproti kontrolam.
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Vysledky testd jsou statisticky ‘srovnany
s v§sledky kontrol. Tabulka XI ukazuje po-
mér koncentrace tékavych mastnych kyselin
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v pokusnych baitkdch ke koncentraci v kon-
troinich batikéch.

TABULKA XI

Pomér oSetfenych ke kontrole

molarni % molarni % moldrni % celkem VFA

Sloudenina ppm
v 7aludetni  acetdtu butyrdtu  propiondtu mM/1
kapaliné
prezvykavce
A-28086 faktor A 1 0,94 0,87 1,34 1,26
A-28086 faktor B 1 0,97 0,96 1,15 1,29
A-28086 faktor A 1 0,79 0,76 2,04 1,04
acetylester
A-28086 faktor A 1 0,90 0,68 1,73 1,25
propionylester
A-28086 faktor A 1 0,91 . 0,81 1,56 1,19
butyrylester
A-28086 faktor A 1 0,92 0,79 1,55 1,18
valerylester
A-28086 faktor A 1 0,86 0,97 1,57 0,99
kaproylester

Uginnost vyuZiti sacharidit je dédle prokéa-
z&na testy in vivo provedenymi u Zivodichi,
které maji trubici zavedenou do Zaludku
tak, ¥e je moZno vyjmout vzorek obsahu Za-
ludku pfeZvykavce.

Testy uvedené v tabulce XII byly prove-
deny s dosp&lymi voly © hmotnosti asi 450
kg. Dva voli byli krmeni normélni potravou
a Ctyfi voli byli krmeni stejnou potravou,
ke které byl pridan A-28086 faktor A. Ke
kazdému alikvoinimu mnoZstvi (100 ml)
odebrané kapaliny ze Zaludku pfeZvykavce
se pridd 10% Kkyselina metafosforetna (100
ml). Vzorky se nechajl usadit a supernatant
se analyzuje plynovou chromatografii a sta-
novi se koncentrace kyseliny propionové.

Vysledky v tabulce XII udavaji pramérné
procentické zvySeni koncentrace Kkyseliny

propionové v ZaludeCni kapaling z péti dana-
lyz béhem 14denni testovaci periody. Kon-
troly mély pfibliZzné 20 molarnich procent
kyseliny propionove.

TABULKA XII

A-28086 faktor A Procenta zvySeni

(mg/d) cproti kontrole
25 17,4
100 54,0

Dale bylo testy in vivo prokédzédno, Ze A-
-28086 faktor A zvy3uje vyuZitelnost potra-
vy u ovci. Vysledky téchto testli provedené
b&hem 56 dnl jsou shrnuty v tabulce XIII.

TABULKA XIII

A-28086 Podet zvifat Primsrny P¥isun potravy - Potrava/pli- Procento
faktor A denni prirstek (0,45 kg/den) riistek zlepSeni
- (g) na tunu (0,45 kg/den)
potravy ‘
9 13 0,44 3,29 7,40 12
18 13 0,38 3,15 8,31 1

kontrola 17 0,42

3.56 8.38 —
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Slou€eniny A-28086 faktor D jsou protivi-
rovd Cinidla. A-28086 faktor D je aktivni
proti Maryland B viru, typ III polioviru, COE
viru, herpes viru a Semliki Forest viru, jak
bylo prokédzéano testy in vitro popsanymi Si-
minoffem Applied Microbiology 9 (1), 66—
72, (1961). A-28086 faktor D je také aktivni
vii€i Transmissible Gastroenteritis viru New-
castle Disease viru a Infection Bovine Rhi-
notracheitis- viru, jak bylo proké&zédno ob-
nymi testy s tkanovymi kulturami.

Fakt, Ze A-28086 faktor D sloufeniny jsou
aktivni jak v0Q&i virdm, tak proti anerobnim
bakteriim &ini tyto sloufeniny zejména vy{-
hiodné pro 1éfeni nebo prevenci enteritisu
u kufat, vepfového a hovéziho dobytka a
ovci. A-28086 faktor D sloufeniny jsou také
pouZitelné pro léfeni enterotoxemie u pie-
Zvykavci.

Antikokcididlni aktivita je dfileZitou vlast-
nosti A-28086 faktoru D sloufenin podle vy-
ndlezu. Pokusy in vitro prokéazaly antikokci-
didlnt aktivitu A-28086 faktoru D proti Eime-
ria tenella. Byla pouZita nésledujici metoda
(pro bliZ$i viz L. R. McDougald a R. B. Gal-
loway v Exper. Parasitology 34, 189—196
[1973]).

Hostitelské bunécné kultury byly pifiprave-
ny b&Znym zplsobem pouZitim Leightono-
vych trubic, plastickych misek nebo desek
nebo jinych vhodnych nddob pro kultury.
Po dvou aZ t¥idennim rdstu ve vhodném
Zivném médiu (Eagleho minimé&lni zdkladni
médium, hydrolyzat laktalbuminu v Earle-
ho nebo Hankové vyvdZeném solném rozto-
ku, médium 199 apod.]) w©bvykle vznikne
vhodnad monovrstva, kterd je vhodné pro in-
fekci a testovédni 1é¢iva. Pro tyto studie se
jako primérni kultura pouZivaji builky z ku-
Fecich ledvin.

Zivotaschopné cocyty Eimerie tenella se
ziskaji z fekdlil infikovanych kuifat a pred
pouZitim se Cisti a sterilizuji. Oocyty sporu-
luji inkubaci p¥i teplct& mistnosti a za pro-
bubldvani vzduchu suspenzi nebo jemnym
tfepanim v t¥epafce nebo jinym zphsobem.
Pro prevenci bakteridlniho nebo plisiiové-
ho ristu b&hem sporulace se pouZivd dvoj-
chroman draselny nebo kyselina sirové (ne-
bo jind chemikélie).

Excystace infikovanych sporozoit z oocyt
se provddi kombinaci mechanického rozbiti
stény oocytu a potom plisobenim trypsinu a
soli ZluBovych kyselin se indukuje uvolné&ni
sporozitll ze spor.

Bunééné Kkultury se infikuji zavedenim
Zivotaschopnych sporozoitéi do Zivné néddo-
by. Testované chemické slouteniny se zava-
déji soufasné nebo za sebou v poZadované
koncentraci v 10 04 dimethylformamidu ve
fyziologickém solném roztoku. Konec testu
je inhibice asexudlnich vyvojovych stadii a
stanovuje se mikroskopickym sledovanim
fixovanych kultur a barevnych 95 hodin po
infekci. Vysledky jsou udédvany jak aktivni
(A), inaktivni (N) nebo cytotoxické (C) po-
dle pritomnosti nebo nep¥itomnosti schizon-
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td druhé generace a pi{padné toxicity na
bunéénou monovrstvu.

Antikokcidialni aktivita A-28086 faktor D
prokazand timto testem je shrnuta v tabul-
ce VII. ’

TABULKA VII

Antikokcidi&lni aktivita antibiotika
A-28086 faktor D
Koncentrace Hodnoceni
A-26086 faktor D
(mcg/ml)

5

1

0,2
0,4
0,03
0,02
0,01
0,008

P
QaQ
Q

I+
Z > e

* vysledky dvou testil.

Jinym uZitednym rysem sloutenin A-28086
faktor D je jejich schopnost zlep$it vyuZi-
telnost potravy u pieZvykavced s vyvinutym
preZvykavym Zaludkem. Mechanismus pro
vyuZiti hlavni Zivné &€ésti (sacharid@]) po-
travy preZvykavcl je dob¥e zndm. Mikro-
organismy v Zaludku pFeZvykavcl degraduji
sacharidy na monosacharidy a potom pie-
vddé&ji tyto monosacharidy na pyruvédtové
slouCeniny. Pyruvdty se metabolizuji mikro-
bidlnimi postupy na acetdty, butyraty nebo
propionéty, dohromady zndmé jako t&kavé
mastné kyseliny (VFA). Pro bliZs§i diskusi
viz Leng ,,Physiclogy of Digestion and Me-
tabolism in the Ruminant“, Phillipson et al.,
Eds., Oriel Press, Newcastle upon Tyne,
England, 1970, str. 408—410.

Relativni Géinnost vyuZiti t&kavych mast-
nych kyselin je diskutovdna v McCullou-
ghem v Feedstuffs, 19. VI. 1971, str. 19; Es-
keland aj., v J. An. Sci. 33, 282 (1971);
Church aj., v ,Digestive Physiology and
Nutrition of Ruminants®, Vol. 2, 1971, str.
622 a 625. I kdyZ acetaty a butyraty se rov-
néZ vyuZivaji, propionéty se vyuZivaji s vét-
$im ufinkem. D&le jestliZe je dostupné pou-
Ze malé mnoZstvi propionétu, vyviji se u Zi-
volichlt ketdéza. Vyhodou sloudenin podle
vyndlezu je tedy stimulace produkce vy$si-
ho podilu propiondtd ze sacharidi a tim
zlep8eni vyuZiti sacharidd a také sniZeni
p¥ipadl ketdzy.

Aktivita téchto vhodnych sloutenin se mi-
Ze stanovit sledovdnim a&inku na produkeci
a koncentraci propiondtovych sloudenin u
preZvykavcll pouZitim stejnych metod jako
pro faktor A vyse. ' :

Vysledky testdl jsou statisticky srovnatel-
né s vysledky kontrol. Tabulka VIII ukazuje
pomér koncentrace t&€kavych mastnych ky-
selin v barikdch oSetfenych A-28086 fakto-
rem D ke koncentraci kontrolnich banék.
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TABULKA VIII
A-28086 D mcg/ml Molarni % - Molédrni % Moldrni % Celkem VFA
acetétu butyréatu propionétu mM/1
1,0 0,8715 0,7973 1,7981 1,1979
0,3 0,8976 0,8726 1,5871 1,0630
Sloudeniny jsou typicky u€inné pii zvy- SloZka MnoZstvi
$ovani propiondtu a tak vyuZitelnost je vys-
§i pfi aplikacich davek preZvykavcim, v agar ’ 2
rozmezi od 0,05 mg/kg/den do asi 5,0 mg/ dextrin 1

/kg/den. Nejvyhodndjsi vysledky byly dosa-
Yeny, jestliZe se aplikuje mnoZstvi od 01
mg/kg/den a¥ asi 2,5 mg/kg/den. Vyhodnym
zpiisobem aplikace sloudenin je primiseni
do potravy Zivocicha, av8ak mohou se poda-
vat i jinym zpfisobem, napiiklad ve formé
tablet, ndpoji, pilulek nebo kapsli. Formu-
lace téchto riiznych davkovych forem se
provadi b&zné zndmymi metodami pouZiva-
nymi ve veterindrni praxi. Kazda individu-
4lni ddvkova jednotkova forma muZe wbsa-
hovat kvantum sloufenin p¥imo vztaZené na
prislugnou denni dévku zvifete.

Sloudeniny A-28086 se mohou pouZit do
smisi krmiv upravenych pro vykrm dobyt-
ka, které zahrnuji krmivo a od 1 do 30 gra-
mi sloudeniny na tunu.

Jak je znadmo, krmivo dobytka je odliSné
od jinych krmiv, naptiklad krmivo pro drii-
beZ. Krmivo pro dobytek obsahuje hrubou
pici, jako jsou napiiklad slupky z baviné-
nych semen, a kukuFi€nou sildZ. Kromé& toho
krmivo dobytka obsahuje velké procento
G4sti od 15 do 20 procent neproteinovych
zdrojd dusfku. B&Znym neproteinovym zdro-
jem je mocCovina.

Jak bylo popsdno vySe, sloueniny jsou
antivirova ¢inidla a jsou také a€innd proti
aerobnim bakteriim, zejména Clostridium
perfringens. Sloufeniny A-28086 jsou proto
vyhodné pro léfeni a prevenci enteritis u
kurat, vepfového a hovéziho dobytka a
u ovci. Sloudeniny A-28086 jsou také pouZi-
telné pro lé¢eni enterotoxemie u preZvy-
kavci.

Vynalez je bliZe objasnén v nédsledujicich
piikladech.

Priklad 1

A. Fermentace A-28086 v tfepanych
baiikdch za pouZiti S. Aureofaciens
NRRL 5758

Pfipravi se kultura Streptomyces aureo-
faciens NRRIL 5758 a udrZuje se na Sikmé
ptde agaru ndsledujiciho sloZeni:

hovézi extrakt
extrakt z kvasnic
destilovana voda

0g
0g
enzymem hydrolyzovany kasein 2 g
2 g
2g

Sikma pfida se naotkuje Streptomyces au-
reofociens NRRIL 5758 a naoCkovand sikmé
piida se inkubuje Sest aZ deset dni pfi 30°C.
Zrald $ikméd kultura se prevrstvi hovézim
sérem a sterilni Kklitkou se seSkrabe tak,
aby se uvolnily spory. Vznikld suspenze ze
spor a fragmentit mycelia v hovézim séru
se lyofilizuje do Sesti pilulek.

Jedna takto pFipravena pilulka se pouZije
pro naotkovdni 50 ml vegetativniho média
nésledujiciho sloZeni:

SloZka MnoZstvi
s6jové otruby 15 g
kukufiény vyluh 10 g
CaCOs 2 g
voda do 1 litru

Naotkované vegetativni médium v 250ml
Erlenbeyerové baiice se inkubuje 72 hodin
pFi 30°C na tfepacce s posunem 5 cm pFi
250 otadc¢kéach za minutu.

B. Fermentace A-28086 v tanku za pouZiti
S. aureofaciens NRRL 5758

Pro ziskdni vétS§iho objemu ofka se 10 ml
inkubovaného vegetatniho média popsaného
vySe pouZije pro naotkovani 400 ml druhé-
ho stupné vegetativniho ristového média,
které mé stejné sloZeni jako vegetativni mé-
dium. Toto médium druhého stupné v 2litro-
vé baiice se inkubuje 24 hodin p¥i 30°C na
tfepafce s posunem 5 cm a 250 otdCkami za
minutu.

Vegetativnl médium druhého stupné (1
litr} se pouZije pro naotkovdni 100 litrd
sterilniho produk&niho média a nésledujici-
ho sloZeni:
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SloZka MnoZstvi
Tapioca dextrin 60,0 g/l
enzymem hydrolyzovany kasein 8,0 g/l
melasa - 15,0 g/1
MgS04.7 H20 0,5 g/1
. CaCoOs 2,0 g/l
Eist&ng sGjovy olej 5,0 g/l
deionizovand voda do 1 litru

Médium mélo po sterilizaci 30 minut v au-
toklavu p¥i 120 °C a tlaku 0,103 MPa a¥
1,373 MPa, pH 6,7. V 165litrovém fermentag-
nim tanku se inkubované produk&ni mé-
dium nechd 10 dnd fermentovat pri teplotd
29 °C. Fermenta¢ni médium se provzduiiiuje

sterilnim vzduchem v mnoZstvi 0,4 objemu

vzduchu na objem Zivného média za minu-
tu. Médium se michd konven&nim micha-
dlem rychlosti 250 otaek za minutu.

P¥iklad 2

A28086 antibiotika se produkuji postu-
pem podle p¥ikladu 1, ale pro baiiky se po-
uZ{vd produk&ni médium nasledujiciho slo-
Zeni:

Siozka Mno#stvi
glukdza 10 g/
melasa 20 gN
pepton 5 g/t

" CaCOs 2 gn

& voda . do 1 litru

P ri k 1 ad 3

Iz‘o-l‘ace A-28086 komplexu anfibivotik
produkovanych S. aureofaciens NRRL 5758

Celé fermentadni médium (132 1} zfskané
metodou popsanou v pifkladu 1 se filtruje
pi‘es tiltra&ni pomocnou hmotu (Hyflo Su-
per-cel, diatomickd hlinka), a ziskd se 97
litr@t filtrovaného média. Filtrované médium
sé extrahu]e asi stejnym wobjemem ethylace-
tétu. Ethylacetatovy extrakt se odd&li od
vodné fdze 'a potom zahusti na objem asi
500 ‘ml:’ Tento -zahudtény ethylacetatovy ex-
trakt se p¥idd k velkému prFebytku petrol-
etheru (Skelly Solve F, asi 10 1), aby se tak
vysréZel neZadouct materlél Oddéleny filt-
rat 'se odpafi ve vakuu a ziskd se podil A-
-28086 komplexu antibiotik (6,9 g) pfitom-
ny v médiu.

Cédst A-28086 komplexu antibiotik obsa-
Zend v myceliu se ziskd dvojndsobnou ex-
trakci odfiltrovaného mycelia asi polovié-
nim objemem methanolu (62 1 a 59 1). Oba
methanolické extrakty se spoji a zahusti ve
vakuu tak, aby se odstranil methanol. Po
tomto zahuSténi zbude asi 10 litri vodné
faze. Tato vodnd fdze se upravi na pH 7,5
zFedénym vodnym roztokem hydroxidu sod-
ného. Vznikly roztok se dvakrat extrahuje
stejnym objemem ethylacetdtu (9 1 a 10 1).
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Ethylacetatové extrakty se spoji a potom
zahusti na objem asi 400 ml. Zahu§t&ny
ethylacetdtovy extrakt se pFid4d k velkému
prebytku petroletheru a odstrani se neZ4-
douci materidly postupem popsanym vyse
pro zahuStény extrakt z média. Z filtratu

se ziskd Cast A-28086 komplexu antibiotik
pfitomnd v myceliu o hmotnosti 20,6 g.

Priklad 4

Izolace A-28086 individudlnich faktori

AaB

Cast A-28086 komplexu antibiotik pF{tom-
nd v myceliu {235 g, pripravend postupem
podle pfikladu 3) se rczpusti v 86 ml ben-
zenu. Tento benzenovy roztok se aplikuje
na kolonu silikagelu (9 x 130 cm, 8 1, sili-
kagel Matheson Grade 62). Kolona se elu-
uje riznymi poméry smési benzen-ethylace-
tat. Eluce se sleduje chromatografii na ten-
ké vrstvé. Sm¥si benzen-ethylacetat (90:

:10) se nejprve eluuje faktor B a izoluje se
]ako individudlni faktor. Faktor B (43 mg)
se krystaluje ze smési aceton—wvoda a mé
teplotu tani 150 aZ 153 °C.

Dal3i eluci smé&si benzen-ethylacetdt, za
zvySujictho se pomé&ru pfitomného ethylace-
t4tu ve smési se eluuje faktor A; frakce ob-
sahujici faktor A se spoji a zahust{ ve va-
kuu. Odparek se rozpusti v acetonu [as!
150 ml) a k roztoku se pfid4 voda (asi 150
ml}.

Vznikl4d smés se upravi na pH asi 3 pfi-
dénim 1N Kkyseliny chlorovodikové. Okyse-
lenad smés se michd asi jednu hodinu a bs-
hem této doby se vyloufi sraXenina. Tato
sraZenina se odfiltruje a pFekrystaluje z
acetonu (asi 150 mi) po pfidani vody (asi
60 m!). Produkt se su¥{ ve vakuu pFes nec
a ziskd se faktor A (asi 8,8 g). Po C4sted-
ném odpafen! acetonu z filtrdtu se ziskd
druhy podil faktoru A (asi 1,2 g].

Pfiklad 5
A-28086 — faktor A acetylester

Antibiotikum A-28086 faktor A {74 g) se
rozpusti v pyridinu (150 ml). K tomuto roz-
toku se pFidd anhydrid kyseliny octové (50
ml). Vznikly roztok se dokonale smfs{ a
potom nechd stat pfes noc pii teplotd mist-
nosti.

Poté se za michéni pfidé voda (200 mi) a
smés se nechd stat 4 hodiny pfi teplotd mist-
nosti. VysréZi se bild pevnd l4tka, kterd se
odfiltruje, promyje vodou a vysu$i na vzdu-
chu. Vznikl4 pevné l4tka se rozpusti v ace-
tonu (100 ml) a acetonovy roztok se odpa-
f1 k suchu ve vakuu (tato operace se opa-
kuje tFikrat). Ziskany odparek krystaluje ze
smési acetonu (100 ml) a vody (50 ml) a
ziskd se A-28086 faktor A acetylester (6,14
g) teploty tani 100 aZ 103 °C.
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Pi¥iklady 6 aZ 9

Antibiotikum A-28086 faktor A propionyl-
ester se piipravi reakci faktoru A s an-
hydridem kyseliny propionové v pritomnosti
pyridinu, postupem podle prikladu 5. Pro-
dukt maé teplotu tani 96 aZ 98 °C.

Antibiotikum A-28086 faktor A n-butyles-
ter se pripravi reakci faktoru A s anhydri-
dem Kkyseliny n-méselné v pfitomnosti pyri-
dinu, zptisobem podle prikladu 5. Produkt
mé teplotu tédni 79 az 81 °C. ‘

Antibiotikum A-28086 fakior A n-kapro-
nylester se ptipravi reakci faktoru A s an-
hydridem n-kapronové kyseliny postupem
podle prikladu 5. Produkt md teplotu tdni
163 aZ 167 °C.

Antibiotikum A-28086 faktocr A n-valeryl-
ester se pPipravi reakci faktoru A s anhyd-
ridem kyseliny valerové v pFitomnosti pyri-
dinu postupem podle pPikladu 5. Produkt
mé teplotu tani 173 aZ 175 °C.

Priklad 10
PFiprava sodné soli A-28086 faktoru A

Antibiotikum A-28086 faktor A (500 mg)
se rozpusti v acetonu (50 ml}. K tomuto
roztoku se piidd voda (50 ml) a 5N rozto-
kem hydroxidu sodného se pH roztoku upra-
vi na 10,5 aZz 11. Vznikly roztok se michd
jednu hodinu a potom se extrahuje ethyl-
acetdtem. Ethylacetdtovy extrakt se odpafi
ve vakuu k suchu. Odparek se srézi z roz-
toku aceton-voda a ziskd se 378 mg sodné
soli A-28086 faktor A teploty tani 120 aZ
123 °C.

Priklady 11 aZ 15

Barnatd stl A-28086 faktor A se pripravi
z antibiotika A-28086 faktor A (500 mg) a
nasyti se hydroxidem barnatym, pouZitim
metody podle ptikladu 10. Ziska se 369 mg
barnaté soli A-28086 faktor A, teploty téni
188 az 190 °C.

Draselna sil antibiotika A-28086 faktor A
se pFipravi z antibiotika A-28086 faktor A
(500 mg) a 5 N hydroxidu draselnéha pouZi-
tim metody podle plikladu 10. Zisk& se 363
mg draseiné soli A-28086 faktor A, teploty
tani 165 aZ 167 °C.

Cesnd siil antibiotika A-28086 faktor A se
pripravi z antibiotika A-28086 faktor A (500
mg) a 1 N hydroxidu cesného, pouZitim pc-
stupu podle prikladu 10 a ziskd se 540 mg
cesné soli A-28086 faktor A teploty tani 190
aZz 210°C.

Sodné sll antibiotika A-28086 faktor B a
5 N hydroxidu sodného postupem podle pii-
kladu 10.

Priklad 16

Fermentace A-28086 v tf¥epanych batikdch
pouZitim S. aureofaciens NRRL 8092
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Kultura Streptomyces aureofaciens NRRL
8092 se pfipravi-a udrZuje na Sikmém agaru
nésledujictho sloZeni:

SloZzka MnoZstvi
KzHPO4 2 g
MgS04.7 H20 025 g
NH4NO3 2 8
CaCOs 25 g
FeS04.7 H20 0,001 g
MnClgz. 7 Hs0 0,001 g
ZnS04.7 H20 0,001 g
glukéza 10 g
agar 20 g
deionizovand voda do 1 litru
pH (neupravené) 7,7

Sikméa piida se naoCkuje Streptomyces au-
reofaciens NRRL 8092 a naotkovana $ikmé
ptida se inkubuje sedm dnli p¥i 30°C. Do-
zrdld Sikma kultura se pfevrstvi sterilnim
hovézim sérem a seSkrdbne se sterilni klié-
kou, aby se . ze S8ikmé -kultury pripravila
suspenze spor a mycelia. Vznikld suspenze
se lyofilizuje do maximdlné 3esti tabletek.

Jedna lyofilizovand tableta piipravena
timto zplisobem se pouZije pro naotkovéni
50 ml vegetativniho média nésledujiciho
sloZeni:

SloZka " MnoZstvi
glykéza 20 g
sGjovad mouka 15 g
kuku¥i€ny vyluh 10 g
CaCOs 2 g
voda do 1 litru

pH upraveno na pH 6,5 zfedénym NaOH

NaoCkované vegetativni médium v 250 ml
Erlenmeyerové batice se inkubuje pii 30°C
48 hodin na rotadni t¥epacce s 250 otécka-
mi za minutu p¥ posunu 5 cm.

Inkubované vegetativni médium popsané
vyse (0,5 ml, 1 %) se pouZije pro naodko-
vani 50 ml fermentativniho média nésledu-
jiciho sloZeni:

Slozka ' MnoZstvi

Tapioca dextrin ' 60,
enzymem hydrolyzovany kasein
enzymaticky hydrolyzat kaseinu
CaCOs3

MgSO04. 7 H20 ,
Blackstrap melasa 15,
¢istény sdjovy olej ,0
voda do1l1
pH (neupraveno 6,6

o O

0
,0
,0
0
5
0

b
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Priklad 17

Fermentace A-28086 v tanku-za pouZiti

S. aureofaciens NRRL 8092 ‘
PoCateéni postup popsany v piikladu 16

pro fermentaci A-28086 v t¥epané baiice se



2098438

45

také pouZije pro fermentaci v tanku. Pro
pFipravu velkého objemu otka se 10 ml na-
oCkovaného vegetativniho média pouZije pro
naoCkovédni 400 m! druhého stupné vegeta-
tivniho média stejného sloZeni jako prvni
vegetativni médium. Toto médium druhého
stupné v Zlitrové Erlenmeyerové batice se
inkubuje pFi 30°C po 24 hodin na rotadni
tfepacce pri 250 otdckach s posunem 5 cm.

Toto inkubované vegetativni médium dru-
hého stupné (800 ml) se pouZije pro naoé-
kovani 100 litrG sterilniho fermentadniho
média ndsledujiciho sloZeni:

SloZka MnoZstvi
Tapioca dextrin 60,0 g/l
enzymem hydrolyzovany kasein 6,0 g/1
enzymaticky hydrolyzat kaseinu 2,0 g/l
CaCOs3 2,0 g/l
MgS04. 7H20 0,5 g/l
Blackstrap melasa 15,0 g/l
¢istény séjovy olej 5,0 mg/l
voda do 1 litru

Meédium po sterilizaci v autoklavu p¥i
121°C 30 minut a p¥ tlaku 0,103 aZ 0,1373
MPa méd pH 6,8 + 0,1. Ve 185litrovém fer-
mentadnim tanku se produk&ni médium na-
ofkuje a fermentuje se 10 aZ 12 dnfi pf¥i
28 1 1°C. Fermentatni médium se pro-
vzdusituje sterilnim vzduchem v mnoZstvi

0,4 objemi na objem Zivného média za mi- "

nutu. Médium se michd b&Znym michadlem
s 300 otdaCkami za minutu.

Priklad 18

Antibjotika A-28086 se produkuji postu-
pem podle prikladu 17, ale v tfepatkdch a
tanku se pouZije produkéni médium nésle-
dujiciho sloZeni:

SloZka MnoZstvi
Tapioca dextrin 30,0 g/l
glukoza 15,0 g/l
enzymem hydrolyzovany kasein 3,0 g/l
enzymaticky hydrolyzat kaseinu 1,0 g/l
extrakt z Kkvasnic 2,5 g/l
CaCOs3 2,0 g/l
MgS04 . 7H20 1,0 g/
Blackstrap melasa 15,0 g/l
CiStény soéjovy olej - 5,0 mg/l
voda do 1 litru

Médium po sterilizaci v autokldvu, jak je
popsédno v prikladu 17, ma pH 6,4.

Priklad 19

Izolace A-28086 komplexu antibiotik produ-
kovaného S. aureofaciens NRRIL 8092

Fermenta¢ni médium (60 1) ziskané me-
todou popsanou v piikladu 17 se upravi na
pH 3 pfidanim zFfed&né HCl. Vznikly roztok
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se plefillruje pouZitim filtraéni pomocné
latky (Hyflo Super cel, diatomicka hlinka).
Oddéleny filtraéni kold® mycelia se extra-
huje 30 litry methanolu a za michéni se
prida 1,56 kg NaHCO3. Po oddg&leni tohoto
extraktu se kold¢ mycelia znovu extrahuje
dalsimi 30 litry methanolu. Dva methano-
lické extrakty se spoji a zahuitdnim ve va-
kuu se odstrani methanol. Zbyly vodny roz-
tok (asi 7 litri) se upravi zfeddnou Kyse-
linou chlorovodikovou na pH 7,5. Vznikly
roztok se dvakréat extrahuje ethylacetdtem
(7litrové davky). Ethylacetatové extrakty
se spoji a zahudtdnim ve vakuu se ziska
olejovity odparek. Olejovity zbytek se roz-
pusti v 1500 ml acetonu. K tomuto aceto-
novému roztsku se pfidd voda (1500 ml).
Vznikly roztok se upravi na pH 3 zfedg-
nou Kkyselinou chlorovodikovou a smés se
michd jednu hodinu. Vznikla sraZenina se
odd@ll filtraci a potom se rozpusti v aceto-
nu (1500 mil) a k roztoku se pridd 400 ml
vody. Vznikly roztok se nechd stdt 16 ho-
din, pfifemZ produkt vykrystaluje. Vzniklé
krystaly se odfiltruji a vysuSenim ve vakuu
se ziskd 74 g surového krystalického pro-
duktu obsahujictho A-28086 faktory A a D
a jiné krystalické nedistoty.

Tento surovy krystalicky produkt (40 g)
se rozpusti v asi 250 ml benzenu. Benze-
novy roztok se potom nanese na kolonu
silikagelu (9 x 120 cm silikagelu Grace-Da-
vidson grade 62). Kolona se eluuje postup-
né 40 litry nésledujicich rozpoustédel:

1. benzen

2. benzen : ethylacetdt (9:1)
3. benzen : ethylacetdt (4:1)
4, benzen : ethylacetédt (7:3)
5. benzen : ethylacetat [1:1)
6. ethylacetat

7. methanol

Jimaji se frakce po 1 litru. KaZd4 frakce
se testuje na aktivitu va&i Bacillus subtilis
a chromatografii na tenké vrstvd. A-28086
se eluuje smési benzen : ethylacetat (4:1),
A-28086 faktor B se eluuje sm&si benzen :
: ethylacetat (7:3). A-28086 faktory A a D
se eluuji ve frakcich smési benzen : ethyl-
acetat (7:3 a 1:1), frakce 119.a% 156. Tyto
frakce se spoji a odpafi k suchu ve vakuu.
Takto ziskany odparek se rozpusti v aceto-
nu (500 ml). K acetonovému roztoku se p¥i-
déd voda (500 ml) a vznikly roztok se upra-
vi na pH 3 zF¥ed&nou kyselinou chlorovodi-
kovou a michd se jednu hodinu. Vznikla
sraZenina se odfiltruje a krystaluje se ze
smési aceton (500 ml) — wvoda (180 ml].
Takto vzniklé krystaly se odfiltruji a vysu-
Senim ve vakuu se ziskd 20,1 g smdsi A-
-28086 faktory A a D.

Prfiklad 20

Oddéleni a &iSténi jednotlivych faktord A
abD
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Krystalickd sm&s A-28086 faktory A a D
ziskané v prikladu 18 (18,8 g) se rozpusti
v benzenu {50 ml}. Benzenovy roztok se
nanese na kolonu silikagelu (7 x 100 cm,
silikagel E-Merck grade 60, jemng&jsi neZ
230 mesh ASTM]. Kolona se eluuje rychlos-
t{ 90 ml za hodinu postupné nésledujicimi
rozpoustédly:

12 litrQi benzenu
12 litrfi sm8&si benzen/ethylacetdtu (9:1)
12 litr@t smési benzen : ethylacetdtu (4:1)
. 32 litr@t smési benzen : ethylacetdtu (7:3)
. 10 litr@ methanolu

Gl 00 N

Postup eluce se sleduje chromatografii na
tenké vrstvé celulézy (celuléza, na hlini-
kiové podloZce) a bioautografil za pouZiti B.
subtilis. Pro chromatografii se pouZivaji na-
sledujici systémy rozpoustédel: voda : me-
thanol : aceton (12:3:1), pfiCemZ pH rozto-
ku se nejprve upravi na 10,5 roztokem
NH4«OH a poté na pH 7,5 kyselinou chloro-
vodikovou.

A7 do detekce biologické aktivity se ji- .

maji jednolitrové aZ dvoulitrové frakce a
potom se jimaji 200 ml frakce. Frakce ob-
sahujici pouze  A-28086 faktor D se spojl
a odpaPi ve vakuu na odparek. Tento odpa-
rek se krystaluje ze smési aceton-voda (1:1].
Krystaly se odd&li a vysusi ve vakuu. Ziska
se 140 mg krystalického A-28086 faktoru D.

Frakce obsahujici A-28086 faktor D se
stopou A-28086 faktoru A se zpracuji stej-
nym zplisobem a ziskd se dalSich 150 mg
krystalického A-28086 faktoru D obsahuji-
ctho malé mnoZstvi A-28086 faktoru A.

Frakce obsahujici pouze A-28086 faktor
A se také zpracuji stejnym zpassbem a zis-
kéd se 4,7 g krystalického A-28086 fakto-
ru A.

P¥iklad 21
A-28086 antibiotika se produkuji postu-

pem podle prikladu 16, ale pouZije se Sik-
ma plida nédsledujiciho sloZeni:

Slozka MnoZstvi
hovézi extrakt 200 g
dextrin 20,00 g
extrakt z kvasnic 2,00 g
enzymaticky hydrolyzat kaseinu 400 g
CoClz2. 6H20 0,02 g
agar 20,00 g
deionizovand voda do 1 litru
pH upraveno na 7,0 KOH
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a inkubace naocCkované Sikmé piddy se pro-
vadi pfi 28 °C sedm dnd.

Pifiklad 22
Antibiotika A-28086 se produkuji postu-
pem podle prikladu 17, ale jako médium

pro produkci v baiikdch se pouZije médium
nésledujiciho sloZeni:

SloZka MnoZstvi
Tapioca dextrin 80 g/l
enzymem hydrolyzovany kasein 15,0 g/1
Blackstrap melasa 15,0 g/l
uhligitan vapenaty 2,0 g/l
siran amonny 1,0 g
siran hotednaty 0,5 g/l
¢istény s¢jovy olej 46 g/l

Priklad 23

Antibictika A-28086 se produkuji postu-
pem podle piikladu 21, ale jako vegetativni
médium tFetiho stupné se pouZije médium
nésledujiciho sloZeni:

SloZka ) MnoZstvi
Cereldza 20,0 g/l
kukufiény vyluh (vlhka védha) 10,0 g/l
sdjové otruby 15,0 g/l
CaCOs3 2,0 g/l
kvasnice 2,0 g/l
cukrovkovd melasa 50 g/l
Priklad 24

Kufeci krmivo modifikované A-28086 pro
kontrolu kokcididzy

VyvazZené, vysoce vydatné krmivo pro ku-
Fata s rychlym piirGstkem véhy se pfipravi
podle nésledujiciho predpisu:
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sloZky % kg
rozemletd Zlutd kukufice 50 453,86
sGjovd mouka bez slupek extrahovana

rozpoustédlem jemné& rozemlet4,

50 % proteint 31,09 272
Zivofi§ny tuk (hovézi 1{j) 8,5 57,9
susSend rybi moucka s rozpustnymi podily

(60 % proteinu) 5,0 45,3
lihovarsky vyluh z kukufice 4.0 36,3
fosforetnan vapenaty 1,8 16,3
vhli¢itan vépenaty 0,8 7,2
vitaminova predsmés (obsahujici vitaminy

A, D, E, K a Bi12 cholin, niacin, pantho-

thenovou kyselinu, riboflavin, biotin s

glukézou jako nosifem) 0,5 4,5
pFedsmés stopovych prvk@i (MnSO4, ZnO,

K], FeS0q4, CaCO03) 0,2 1,6
2-amino-4-hydroxymdéselnd kyselina (hyd- )

roxyanalogy methioninu) 0,1 0,9
A-28086 faktor A 0,01 , 0,09

Tyto ldtky se smisi postupem bé&Zn& po-
uZivanym pro mifeni krmiv. KufFata se krmi
timto krmivem a vodou ad libitum a jsou
chranénd proti propuknuti kokcidioézy; hmot-
nostni prirtistek je srovnatelny s kuFaty bez
kokcidiozy, kterda byla krmena obdobnou
dietou bez sloudenin podle vynalezu.

sloZky

Priklad 25

Krmivo pro hovézi dobytek, zlepSend
A-28086

VyvéZené, vysoce hodnotné krmivo pro
hovézi dobytek se p¥ipravi nédsledujicim zpd-
sobem:

% kg

jemné& rozemletd kukufice 67,8 615,0
rozemleté kukuriéné klasy 10 90,7
dehydratovand vojt&skova mouka,

17 % proteinfl 5 453
s6jovd mouka bez slupek
extrahovand rozpoustédlem, 50 0 proteini 9,8956 90,68
melasa ze t¥tiny 5 45,3
modcovina 0,6 5,4
A-28086 faktor A 0,0044 0,0397
fosforednan védpenaty 0,5 4,5
uhliditan védpenaty 0,5 4,5
chlorid sodny 0,3 2,7
pfedsmés stopovych prvki 0,03 0,27
pfedsmés vitamind A a D2* 0,07 0,63
pfedsmeés vitaminu E** 0,05 0,45
propionat védpenaty 0,15 ' 1,3

* obsahujici na 0,45 kg 2000000 m. j. vitaminu A, 227 200 m. j. vitaminu Dz a 385,7 g

s6éjového krmiva s 1 % oleje;

** kukufi¢na lihovarskd vysuSend zrna s vyluhy obsahujici 20 000 m. j. d-e-tokoferyl-

acetatu na 0,45 kg.
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SmiSené krmivo se lisuje do peletek. Pri-
mérna denni ddavka krmiva v mnoZstvi 6,7
kilogramu na zvife obsahuje asi 300 mg A-
-28086 faktoru A na zvire za den.

P¥iklad 26

Acetylderivaty A-28086 faktoru D

Antibiotikum A-28086 faktor D se rozpus-
ti v pyridinu. Pfidé se stechiometrické mnoZ-
stvi acetanhydridu a vznikly roztok se pro-
michd a potom nechd stat pii teploté mist-
nosti pres noc. :

Poté se prida prebytek vody, smés se pro-
michd a necha stat nékolik hodin pri teplo-
t& mistnosti. Vznikla sraZenina se odfiltru-
je, promyje vodou a vysu$i. Vznikld pevnd
latka se promyje vodou a vysuSi. Pevny po-
dil se rozpusti v acetonu a odpafi ve vakuu
k suchu. Ziskd se tak acetylderivat A-280806
faktoru D.

Piiklady 27 aZ 30

Propionylester antibiotika A-28086 fakto-
ru D se pfipravi reakci A-28086 faktoru D,
s anhydridem Kkyseliny propionové v pil-
tomnosti pyridinu postupem podle pfikia-
du 26.

n-butyrylester antibiotika A-28086 faktoru
D se pripravi reakci A-28086 faktoru D s
anhydridem n-mdselné kyseliny v p¥itom-
nosti pyridinu, postupem podle piikladu 26.

n-Kapronylester antibiotika A-28086 fak-
toru D se pPFipravi reakci A-28086 faktoru
D s anhydridem kyseliny kapronové v pri-
tomnosti pyridinu, postupem podle piikla-
du 26.

n-Valerylester antibiotika A-28086 fakto-
ru D se piipravi reakci A-28086 faktoru D
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s anhydridem Kkyseliny valerové v pritom-
nosti pyridinu, postupem podle prikiadu 26.

Priklad 31
PFiprava sodné soli A-28086 faktor D

Antibiotikum A-28086 faktor D se rozpusti
v acetonu. Pridda se ekvivalentni mnoZstvi
vody a dostateéné mnoZstvi SN hydroxidu
sodného, aby pH roztoku bylo asi 11. Vznik-
1y roztok se michd asi jednu hodinu a po-
tom se extrahuje ethylacetdtem. Ethylaceta-
tovy extrakt se odpafi ve vakuu a ziskd se
sodnd stil A-28026 faktoru D.

Priklady 32 aZ 34

Draselnd s@il antibiotika A-28086 faktoru
D se pripravi z A-28086 faktoru D a 5N hyd-
roxidu draselného postupem podle prikla-
du 31.

Barnata s@l antibiotika A-28086 faktor D
se pripravi z A-28086 faktoru D a nasyce-
ného roztoku hydrsxidu barnatého pouZi-
tim metody podle p¥ikladu 31.

Cesnd sl antibiotika A-28086 faktoru D
se pripravi z A-28086 faktoru D a 1N rozto-
ku hydroxidu cesného pouZitim metody po-
dle prikladu 31.

Priklad 35

Kufeci krmivo obsahujici A-28086 faktor D
prio kontrolu kokcididzy

VyvéaZené, vysoce vydatné krmivo pro ku-
Fata s rychlym piirtstkem vahy se pFipra-
vi podle néasledujiciho predpisu:

SloZky % kg
rozemleta Zlutd kukufice 50 453,6
séjovd mouka bez slupek, extrahovand roz-

poustédlem, jemn& rozemletd, 50 % pro-

teint 31,09 272,0
Zivo€isny tuk (hovézi 11j) 6,5 57,9
suSend rybi -moudka s rozpustnymi podily

(60 % proteinl) 5,0 45,3
lihovarsky vyluh z kukufice 4.0 36,3
fosforetnan védpenaty 1,8 16,3
uhlifitan vdpenaty 0,8 7,2
vitaminova ptedsmés (obsahujici vitaminy

A, D, E, K a Big, cholin, niacin, pantho-

thenovou kyselinu, riboflavin, biotin,

s glukézou jako nosiCem) 0,5 4,5
pFedsmés stopovych prvkli MnSO4, ZnQO, K],

FeS04, CaCO3 0,2 1,8
2-amino-4-hydroxymaéselné kyselina :

(hydroxyanalogy methioninu) 0,1 0,9
A-28086 faktor D 0,01 0,09
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Tyto latky se simisi postupem b&Zné po-
uZivanym pro miSeni krmiv. Kufata se krmi
timto krmivem a vodou ad libitum a jsou
chrdn&nd proti propuknuti kokcidibzy;
hmotnostni pfirQistek je srovnatelny s ku-
Faty bez kokcididzy, kterd byla krmena ob-
dobnou dietou bez slou€enin podle vynéle-
zu,

209848
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Pfiklad 36

Krmivo pro hovézi dobytek obsahujici
A-28086 faktor D

VyvéaZené, vysoce hodnotné krmivo pro
hovézi dobytek se pfFipravi nésledujicim

zplsobem:

SloZky: % kg
jemng rozemletd kukufice 67,8 615,0
rozemleté kukufi¢né klasy 10 50,7
dehydratovand voijt&Skova mouka,

17 % proteinti 5 45,3
s¢jova mouka bez slupek
extrahovand rozpou$tédlem, 50 % protemu 9,9956 90,68
melasa ze tftiny 5 45,3
modcovina 0,6 5,4
A-28086 faktor D 0,0044 0,0397
fosforenan véapenaty 0,5 4,5
uhli€itan védpenaty 0,5 45
chlorid sodny 0,3 2,7
pFedsmés stopovych prvki 0,03 0,27
prfedsmés vitamini A a D2* 0,07 0,63
predsmés vitaminu E** 0,05 0,45
propiondt vapenaty 0,15 1,3

* obsahujici na 0,45 kg 2000000 m. j. vitaminu A, 227 200 m. j. vitaminu Dz a 385,7 g

s6joveho krmiva s 1 %% oleje;

** kukuFi¢nd lihovarskd vysuSend zrna s vyluhy, obsahujici 20000 m. j. d-e-tokofe-

rylacetdtu na 0,45 kg.

SmiSené krmivo se lisuje do peletek. Pri-
mérnd denni ddvka. v mnoZstvi 6,7 kg na

Zvife obsahuje asi 300 mg A-28086 faktor D
na zvife za den.

PREDMET VYNALEZU

1. Zpisob piipravy polyetherickych anti-
biotik A-28086 tvoficich komplex, sestdva-
jici z faktoru A, faktoru B a faktoru D, acyl-
esterti faktori A a D obsahujicich 2 aZ 6
atomt uhliku v acylu nebo jejich fyziolo-
gicky vhodnych soli a zplisobu izolace A-
-28086 faktoru A, A-28086 faktoru B, A-
-28086 faktoru D z komplexu antibiotik A-
-28086, vyznafeny tim, Ze se kultivuje Strep-
tomyces aurecfaciens NRRL 5758 nebo Strep-
tomyces aureofaciens NRRL 8092 v Zivném
médiu obsahujicim asimilovatelné zdroje sa-
charid, dusiku a anorganickych soll za
submerznich aercbnich fermentacnich pod-
minek pfi teplotd od 20 do 40°C a pii pH
od 6,0 do 8,0, aZ je timto organismem v
tomto Zivném médiu produkovano dostatec-
né mnoZstvi antibiotické aktivity a pripad-

né se oddsli komplex antibiotik A-28086 od
Zivného média, prfipadné se z komplexu an-
tibiotik A-28086 odd&li faktory A, B nebo D
a naCeZ se pfipadng& prevadé&jl tyto faktory
A, B nebo D v acylderivdty nebo farmacsu-
ticky pfijatelné soli.

2. Zplsob podie bodu 1 vyznafeny tim,
Ze se komplex z Zivného média extrahuje
polarnim organickym rozpoustédlem, takto
vznikly roztok se zahusti a koncentrat se
pfidéa k prebytku petroletheru, aby se vysra-
Zely necistoty, nafeZ se filtrac{ a odpafe-
nim filtrdtu ziskd komplex antibiotik A-
-28086.

3. Zptsob podle bodu 1 vyznadeny tim,
Ze faktory A, B nebo D se oddgli ze Zivného
média sniZenim pH Zivného média na hod-
notu 3, naceZ se prislusné faktory odfiltruji.

8 listll vikresii

Severografia, n. p., zdvod 7, Most
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