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Je pops4n zlepSeny zpiisob fermentace pro piipravu
pseudomonové kyseliny A (mupirocinu). Metabolicky fizeny
zpiisob fermentace se tyka kultivace kmene Pseudomonas sp.
v médiu submerznim zpisobem pfi teplot pfiblizné mezi 20
a% 30 °C. Hodnota pH fermenta$niho média je upravovana
tak, aby byla p¥iblizn& 5,5 aZ 6,0, a to pfiddvéanim zdroje
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vysoce purifikované pseudomonové kyseliny A jako hlavni
slozky. Pseudomonova kyselina B jako neZadouci pfimés ve
fermentadnim médiu je vyznamné sniZena.
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METABOLICKY RIZENY ZzPUSOB FERMENTACE PRO VYROBU PSEUDOMONOVE

KYSELINY

Odkaz na souvisejici p¥ihlasku

Tato p¥ihlaska si podle 35 U.S.C. §119 (e) narokuje
prospéch =z prozatimni patentové piEihlasky Spojenych Statl
&. 60/299 927, podané 21. &ervna, 2001, jejiZ obsah je cely
zahrnut v tomto textu.

Oblast techniky

Pfedkiédany vyndlez 'se tykd metabolicky ¥izeného zplsobu
fermentace pro vyrobu pseudomonové Kkyseliny. Konkrétné se
pfedkléddany vynadlez tykd zplsobu fermentace pro vyrobu
pseudomonové kyseliny A regulaci hodnoty pH fermentacniho
kultivaéniho média prostfednictvim toho, Ze se do média
ptidava dextréza, mineralni sal, jako je napfiklad chlorid

vépenaty, kysely roztok nebo alkalicky roztok.

Dosavadni stav techniky'

Pseudomonova kyselina A, také znadmd Jjako mupirocin,
p¥edstavuje hlavni sloZku pseudomonoveé kyseliny. Pseudomonové
kyselina A byla poprvé objevena autory- A. T. Fuller et al.
V roce 1971 [Nature, 234, 416, 1971]. Pseudomonovad kyselina A
ma nésledujici chemicky néazev a obchodni néazvy: [2S-[2 alpha
(E), 3 bleta, 4 bletd, 5 alpha [2R*, 3R* (1R*,2R*)]]1]1-9-[[3~-
methyl—l—oxo—4—[tetrahydro—B,4—dihydroxy—5—[[3—(2—hydroxy—1—
methylpropyl)oxiranyl]methyl]—2H¥pyran—2—yl]—2—butenyl]oxy]—
nonanova kyselina, pseudomonové kyselina A, trans-pseudomonova

kyselina, BRL-49104, Bactoderm, Bactroban a Turixin.




Pseudomonovéa kyselina ma topickou antibakteridlni

terapeutickou aktivitu.

Pseudomonova kyselina A (Mupirocin)

Pseudomonovd kyselina A Je silné antibiotikum proti

Gram(+) baktériim * (Staphylococcus aureus, Streptococcus

pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae)

a nékterym Gram(-) baktériim (Haemophilus influenzae,
Neisseria gonorrhoeae) [A. Ward, D. M. Campoli-Richards:
Drugs, 32, 425-444, 1986]. Ma se =za to, Ze mechanismus
plsobeni zahrnovat inhibici enzymu isoleucin-tRNA syntazy,
ktery ovliviluje syntézu peptidd v Dbaktériich [J. Hughes
a G.Mellows: Biochem. Journal, 191, 209-219, 1980]. Popisy
z uvedenych literdrnich odkaz jsou v plném znéni =zahrnuty

formou odkazu.

V soucdasnosti je pseudomonovd kyselina vyrdbé&na kultivaci
Pseudomonas sp. Obvykly dadvkovaci systém pouzivajici tzv.
»fed-batch™ technologii zahrnuje  zasobovani Zivinami na
zaCatku zpusobu fermentace bez regulace pH a koncentrace
Zivin. \Y% disledku fluktuace hladiny pH a deplece
(spot¥ebovani) Zivin béhem zpusobu fermentace ,fed-batch™,
vyté&Zek pseudomonové kyseliny je <casto sniZen. Soucasné
zvydeni mnoZstvi neZddoucich p¥imési Casto predstavuje hlavni

nevyhodu ,fed-batch™ technologie.

Existuje trvald pot¥eba =zlepsit =zpusob- fermentace pro




pripravu pseudomonové  kyseliny, obzvlasté zvy3it  stupen
&istoty produktu pseudomonové kyseliny A (napf. podstatné

snizZit neZidouci p¥imés pseudomonové kyseliny B).

Podstata vyndlezu

Podle jednoho aspektu p¥edklddany vyndlez poskytuje
zlepSeny zpUsob vyroby pseudomonové kyseliny obsahuijici kroky:
a) ptipravy fermentacéniho média obsahujiciho

mikroorganismus produkujici pseudomonovou kyselinu,
b) regulace pH fermentaé¢niho média a
c) ziskani pseudomonové kyseliny z fermentacniho média.

Podle dal3iho aspektu pfedkladany vyndlez poskytuje ucinny
zplisob vyroby pseudomonové kyseliny, ktera dosahuje vysokého
stupng& ¢&istoty (tj. pomér neZadouci pfimési pseudomonoveé
kyseliny B k pseudomonové Kkyseliné A je men3i nez 3 %).
p¥edklddany vynadlez tedy poskytuje Vzlepéeny a ekonomicky
zplisob ~ fermentace pro vyrobu zvySeného vytéZku vysoce

purifikované pseudomonové kyseliny A.

Podle dal3iho aspektu ptredkladany vynadlez poskytuje zpusob
fermentace pro vyrobu pseudomonové kyseliny s pouZitim kmene
Pseudomonas sp. Deponovaného pod &islem kéddu NCAIM (P)B 001235
\% Nationél Collection of the Agricultural and Iﬁdustrial
Micro-organisms.

Podle dal3iho aspektu predkladany vyndlez poskytuje zpusob
fermentace, pf¥idem#? pH fermentaniho kultivacniho média vje
upraveno tak, aby bylo ptibliZné 5,5 az 6,0 v prabéhu
fermentace. Nejvyhodn&ji je pH fermentacniho média regulovano
na priblizZné 5,7.

Podle dal3iho aspektu predkléadany vyndlez poskytuje zpusob




fermentace pro vyrobu pseudomonové kyseliny, kde pH Jje
regulovano zdsobovanim fermentac¢niho kultivacéniho média
zdrojem asimilovatelného uhliku. Vyhodné  je zdroj

asimilovatelného uhliku dextrdza.

Podle daldiho aspektu predkladdany vynadlez poskytuje zpusob
fermentace pro vyrobu pseudomonové kyseliny, kde dextréza Je
udrzovan v hlading mensi neZ p¥ibliZn& 0,5 $ ve fermentacnim
médiu b&hem produkéni faze.

Podle daldiho aspektu predkladany vynadlez poskytuje zpusob
fermentace pro vyrobu pseudomonové Kkyseliny, kde fermentacéni
kultura Je =zésobovédna roztokem obsahujicim alespon 0,1%

chlorid vapenaty (CaCl;) b&hem produkéni faze fermentace.

Podle daldiho aspektu pfedkliddany vyndlez poskytuje zpusob
fermentace pro vyrobu pseudomonové kyseliny, kde pH
fermentadniho kultiva&niho média je regulovéno zasobovanim
fermentadniho média alkalickym roztokem a/nebo kyselym
roztokem.

Podle daliiho aspektu ptredkladany vyndlez poskytuje zplsob
fermentace pro optimdlni kombinaci zasobovani dextrbdzou a
kyselym roztokem. Pfedkléddany vynalez poskytuje optimdlni
kombinaci zasobovéni dextrézou a kyselinou, kterd mizZe
stimulovat biosyntézu pseudomonové kyseliny béhem fermentace

a zabranit represivnimu G&inku nadbytku zdroje uhliku v médiu.

Podrobny popis vynalezu

Neni-1li uvedeno jinak, termin "%" se tyk& % hmotnostniho
(hmotnost/hmotnost), termin "vvm" oznacuije ,Objem
vzduchu/objem fermentadniho média/minuta™, "HPLC" se tyka

vysokoudinné kapalinové chromatografie. Termin "dextrdéza" se

také tyka glukdzy.




Jak se v tomto textu pouZiva, termin "submerzni kultura"
se tykd fermentadni kultury, kterd je tekuta kultura s
michinim a provzdudiiovanim, termin "fed-batch technologie" se
tykd zpusobu fermentace, kde Jjedna nebo vice sloZek Zivin
(nap?. zdroj uhliku nebo sul) jsou dodany jako zasoba pouze na
za&adtku fermentadniho procesu, "metabolicky ¥izend" fermentace
se tykd =zpusobu fermentace, bé&hem kterého je regulovéana
spot¥eba zdroje uhliku nebo dusiku, "produkZni faze" se tyké
obdobi fermentace, b&hem kterého jsou biosyntetizovany
poZadované molekuly a "logaritmicka faze" se tykd obdobi
fermentace, bé&hem kterého se mikroorganismus mnozi
logaritmickym zpusobem.

Jak se v tomto textu pouZiva, termin "minerdlni stl" se
tykd soli biologicky  dalezitého prvku a stopového prvku.
Vyhodn& je siran hofecnaty pouzivan jJako minerdlni sGl, ktera
slou?i pro regulaci pH a m& nékteré dals3i pfidatné Gc¢inky.

Nejvyhodn&ji je jako minerdlni stl pouZit chlorid védpenaty.

Jak se v tomto textu pouZivéa, termin "asimilovatelny" se
tykd daného mikroorganismu, ktery ma enzymovy systém- pro
absorpci ¥ivin a spotfebu nebo pouZiti nebo rozloZeni takovych
Zzivin pro pouzZiti v biosyntéze komplexnich slozZek
mikroorganismu.

Vyhodny mikroorganismus produkujici pseudomonovou kyselinu
pro provadé&ni zplisobu fermentace podle vyndlezu Jje kmen
Pseudomonas sp. Jiné mikroorganismy produkujici pseudomonovou
kyselinu zahrnuji Pseudomonas sp. Progenies, jeji ptrirodni
varianty a mutanty. Nejvyhodné&ji Jje pouzZit kmen Pseudomonas
sp. Deponovany pod ¢islem kédu NCAIM (P)B 001235 v National

Collection of the Agricultural and Industrial Micro-organisms.

vyhodné Jje pH fermentainiho meédia regulovano tak, Ze
pseudomonova kyselina A Jje zvySena a pseudomonova kyselina B

je sniZena (tj. pomér neZadoucl piimési pseudomonové kyseliny




B k pseudomonové kyseliné& A je mensi nez 3 %). Vyhodnéji je pH
fermenta&niho média regulovano na hladinu pH pfibliZné mezi

5,2 a? 6,2. Nejvyhodn&ji, pH fermentadniho média je pH 5,7.

Vyhodn& je kmen Pseudomonas sp. pestovén v kultivacénim
médiu submerznim zptsobem (submerzni kultura). Vyhodné je
fermentaéni kultivace provadd&na p¥i teploté v rozmezi 20 az
30 °cC.

Aby se regulovalo pH fermentacni kultury, jedno vyhodné
provedeni zahrnuje zésobovéni zdrojem asimilovatelného uhliku
do fermentadniho kultivaéniho média. Vyhodné provedeni zdroje
asimilovatelného uhliku Jje dextrdéza. V souladu s tim,
zAsobovani dextrézou slouzi Jjako zdroj uhliku a jeji
meziprodukty a kone&né produkty &asto sniZuji pH fermentacniho
média. Nejvyhodn&ji Jje =zasobovani dextrézou jJe udrZovdno Vv
hlading menZi neZ p¥ribliZn& 0,5 % dextrdézy ve fermentalnim

médiu b&hem produkéni faze.

Dals8i vyhodnd& provedeni zdroje asimilovatelného uhliku

zahrnuji glycerol, rostlinné a Zivo&isné oleje a tuky.

KdyZz je pouzit glycerol pro zdsobovani fermentacniho
kultivadniho média jako zdroj asimilovatelného uhliku, nema
dostatedny G&inek na redukci pH fermenta¢niho média. V souladu
s tim je &asto pouZit kysely roztok pro soucasné zasobovani
fermentadniho média, aby byl dosaZen optimalni u&inek. Vyhodné
kyselé roztoky zahrnuji HCl, HNO; a HzSO,. Nejvyhodnéji Jje
kysely roztok HCI.

KdyZ dje pH fermentac¢niho kultivac¢niho média nizké,
alkalicky roztok je &asto pouZit pro zasobovani fermentacniho
média, aby dosdhlo optimalni hladiny pH. Vyhodné, alkalicky
roztok pouZity pro zésobovani fermentac¢niho média zahrnuje

NaOH a KOH. Nejvyhodné&ji je alkalicky roztok NaOH.

Daldi vyhodné provedeni pro regulaci pH fermentacniho




kultivaéniho média zahrnuje zdsobovani  minerdlni soli.
Vyhodn&, je pro =zasobovédni fermentacniho kultivaéniho média

pouZit roztok chloridu vépenatého. Vyhodn&ji je pouZit O0,3-

0,8% (hmotnost/hmotnost) roztok chloridu vapenatého.
Nejvyhodnéji je  pouZzZit 0,1% (hmotnost/hmotnost) roztok

chloridu vapenatého.

Zptsob podle vynalezu je detailnéji zndzornén
v nasledujicich p¥ikladech, které rozsah vyndlezu nijak

neomezuji.

Priklady provedeni vynélezu{

Pr¥iklad 1

Nasadové Hlavni fermentacni

médium, g/l |[médium, g/l
Monohydrat dextrézy 20 20
Sojova mouka - 50
Glycerin 5 10
Kuku¥i¢ny vyluh - 5
Chlorid sodny 0,5 5
Chlorid draselny 0,5 -
Uhli&itan vépenaty 4 5
Siran amonny 2 -
Dihydrofosforeénan draselny 0,4 -
Chlorid manganaty x 2H;0 0,03 -
Siran hofeénaty 0,4 -
Slune&nicovy olej 2 10
NaOH, HCl upraveni pH upraveni pH
pH pfed sterilizaci 7,0-7,2 6,5+0,3




Kultivace Pseudomonas sp. v nasadovém médiu

Nasadové médium (bez dextrédzy) bylo pripraveno v 60litrové
naddobé&. Pripravené nésadové médium (p¥iblizZn& 40 1litrd) bylo
sterilizovédno po dobu p¥ibliZné& 45 minut pri teploté& pfibliZné
120 °cC.

Roztok dextrézy byl pFfipraven oddélené. PH roztoku
dextrézy bylo upraveno s pouZitim chlorovodikové kyseliny na
p¥ibliZn& 4,0-5,0. Roztok dextrézy byl sterilizovan po dobu
pfibliZn& 25 minut pfi teploté p¥ibliZné 120 °C. Sterilizovany
roztok dextrézy byl p¥idadn do nésadového média, aby se doséhlo
koncentrace dextrézy 20 gm/l.

Kmen Pseudomonas sp. (tj. NCAIM(P)B 001235) byl inokulovan
do sterilizovaného nésadového média (pfibliiné 500 ml). Kmen
Pseudomonas sp. Byl ponechadn rust v nasadovém médiu, dokud
nedosdhl logaritmické rtstové faze. Kultivace pseudomonas byla

provdd&na s nasledujicimi parametry:

Teplota: ptibliZné& 251 °C,

Hydrostaticky tlak: p¥ibliZné 4004100 kPa (0,4%+0,1 bar),
Rychlost miché&ni: p#iblizné& 400 ot/min (rpm),

Stupefi provzdudifiovani: pfibliZné 0,5 vvm.

Celkovy &as na nésadové stadium byl 24 hodin.

Kultivace Pseudomonas sp. Ve fermentaénim médiu

Hlavni fermentadni médium bylo pFipraveno ve 300 litrové
nadob&. Pripravené hlavni fermentaéni médium (ptiblizné 200
litrd) bylo sterilizovadno po dobu p¥ibliZné 45 minut p¥i

teplot& priblizZné& 120 °C.




Roztok dextrdzy byl pripraven oddélené. PH roztoku
dextrézy bylo upraveno s pouZitim chlorovodikové kyseliny na
pfibliZn& 4,0-5,0. Roztok dextrézy byl sterilizovéan po dobu
pfibli%n& 25 minut v p#ibliZné 120 °C. Sterilizovany roztok
dextrézy byl pfidén do hlavniho fermentacniho média.

Poté, co bylo ptfipraveno hlavni fermentac¢ni médium, bylo
priddno nésadové médium obsahujici kmen Pseudomonas sp. Po
jeho nésadovém stadiu. Pom&r ndsadového stadia k hlavnimu

fermentadnimu médiu byl p¥iblizZné 10 % (hmotnost/hmotnost) .

Kultivace fermentacniho média byla .provédéna S

nasledujicimi parametry:

Teplota: p¥ibliZn& 25%1 °C,
Stupefi provzduditiovédni: pfiblizné 0,5-1,0 vvm,
Rychlost michani: p¥ibliZn& 300-600 ot/min (rpm), a

Hydrostaticky tlak: p¥ibliZné& 500 kPa (0,5 bar).

Jak rychlost michani tak stupefi provzduSiovani byly
upraveny ve vyZe uvedeném rozsahu, aby se reguloval rozpudtény
kyslik na konstantni hladiné 30 % v pribé&hu celého zplsobu
fermentace.

Trvadni kultivace fermentadniho média bylo p¥ibliZné 64
hodin. JestliZe nastalo pé&né&ni média, byl bé&hem fermentace do
fermentadniho média pfidén dalsi olej.

VYTEZEK: dosaZeny vyt&Zek pseudomonové kyseliny A byl
pribliZn& 2,056 pg/g fermentacniho média, jak bylo zmé&feno
prost¥ednictvim HPLC. Bylo =zji%téno, Ze nezadouci primés

pseudomonové kyseliny B je pribliZné 18 % (hmotnost/hmotnost)

pseudomonové kyseliny A.
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Urdeni obsahu a &istoty pseudomonové kyseliny A a pseudomonove
kyseliny B:

Urceni obsahu a ¢&istoty pseudomonové kyseliny A a
pseudomonové kyseliny B bylo zaloZeno na testovaci metodé
podle USP 24. Test na ureni obsahu a Cistoty byl provadén
prostfednictvim HPLC, ve které byly vyhodnoceny prislusné
koncentrace pseudomonové kyseliny A a pseudomonové kyseliny B,

a také hmotnostni pom&r pseudomonové kyseliny A a pseudomonové
kyseliny B.

Chromatograficky systém zahrnoval:

Kolona: LiChrosper 100 RP-18,5 m, 250-4,

Detektor: UV 229 nm,

Rychlost prutoku: 0,7 ml/minuta,

Injikovany objem: 20 pl, a

Mobilni faze: P¥iprava vhodné sm&si s pH 6,3, fosfatovy pufr

(0,05 M dihdrogenfosforenan sodny) a acetonitril (75: 25).

Standardni roztok:

Navazky pseudomonové kyseliny A a pseudomonoveé kyseliny B byly
vlozeny do 100 ml volumetrické bafiky, pak nasledovalo p¥idani
25 ml acetonitrilu za vzniku sm&si, smé&s byla nafedéna
fosfatovym pufrem (pH 6,3) a pak byla michéna. Vysledna

koncentrace standard byla pfibliZné 100 ug/ml.

Doba: ptiblizZné 15 minut.

Pfiprava vzorku fermentac¢niho média:

5 ml mupirocinového fermentadni média bylo preneseno do
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10,0 ml volumetrické banky a nared&no ethanolem (96%),
ultrasonikovadno po dobu 20 minut,

stoden po dobu 15 minut p¥i 5,000 ot/min (rpm),

1,0 ml supernatantu byl nafedén 10,0 ml s mobilni féaze,

zfiltrovédno pfres Millipore filtr (0,45 um).

Pfiklad 2

Nasadové Hlavni fermentadni

médium, g/1 |médium, g/1
Monohydrat dextrdzy 20 20
Sojova mouka - 50
Glycerin 5 10
Kukuf¥i¢ny vyluh - 5
Chlorid sodny 0,5 5
Chlorid draselny 0,5 -
Uhli&itan vépenaty - 3
Siran amonny 2 -
Dihydrogenfosforecnan 0,4 -
draselny
Chlorid manganaty x 2H20 0;03 -
Siran hoteclnaty 0,4 -
Slune&nicovy olej 2 10
NaOH, HC1 upraveni pH upraveni pH
pH pfed sterilizaci 7,0-7,2 6,5%0,3

Kultivace Pseudomonas sp. v nasadovém médiu

Nisadové médium (bez dextrézy) byl pfipraveno v 60 litrove

nadobé&. Pripravené nasadové médium (ptiblizZné& 40-60 litrd)
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bylo sterilizovadno po dobu p¥ibliZné 45 minut pfi teploté
p¥ibliZn& 120 °C.

Roztok dextrézy byl pripraven oddé&lené&. Hodnota pH roztoku .
dextrézy byla upravena s pouzZitim chlorovodikové kyseliny na
p¥iblizn& 4,0 aZ 5,0. Roztok dextrézy byl sterilizovan po dobu
p¥ibliZné& 25 minut v pribliZné 120 °C. Sterilizovany roztok
dextrézy byl pfiddn do nasadového média tak, aby koncentrace
dextrézy byla 20 gm/1.

Kmen Pseudomonas sp. (tj. NCAIM (P) B 001235) byl
inokulovan do sterilizovaného né&sadového média 500 ml. Kmen
Pseudomonas sp. byl ponechdn rist v nésadovém médiu dokud
nedoséhl logaritmické radstové faze. Kultivace Pseudomonas byla

provddéna s nasledujicimi parametry:

Teplota: p¥ibliZné& 251 °C,

Hydrostaticky tlak: p¥ibliZné& 40 - 100 kPa (0,4 £ 0,1 bar),
Rychlost miché&ni: p¥ibliZné& 400 ot/min (rpm) a

Stupefl provzdu$ilovani: p¥ibliZné 0,5 vvnm.

Celkovy &as na ndsadové stadium byl 24 hodin.

Kultivace Pseudomonas sp. ve fermentac¢nim médiu

Hlavni fermentadni médium bylo p¥ipraveno do 300 litrové
nadoby. Pfipravené hlavni fermentacni médium (ptiblizné 200
litra) bylo sterilizovdno po dobu p¥ibliZn& 45 minut pfi
teplot& p¥ibliZn& 120 °C.

Roztok dextrézy byl pfipraven oddélené. Hodnota pH roztoku
dextrézy byla upravena s pouZitim chlorovodikové kyseliny na
ptibliZzné 4,0 - 5,0. Roztok dextrézy byl sterilizovan po dobu
pribli%n& 25 minut v p¥ibliZné 120 °C. Sterilizovany roztok
dextrézy byl pfidan do hlavniho fermentalniho média tak, aby

bylo dosaZeno koncentrace 20 gm/l.
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Poté, co bylo ptripraveno hlavni fermentaé¢ni médium, nasadové
médium obsahujici Kmen Pseudomonas sp. po Jjeho nasadovém
staddiu bylo pridédno. Pomé&r nasadového stadia k hlavnimu

fermentaéni médiu byl pfibliZn& 10 % (hmotnost/hmotnost).

Kultivace Pseudomonas sp. ve fermentanim médiu byla provadéna
s nasledujicimi parametry:

Teplota: pribliZné& 251 °C,

Provzdudnovani Rychlost: p¥ibliZné& 0,5-1,0vvm,

Rychlost michani: p¥ibliZné 300-600 ot/min (rpm) a
Hydrostaticky tlak: pf¥ibliZné 50 kPa (0,5 bar).

Jak rychlost michani tak i stupefl provzdusnovani byly upraveny

ve vy3e uvedeném rozsahu tak, aby v pribé&hu fermentace byla

udrZovana konstantni 30% hladina rozpudténého kysliku.

Kdy? fermentadni médium dosdhlo pH p¥ibliZné 5,5-5,8, PpH
se za&alo zvy3ovat. Ve fermentaé¢nim médium bylo pH regulovano
na konstantni hladinu p¥ibliZn& 5,5 aZ 6,0. Toho bylo dosaZeno
p¥idavanim roztoku chlorovodikové kyseliny do fermenta&niho
média. Doplfiovaci rychlost kyseliny chlorovodikové se ménila

v zavislosti na skutedném pH média.

Doba kultivace ve fermentaénim médiu byla p¥fibliZn& 66
hodin. V prtib&hu této fermentace byl do fermentacniho média
ptidan dal3i olej, pokud doSlo k jakémukoliv pénéni média.

VYTEZEK: dosaZeny vyt&Z%ek pseudomonové kyseliny Dbyl
pribliZn& 2,251 nug/g fermentacniho média podle mé&feni na HPLC.
NeZ&douci p¥im&s pseudomonové kyseliny B byla zjisténa
ptibliZné& v mnoZstvi 1,6 % (hmotnost/hmotnost) pseudomonové

kyseliny A.
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Priklad 3

V tomto p¥ikladu byla pfiprava ndsadového média, hlavniho
fermentadniho média a kultivace kmenu Pseudomonas sSp. V
ndsadovém médiu a hlavnim fermentaénim médiu byly provedeny

shodné jako v ptikladu 2.

Kultivace ve fermentadnim médiu byl také provedena se
stejnymi parametry kultivace, Jjak byly definovdny v pfrikladu
2.

Nicmén&, hodnota pH fermentadniho média v tomto pfikladu
byla regulovadna jinym zpusobem. Misto toho, aby se do
fermentaéniho média pridavala chlorovodikova kyselina, pH bylo

upravovéno tim, Ze se dopliioval roztok dextrézy.

Bylo pozorovano, Ze kdyZ fermentacni médium dosdhlo pH
pfibli?né& 5,5-5,8, zacalo se pH zvySovat. V tomto prikladu
byla hodnota pH regulovana na konstantni hladiné p¥ibliZné 5,5
a¥ 6,0. Toho bylo dosaZeno tim, 2e se dopliioval roztok
dextrézy. Dopliiovaci rychlost roztoku dextrbézy do fermentalni
média zavisela na aktudlni hodnot& pH a aktudlnim obsahu
dextrézy v médiu. P¥i dopliiovédni dextrézy byla hladina glukézy
regulovadna tak, aby se nezvy3ila nad pfibliZné 0,5 %
(hmotnost/hmotnost). KdyZ se pH zvy$ilo nad 5,8-6,0 a hladina
dextrézy byla vy$si nez 0,45 % (hmotnost/hmotnost), hodnota pH

se regulovala tak, Ze se do fermentacniho média misto dextrdzy
p¥idala chlorovodikovéa kyselina.

Doba kultivace ve fermentadnim médiu byla pfibliZné
65 hodin. B&hem fermentace byl p¥idan daldi olej, pokud doslo
k n&jakému pénéni.

VYTEZEK: dosaZeny vyt&Zek pseudomonové kyseliny A byl
pribliZn& 3,021 ug/g fermentacniho media, jak bylo zmeFfeno

prost¥ednictvim HPLC. Nezadouci primés pseudomonové kyseliny B
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byla zjist&na ve vysi pF¥ibliZné 2,9 % (hmotnost/hmotnost)
pseudomonové kyseliny A.

Predklddany vyndlez neni nijak omezen, pokud jde o rozsah
naroki, specifickymi provedenimi popisovanymi v textu
prihlasky. RGzné dal3i modifikace vyndlezu, kromé& téch, ktere
jsou popsany Vv textu, budou odbornikim zfejmé na =zaklade
ptedchazejiciho popisu a pruvodnich obrazkG. Takové modifikace

viak spadaji do rozsahu pfipojenych naroku.

V popisu jsou citovany rtzné publikace, které jsou timto

v plném rozsahu zahrnuty formou odkazu.
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PATENTOVE NAROKY

Zptisob  fermentace pro vyrobu pseudomonové  Kkyseliny

vyznadujici se tim, Ze zahrnuje kroky:

a) prtipravi se fermentacdni médium obsahujici

mikroorganismus produkujici pseudomonovou kyselinu,
b) reguluje se pH fermentaé¢niho média a

c) -z fermentadniho média se ziskd pseudomonova kyselina.

Zplisob fermentace podle nadroku 1 vyznacujici se

tim, Ze pseudomonovd kyselina je pseudomonova kyselina A.

Zpisob fermentace podle n&roku 1 nebo 2 vyznacujici
se tim, Ze mikroorganismus produkujici pseudomonovou
kyselinu Jje vybrédn ze skupiny, kterou tvof¥i  kmen
Pseudomonas sp., jeho "potomstvo, a pfrirodni varianta nebo

mutantni varianta Pseudomonas sp.

Zplsob fermentace podle naroku 3 vyznacdujici se
tim, Ze kmen Pseudomonas sp. je kmen uloZeny v Néarodni
Sbirce Zem&dé&lskych a Prémyslovych Mikroorganismi pod

Eislem NCAIM (P)B 001235.

zpasob  fermentace podle naroku 1, 2, 3 nebo 4

vyznacdujici s e tim, Ze fermentace probiha

v submerzni kultute.:

Zptisob fermentace podle néaroku 1, 2, 3, 4 nebo 5
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vyznadujici se tim, Ze fermentace je udrZovana pri

teploté pribliZn& 20 °C az 30 °C.

zpisob fermentace podle naroku 1, 2, 3, 4, 5 nebo 6
vyznadujici se tim, Ze hodnota pH fermentacniho

média je regulovana b&hem produkéni faze fermentace.

zplisob fermentace podle nidroku 1, 2, 3, 4, 5, 6 nebo 7

vyzna&dujici se tim, Ze hodnota pH fermentadniho

média je regulovana na p¥ibliZné& 5,7.

Zplisob fermentace podle naroku 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 nebo 8
vyznadujici se tim, Ze hodnota pH fermentacniho
média je regulovéna tim, Ze se do fermentaéniho média

pfidava zdroj asimilovatelného uhliku.

Zptisob fermentace podle naroku 9 vyznadcujici se

tim, Ze dopliiovdni zdroje asimilovatelného uhliku Jje

metabolicky ¥izené.

Zptisob fermentace podle naroku 9 nebo 10 vyznadujici

se tim, Ze zdrojem asimilovatelného uhliku je dextrdza.

Zplisob fermentace podle néaroku 1, 2, 3, 4, 5 6, 71, 8, 9,
10 nebo 11 vyznac¢ujici se tim, Ze hodnota pH
fermentadniho média Jje regulovéna soucasnym pridavanim
zdroje asimilovatelného wuhliku a kyselého roztoku do

fermentadniho média.
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Zplisob fermentace podle ndroku 12 vyznacujici se

tim, Ze zdroj asimilovatelného uhliku je glycerol a

kysely roztok je chlorovodikova kyselina.

zptsob fermentace podle naroku 1, 2, 3, 4, 5 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12 nebo 13 vyznacdujici se tim, Ze hodnota
pH fermentaéniho média je regulovidna pfidavanim mineralni

soli do fermentadniho média.

Zpisob fermentace podle naroku 14 vyznacujici se

tim, Ze minerdlni stl je roztok chloridu vépenatého.

zplsob fermentace podle naroku 15 vyznadujici  se
tim, Ze roztok chloridu vépenatého je pfibliZné& 0,1% az

0,8% (hmotnost/hmotnost).

Zplisob fermentace podle naroku 15 vyznacdujici se
tim, 2Ze roztok chloridu vapenatého je pEibliZné 0,3%

(hmotnost/hmotnost) .

Zzplisob fermentace podle naroku 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 nebo 17 vyznacdujici se
tim, Ze hodnota pH fermentadniho média je regulovana

pfidédvanim alkalického roztoku do fermentacniho média.

Zptsob fermentace podle naroku 18 vyznac¢ujici se
tim, Ze alkalicky roztok je vybran ze skupiny, kterou

tvori hydroxid sodny a hydroxid draselny.
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Zpisob fermentace podle ndroku 18 vyznacujici se

tim, Ze alkalicky roztok je hydroxid draselny.

Zptsob fermentace podle naroku 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 nebo 20
vyznadujici se tim, Ze hodnota pH fermentacniho
média je requlovidna p#idadvanim kyselého roztoku do

fermentadniho média.

Zplisob fermentace podle naroku 21 vyznac¢ujici se
tim, Ze kysely roztok je vybrany ze skupiny, kterou tvofi
kyselina dusicna (HNOs3), kyselina sirova (HzSO4) a kyselina

chlorovodikova (HC1).

Zptsob fermentace podle naroku 21 nebo 22 vyzna ¢ujici

se tim, Ze kysely roztok je kyselina chlorovodikova.

Zzptisob fermentace podle néroku 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 nebo
vyznadujici se tim, Ze hodnota PpH fermentac&niho

média je udrZovéna na hodnoté& 5,2 az 6,2.

zplisob fermentace podle naroku 1 vyzna cujici se
tim, Ze poskytuje pseudomonovou kyselinu o cistoté
alespoii 82% (hmotnost/hmotnost) pseudomonoveé kyseliny A

vzhledem k pseudomonové kyseliné B.

Zplsob fermentacé podle naroku 25 vyznac¢ujilcl se

tim, Ze Cistota je alespon 97%.
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28.

29.

30.

31.

32.
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Pseudomonova kyselina, kterd byla pripravna zplsobem podle

naroku 26.

Zzpsob  fermentace pro vyrobu pseudomonové kyseliny

vyznac¢ujici se tim, Ze zahrnuje kroky:

a) pripravi se fermentaéni médium obsahujici
mikroorganismus produkujici pseudomonovou kyselinu a
chlorid vépenaty,

b) reguluje se pH fermentainiho média tim, Ze se pZidava

dextréza a po té v pfipadé potreby kyselina,. a

c) z fermentadniho média se ziskd pseudomonova kyselina.

Zptsob fermentace podle naroku 24 nebo 28 vyznacujici

se tim, Ze se hodnota pH reguluje na 5,5 az 6,0.

Zpusob fermentace podle naroku 11, 28 nebo 29
vyznadujici se tim, Ze p¥i regulaci pH koncentrace

dextrbzy dosdhne nejvyse 0,5 % (hmot./hmot.).

Zpuisob fermentace  podle naroku 28, 29 nebo 30
vyznadujici se tim, Ze se pridd kyselina, kdyZ pH
dosadhne hodnoty nejmén& 5,8 a koncentrace dextrdzy Je

pfinejmendim 0,45 % (hmot./hmot.).

Zptisob fermentace podle naroku 1, 28, 29, 30 nebo 31
vyznac¢ujici s e tim, Ze poskytuje pseudomonovou
kyselinu e Eistoté alespon 82% (hmotnost/hmotnost)

pseudomonoveé kyseliny A vzhledem k pseudomonové
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34.

35.

36.
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kyseliné& B.

Zpiisob fermentace podle naroku 32 vyznac¢ujici se

tim, Ze Cistota je alespon 97%.

Fermentacni médium mikroorganizmu produkuijiciho
pseudomonovou  kyselinu, které obsahuje 97% hladinu
pseudomonové kyseliny A vzhledem k pseudomonové
kyseling& B, pri¢emZz obé& kyseliny jsou V médiu p¥itomny

v dasledku fermentace mikroorgamizmu.

Farmaceutické kompozice pseudomonové kyseliny
vyznac¢ujici se tim, Ze obsahuje pseudomonovou
kyselinu A a farmaceuticky p¥ijatelné excipienty, pticemi
hladina pseudomonové kyseliny A je alespon 97%

(hmot./hmot.) vzhledem k pseudomonové kyseliné B.

Zptisob 1é&eni infekce ' vnimavé k pseudomonové kyseliné
u zvitete, vyznacujici se tim, Ze se podava

kompozice podle naroku 35.
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