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Zpusob vyroby cefalosporinu C fermentaci Acremonium chrysogenum

Oblast techniky

Vynalez se tyka zpusobu vyroby cefalosporinu C fermentaci
Acremonium chrysogenum.

Dosavadni stav _techniky

Zpracovani kultivac¢niho prostrfedi obsahujiciho antibiotika
se zpravidla provadi aZ po dosaZeni maximdlniho obsahu antibiotik
v kultivaénim prostredi. VétsSinou se jako prvni zpracovatelsky
stupenn provadi oddéleni bunék a pevného podilu filtraci nebo od-
stredénim. Potom se provaddi obohaceni kapalného podilu kultivad-
niho prostrfedi 1latkou nebo latkami, kterd, popFipadé které jsou
cilem kultivaéniho procesu, pricemZ toto obohaceni se provadi
extrakci nebo adsorpci. Takto vycistény produkt se potom zpravid-
la ponecha vykrystalizovat, potom se ddle zpracuje na polosynte-
ticka antibiotika.

Pri této metodé zpracovani zahrnujici nékolik naslednych
zpracovatelskych stupnu se nevyhodné uplatnuje nestabilita mole-
kul mnoha antibiotik, napriklad cefalosporinu C. JiZ v prubéhu
vlastni fermentace dochazi k odbouravani cefalosporinu C. K tomu-
to odbouravani mizZe dochazet jak ¢isté chemicky, a to napadenim
beta-laktamového kruhu vodou, tak i enzymaticky, napfiklad dc¢in-
kem esteraz (Konecny a kol., 1973, J. of Antib., 26, 3, 135 az
141). Dale se pri fermentaci tvori cela rada vedlejsich produkty,
jakymi Jjsou deacetoxycefalosporin C a deacetylcefalosporin C,
které musi byt v prubéhu ¢isténi cefalosporinu oddéleny. To ma za
nasledek znacné sniZeni vytézku cefalosporinu C.

Filtracni systémy s pricnym tokem (filtraéni systémy
"cross-flow”) s polymernimi nebo keramickymi membranami jiZ byly
pro zpracovani kultivac¢nich prostredi s obsahem antibiotik pouzi-
ty (Harris a kol., J. Chem. Techn. Biotechnol., 1988, 42, 19 az
30). AZ dosud vs$ak nebylo zjisténo, Ze pri tomto zpusobu miZe byt
omezen rozklad cefalosporinu C.

Ukolem tohoto vyndlezu je najit zpusob, pfi kterém by byl
omezen rozklad cefalosporinu C a zmensena tvorba vedlejsich pro-
duktd a kterym by mohlo byt dosazZeno zvysSeni vytéziku cefalospori-
nu C, vztaZeného na mnozistvi pouzZitého substratu.

S prekvapenim bylo nyni zjisténo, 2Ze pouzZitim filtracéniho
modulu s priénym tokem v prubéhu fermentace Acremonium chrysoge-
num se 2zvysSi vytézZek cefalosporinu C, omezi se tvorba deacetylce-
falosporinu C a miZe byt prodlouzZena produkc¢ni doba. Touto filt-
raci a malou tvorbou deacetylcefalosporinu C se také vyrazné
zjednodussi zpracovani cefalosporinu C.

Podstata_ vynalezu

Predmétem vyndlezu je zpusob vyroby cefalosporinu C fermen-
taci Acremonium chrysogenum p¥i teploté 20 azZ 30 °C a hodnoté pH
5 az 8, JjehoZ podstata spoc¢iva v tom, Ze se fermentacni roztok
v prubéhu fermentace filtruje pres filtrac¢ni systém s priénym

-1-



CZ 281698 B6

tokem, pric¢emZ odebrané mnozZstvi filtratu miZe byt ve fermentoru
nahrazeno. Vyhodné se v ramci filtraéniho systému s priénym tokem
pouzZije polymerni nebo keramicky filtr. Vyhodné ma filtr velikost
pord mezi 4 a 200 nm. Vyhodné ¢ini pretokova rychlost pres filt-
raéni plochu 1 azZ 10 m/s. Vyhodné se filtrat ve fermentoru nahra-
di vodou. Filtrat maZe byt také vyhodné nahrazen Zivnym roztokem
nebo mize byt filtrat po oddéleni pozZadovaného produktu zaveden
zpét do fermentoru.

Zivny roztok obsahuje zdroje uhliku, jakymi jsou sachardza,
kukuriény Skrob, dextrdéza nebo melasa, a zdroje dusiku, jakymi
jsou séjova moucka, podzemnicova moucka, sladovy extrakt nebo
octan amonny.

Zivné prostfedi obsahuje také anorganické soli, jako hydro-
genfosforeénan sodny, chlorid sodny, chlorid vapenaty, siran va-
penaty, uhlic¢itan vadpenaty, siran horfeénaty nebo hydrogenfosfo-
re¢nan draselny. Ddle miuZe byt k Zivnému prostredi pridan takeé
tuk, napriklad methylester kyseliny olejové nebo sdéjovy olej.
Kromé toho mohou byt pridany také stopoveée prvky, jako soli Zele-
za, manganu, médi, zinku, kobaltu nebo soli dalsich kovu.

Kultivace Acremonium chrysogenum (Cephalosporium acremo-
nium), vyhodné DSM 6473 se provadi pri teploté 20 aZ 30 °C, vy-
hodné pri teploté 25 °C, a prFi hodnoté pH mezi 5 a 8, vyhodné pri
hodnoté pH rovné 7. Tato kultivace se nejdrive provadi aerobné
v trepaci bance a potom ve fermentoru za michani a provzdusnovani
vzduchem nebo cistym kyslikem. Kultivace mikroorganismi ve fer-
mentoru se provadi po dobu 120 azZz 240 hodin, vyhodné po dobu 130
az 170 hodin.

Jako filtraéni systémy s priénym tokem mohou byt pouZity po-
lymerni, uhlovodikové nebo keramické moduly tvorené membranami
z desticek, trubicek, kapilar, svitkld nebo dutych vldken a majici
separacni prah odpovidajici separac¢nimu prahu ultrafiltrace az
sterilizaéni filtrace. Vyhodné se pouzZiji filtrac¢ni moduly s ve-
likosti pdéri od 4 nm do 0,2 um. Jako materialy pro vyrobu téchto
membran mohou byt pouZity polysulfony, polyamidy, acetat celuléd-
zy, oxid hlinity nebo oxid zirkonic¢ity. Filtrace se muZe provadét
kontinudlné nebo diskontinudalné. S filtraci se zapoc¢ne asi 2 az
3 dny po zaockovani fermentoru a miZe v ni byt pokracovano aZ do
konce fermentaéniho procesu. Prutokova rychlost fermentaéniho
roztoku skrze filtraéni plochu ¢éini 0,5 aZz 20 m/s, vyhodné 1 az
10 m/s.

Filtrat, ktery se v prubéhu fermentace z fermentoru odtahuje
miZe byt nahraZen odpovidajicim mnoZstvim kapaliny nebo muZe byt
tento filtrat po oddéleni pozZadovaného produktu, napriklad
absorpci, vracen 2zpét do fermentoru. K tomu maZe byt pricerpana
voda obohacenda odpovidajicimi solemi nebo dalsimi sloZkami Zivné-
ho prostredi.

Objem kapaliny, ktery nepermeoval skrze membranu, se takeé
zavede zpét do fermentoru.

Fermentor a filtrac¢ni systém s pric¢nym tokem jsou spojeny

odpovidajicimi trubkami nebo hadicemi, které byly jesté pred
vlastni fermentaci sterilizovdny. Pro fermentor o obsahu 100 1 je
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zapotrebi asi 0,2 m? filtraéni plochy. Mohou byt vsak pouzity
i vétsi a mensi filtraéni plochy.
V nasledujici ¢asti popisu bude vyndlez bliZe objasnén pomo-
ci prikladi jeho konkrétniho provedeni, které vSsak maji pouze

ilustraéni charakter a nikterak neomezuji rozsah vyndlezu, ktery
je jednoznacéné vymezen formulaci patentovych naroku.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1
Fermentace Acremonium chrysogenum DSM 6473

Tato fermentace se provddi v nasledujicim Zivném roztoku:

Predkultivaéni prostredi g/l
Kukuricény vyluh 11,75
Octan amonny 4,5
Sachardza 20,0
Dihydrdt siranu vapenatého 0,5
Heptahydrat siranu hofecnatého 0,5

pH 7,0 (nastaveno 15 % (hmotn.) NaOH)

Fermentaéni prostredi g/l

o
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-
o

Tuku-prosta podzemnicova moucka
Octan amonny

Monohydrat glukédzy

Methyloleat

D,L-Methionin

Dihydrat siranu vapenatého
Heptahydrat siranu horec¢natého
Uhli¢itan vapenaty

Odpérnovadlo

CUORMWO OO

L T N A L Y

Roztok k doplnéni fermentacniho prostredi

Monohydrat glukézy 500,0
D,L-Methionin 24,75.

K zaockovani 100 ml predkultivaéniho prostredi se pouZiji
kultury sikmého agaru (trepaci banka o obsahu 500 ml se 4 Sikana-
mi). Tyto banky se po dobu 48 hodin inkubuji pfi 150 otackach za
minutu a teploté 25 aZ 28 °C. Tyto kultury se potom pouziji k za-
odkovani dalsiho prfedkultivaéniho prostfedi (1 000 ml prostredi
v bance o obsahu 5 000 ml se inkubuje pri 120 otac¢kach za minutu
a teploté 25 az 28 °C po dobu 58 az 60 hodin). Uvedenym druhym
predkultivaé¢nim prostfedim se v michaném fermentoru zaockuje 60
litri fermentaéniho prostfedi. Tato fermentace se provadi prFi
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teploté 25 °C. Provzdusiiovani se reguluje tak, Ze pO, ve fermen-
tacnim Zivném prostredi je vysSsi neZ 20 %.

Po 74 hodinadch zapoc¢ne filtrace pres keramicky modul s prié&-
nym tokem (komeréné dostupny u firmy Membraflow, alfa-Al,05) ma-

jici filtraéni plochu 0,2 m? a velikost péru 0,2 um. Tato filtra-
ce se provadi za nasledujicich provoznich podminek:

pretokova rychlost: 2 m/s,
precerpavaci rychlost: 1 500 1/h,
filtraéni vykon: 2 1/h a
filtracéni doba: 68 h

V nasledujici tabulce jsou uvedeny vysledky pokusu po 142
hodinadch fermentace bez filtrace s pri¢nym tokem (A) a za pouziti
filtrace s pri¢énym tokem (B).

Tabulka 1

Cefalo- Deacetyl- Produktivita cefalo- Produktivita

sporin cefalo- sporinu deacetylcefa-
sporin/ losporinu
cefalo
sporin Max. Po 6 dnech Po 6 dnech
(%) (%) (%) (%) (%)
A 100 100 100 100 100
B 140 44 200 400 53
Priklad 2

Fermentace se provadi stejné jako v prikladu 1. V tabulce
2 jsou uvedeny vysledky po 167 hodindach fermentace s pouziti fil-
trace s pricénym tokem (B) ve srovndni s paralelnli fermentaci bez
filtrace, ktera byla ukonéena po 142 hodinéach.

Tabulka 2
Cefalosporin Deacetylcefalosporin/
(%) cefalosporin (%)

A (142 hodin) 100 100

B (167 hodin) 129 69
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PATENTOVE NAROKY

Zpusob vyroby cefalosporinu C fermentaci Acremonium chrysoge-
num p¥i teploté 20 az 30 °C a hodnoté pH 5 az 8, Vvyzna-
ceny t im, 2Ze se fermenta¢ni roztok v pribéhu fermenta-
ce filtruje pfes filtracni systém s priénym tokem, pricemz
odebrané mnozstvi filtratu miZe byt ve fermentoru nahrazeno.

Zpisob podle ndroku 1, vyznaceny tim 2Ze se
v ramci filtracniho systému s priénym tokem pouzZije polymerni
nebo keramicky filtr.

Zpusob podle ndroki 1 nebo 2, vy znaceny ¢tim, 3ze
filtr md& velikost péru mezi 4 a 200 nm.

Zpusob podle jednoho nebo nékolika z narokd 1 az 3, vy -
znaceny ¢t im, Ze pretokovd rychlost pres filtradéni
plochu ¢éini 1 aZ 10 m/s.

Zpusob podle Jjednoho nebo nékolika z naroki 1 az 4, vy -

znaceny ¢tim 2Ze filtrat se ve fermentoru nahradi
vodou.

Zpisob podle jednoho nebo nékolika z naroku 1 az 4, vy -
znacédeny t im, 2Ze filtrat se nahradi Zivnym roztokem.

Zpusob podle Jjednocho nebo nékolika 2z naroku 1 az 4, vy -
znadcédeny t im, 2e se filtrat po odstranéni pozadova-
ného produktu zavede zpét do fermentoru.

Konec dokumentu




