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Spésob produkcie kyseliny klavulanovej a/alebo jej soli

Oblast techniky

Je popisany spbsob produkcie kyseliny klavulanovej
a/alebo jej soli pomocou fermentdcie s vybranymi kmenmi
Streptémyces clavuligerus s prisnou kontrolou koncentracie
rozpustného fosforeénanu pritomného podas fermentacie a s
pripadnym pouzitim uhlikovych =zdrojov ako su 1lipidy,
vyhodne triglyceridy.

Doteraijsi stav techniky

Kyselina klavulanova je molekula so vzorcom

CH,0H

g

—N
// Co0H

ktorej pouzZitelnost je zaloZénd na jej schopnosti inhibovat
enzymy nazyvané beta-laktamazy, ktoré si vlastné niektorym
Gram-pozitivnym a Gram-negativnym patogénnym mikrébom ako je
Escherichea coli, Klebsiella aerogenes a podobne; a ktoré
vdaka svojmu pésobeniu, im davaju odolnost na niektoré
beta-laktamové antibiotika. Vysledkom je, Ze Kkyselina
klavulanova zmieSana s uvedenymi antibiotikami. 'zvysuje ich
.antibakteriélne spektrum.

Je zname, ze produkcia kyseliny klavulanovej sa
uskutoénuije niektorymi kmenmi, patriacimi do rodu
Streptomyces, ako Jje napriklad Streptomyces clavuligerus
ATCC 27064, Streptomyces jumonjinensis NRRL 5741 a podobne.



Ako uz bolo popisané v predchadzajucich patentoch
(eurdpsky patent 0182522 Bl), produkcia kyseliny
klavulanovej méze byt zvySend v davkovej fermentacii, ked
sa asimilovatelny zdroj wuhlika, ako Jje napriklad glycerol
alebo maltdéza, pridava tiez v priebehu fermentacie namiesto
pridavania len na zac¢iatku.AvsSak zvySenie produkcie tymto
spésobom je velmi nizke. V sulade s tym je predmetom
predloZeného vynalezu najdenie spbésobu pre ziskanie kyseliny
klavulanovej a/alebo Jjej soli s produkciou, ktora je
vyznamne vyssSia ako td, ktora bola dosiahnuta poséupmi

znamymi v odbore.

Mnoho autorov demonstrovalo inhibiény uc¢inok
fosfore¢nanov na produkciu antibiotik (Martin J.F., 1977,
Adv.Biochem.Eng. 6:105:127). Specificky bola zistena
inhibicia syntézy cefalosporinov Streptomyces clavuligerus
fosfatmi (Lubbe C. a spol. 1985, Arch.Microbiol. 140:317-320
a Lubbe C. a spol. 1977, Arch.Microbiol.Lett. 25:75-79;
Jhang J. a spol. 1989, FEMS, 57:145-~150) a tieZ inhibicny

vplyv fosfore¢nanov na syntézu kyseliny klavulanovej

rovnakym mikroorganizmom (Lebrihi A. a spol. 1987,
Appl.Microbiol.Biotechnol. 26:130:135); Romero J. a spol.
1984, Appl.Microbiol.Biotechnol. 20:318-325). Avsak na

rozdiel od poznatkov uvadzanych vo vys$Sieuvedenych ¢lankoch
bolo teraz s prekvapenim zistené, Ze namiesto negativﬁeho
u¢inku fosforeénanov na produkciu kyseliny klavulanévej
a/alebo jej soli, ak dosahuje Kkoncentracia rozpustﬁého
fosfore¢nanu v kultivaé¢nom médiu optimdlne rozmedzie a je v
tomto rozmedzi udrzZovana, zvysuje sa produkcia Kkyseliny
klavulanovéj a/alebo jej soli. Naviac bolo zistené, Ze
prisna kontrola koncentrdcie rozpustného fosforednanu Vv
kultiva¢nom médiu mda vac¢si vplyv na zvysSenie produKcie
systému neZ aktualne pridanie 2Zivin. Davkova alebo
polokontinudlna (fed-batch) kultivacia Streptomyces
clavuligerus bola pouzZita na vyrobu kyseliny klavulan&vej
ako aj inych antibiotik alebo molekuil typicky sekundarneho
2



metabolizmu.

Na Ucely tohto popisu vyraz davkova kultuira oznacuje
fermentdciu, v ktorej su zavddzané do kultivaéného média
Ziviny len na zac¢iatku a pdda je extrahovanid z fermentacného
‘tanku len na konci procesu. Vyraz polokontinudlna
(fed-batch) kultira oznac¢uje fermentdciu, v ktorej su Ziviny
zavadzané do kultiva¢ného média nielen na zaciatku, ale
pocas celej fermentéacie a pdda je extrahovana =z
fermentacného tanku 1len na konci procesu. Spdsob davkovej
alebo fed-batch produkcie kyseliny klavulanovej vykazuje
niektore sSpecidlne rysy fermentdcie a to, ze na zacdiatku
vyznamne stupa viskozita, s vysledkom obtiazZneho udrZiavania
prijatelnej koncentracie rozpusteného kyslika pre predlienie
produkéne) fazy pocas dlhsSej casovej periddy. Nasledkom toho
sa objavuju fragmentdcia mycelia, zniZenie viskozity a

redukcia produkcie, ¢€o je na konci procesu nezZiaduce.

Kontinudlne kultura sa vyhodne aplikuje na ziskanie
biomasy, aminokyseliny a inych primdrnych metabolitov
(Hospodka J. 1966, Theoretical and Methodological Basis of
Continuous Culture of Microorganisms, str. 493-645; Malek J.
a Fencl 2. vyd. Academic Press New York). Avsak pouzitie
kontinuadlnej kultdry na ziskanie sekunddrnych metabolitov
(antibiotik) nebolo skutocne popisané alebo bolo uskutocnené
s obmedzenou u¢innostou (Vu-Trong K. a Grey, 1982
Biotechnol.Bioengineering 24: 1093-1103; Trangott C.5. a
spol. 1993 Apol.Microbiol.Biotechnol. 39:433-437; Noack D.‘
1988, J.Bas.Microbiol. 28:101-106). - Na uUcely predloéenéhol
popisu vyraz kontinudlna kultira oznac¢uje fermentaciu, v
ktorej su ziviny zavaddzané do kultivac¢ného média ako na
zaCciatku tak aj pocas fermentdcie a niektoré podiely pdédy su
extrahované z fermenta¢ného tanku pocas fermentdcie a nielen
na jej Xkonci. Teraz bolo zistené, 2e pridanim rozpusteného
fosforecnanu do kultivac¢ného média a/alebo riadenim a
zachovavanim jeho koncentracie pocas fermentacie je moZné a
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vyhodné ziskat kyselinu klavulanovi a/alebo jej soli v
kontinualnej kultuire s vysokou produkciou. V kontinudlnom
procese pomocou vhodného riedenia kultiry sa viskozita
pocas procesu postupne znizuje, ¢co umoznuje, aby
bola udrzZovana koncetracia rozpusteného kyslika (> 40 %)
pocas dlhsieho casového obdobia bez zvysenia miedania, s
vylucenim fragmentdcie mycelia a s predlzenim peridédy
produkcie kyseliny klavulanovej. V désledku pridania Zivin a
vody sa dosiahlo celkové naplnenie kapacity zariadenia, ¢o
vyzaduje kontinualnu extrakciu pdédy poc¢as fFfermentacného
procesu, bud obcasne alebo kontinudlne, 2za Ucelom udrzania
vhodného pracovného objemu. Tymto spdsobom a riadenim
procesu pridanim rozpustného fosforeé&nanu ku kultivaénému
médiu pocas procesu sa dosiahne predlZenie fermentadéného
cyklu a zvysenie celkovej produkcie, zvysenie vytazku

produkcie vzhladom na geometricku kapacitu zariadenia.

Podstata vynalezu

V suilade s tym predloZeny vynalez poskytuje spdsob
produkcie kyseliny klavulanovej a/alebo jej soli,
kultivaciou vybranych kmernov Streptomyces clavuligerus ATCC
27064 a/alebo jej mutantov, v submerznej fermentacii s
prevzdusnoavnim miesanim, v davkovej, polokontinudlnej alebo
kontinudlnej kulture, v Kktorej koncentracia rozpustného
fosfore¢nanu pritomného v kultivac¢nom médiu na zadéiatku a
pocas fermentéacie je fixovana a/alebo udrzovana v
rozmedziach, v zavislosti na kazdom pouzitom type kultury,
500 az 4000 mg/l na zaciatku fermentacie v dévkonCh
kulturach alebo v pripade polokontinudlnej (fed-batch) alebo
kontinualnej kultury, medzi 150 a 600 mg/l na zacéiatku
fermentacie a medzi 20 a 150 mg/l poc¢as posledne uvedenej.

Spdésob produkcie kyseliny klavulanovej a/alebo jej soli
podla predloZeného vyndlezu sa uskutoériuje za pritomnosti
zdrojov asimilovatelného C a N a pripadne anorganickych
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soli. Fermentacia sa uskutocnuje za podmienok

prevzdusnovania a v submerznej kulture.

Optimdlna fermentaé¢nd teplota je vyhodne medzi 209 a
40%, najma medzi 22%c a 300c.

Zdroje uhlika mézu byt pridané ako jednoduché alebo
komplexné ziviny len na zaCiatku (v pripade davkovej
kultuiry) alebo v priebehu fermentdcie pomocou striedavého
alebo kontinualneho pridavania, v pripade polokontinualnej
(fed-batch) alebo kontinudlnej kultury. V =zavislosti na
pouzitom kmeni tieto zdroje uhlika zahrnuju karbohydréaty
(dextrin,» Skrob, maltdézu a podobne, polyoly, ako. Jje
glycerol, napriklad lipidy najma triglyceridy, bud prirodné
alebo syntetické) a vs$eobecne akykolvek iny zdroj uhlika,
ktory umoznuje rast mikroorganizmov. Specificky bolo
zistené, Ze lipidy a Specifickejsie prirodné alebo
syntetické triglyceridy mdézu byt povaZované za jeden z
preferovanych zdrojov pre uskutoc¢nenie spdsobu podla
vynalezu, pric¢om zo 2znadmeho stavu techniky nie Jje tento
u¢inok zndmy. V skutoc¢nosti bolo =zistené, Ze pri pouziti
takychto zdrojov uhlika, rovnako ako bez pomoci iného
po¢iato¢ného pridavania ku kultivacnému médiu (davkova
kultdira), méze byt produkcia kyseliny klavulanovej a/alebo
jej soli vyrazne =zvysSena Jjednoducho sledovanim toho, aby
koncentracia rozpustného fosforec¢nanu =zostala v medziach
definovanych predloZenym vynalezom. Kultiva¢né médium by
malo obsahovat asimilovatelny zdroj organického alebo
anorganického dusika, ako Jja napriklad mhéka zo soéjovych
bobov, vyluh z kukuriénych stoniek, mi¢ka z bavlnikovych
semien, peptdn, kazein alebo siran aménny. ;

Do kultivaéného média mbézu byt tieZ zadlenené rézne
anorganické soli, ako su chloridy, sirany a fosforeénany

sodné, draselné, aménne, soli Zeleza, vapenaté a hored&naté.



Koncentracia kyseliny kalvulanovej mdze byt stanovena
mikrobiologicky S pouzitim mikrobidlnej produkcie
beta-laktamazy, ako je napriklad Klebsiella aerogenes, aj
ked je vyhodné uskutoénovat stanovenie pomocou vysoko

ucinnej kvapalinovej chromatografie.

Extrakcia kyseliny klavulanovej alebo jej soli z pddy
méze byt wuskutoénena spdsobom, akym sa iné antibiotika,
Specificky iné beta-laktamy, extrahuja, s pouzitim
iénovymennych 2zivic alebo rozpustadiel alebo akymikolvek

inymi znamymi beZnymi metddami.

Rozpustny fosforec¢nan v zaciatoénom médiu mdzZe byt
stanoveny jednoduchym a rychlym postupom, napriklad pombcou
komeréného kitu (Boehringer Mannheim Automated Analysis for
BM/Hitachi Systen 704). Principom metédy je reakcia
anorganického fosforu s molybdatom aménnym. Tento
anorganicky fosfor Jje potom vyjadreny ako fosforecnan.'Pre
analyzu rozpustného fosforecénanu by mala byt vzorka
(odobrand homogénne z kultivacnej pddy) vopred filtro&ané
cez Millipore filter s velkostou pdrov 0,45um alebo podobne,
s cielom odstrénenia tuhych latok. Tato vzorka by mala byt
odobrana po sterilizacii kultiva¢ného média, pretoze
koncentrdcia rozpustného fosforec¢nanu sa mdéze menit podla
sterilizdcie procesu. Vzorky mbézu byt odoberané tiez v

priebehu fermentac¢ného procesu.

Skuska celkového fosfatu sa uskutocnuje odobranim i ml
celkovej pddy a pridanim 1 ml kyseliny sirovej a 5 ml
kyseliny dusicnej. Tento roztok sa odparuje zahrievanim az
na konec¢ny objem 1 ml transparentného roztoku. Tento konecny
objem sa upravi na 25 ml destilovanou vodou a skusa sa

vyssSieuvedenou metddou pre rozpustny fosforecnan.

Zistilo sa, Ze ak sa fermentacia uskutoénuje davkovo,
optimalna koncentracia rozpustného fosforeénanu na zac¢iatku
6 i



fermentdcie by mala byt medzi 500 a 4000 mg/l a vyhodne
medzi 800 a 1600 mg/l.

Ak je vzhladom na charakter pouzitych koncentracii
vychodiskovych latok a ich koncentracii hladina rozpustného
fosforec¢rnianu nad alebo pod tymito hranicami, mala by byt
upravena. Preto sa mbéZe, ak je hladina pod spodnou hranicou,
pridat viac anorganickeho fosfore¢nanu pred alebo po
sterilizacii, napriklad vo forme draselnej alebo sodnej
soli, az po dosiahnutie pozadovanej koncentracie.
Alternativne mbzZe byt éasﬁ rozpustného fosforecnanu
vyzrdzana, ak je Kkoncentracia pridanim akéhokolvek zrazadla
velmi vysoka, napriklad pomocou zludeniny vapnika ako je
hydroxid alebo octan vapenaty, alebo akymkolvek inym

systémom, ktory zaisti, 2e je dosiahnuty tento ciel.

V sulade s predloZenym vynalezom bolo pozorované az
5-ndsobné zvysenie produkcie v porovnani s fermentaén?m
systémom bez riadenia zaciatoc¢ného rozpustneho fosforecnanu
v médiu v davkovej Kkulture. Tabulka I ukazuje stlédky
niekolkych fermentacii uskutoénovanych s optimalnou

koncentraciou rozpustného fosforecnanu a bez tejto

koncentracie.
Tabulka I
Fermentacia rozpustny kyselina klavulanova
fosforecnan
c. mg/1 ' 72 h 96 h
! Rg/l % hg/1 %
1(porovnavacie) 18 311 100 420 100
2(porovnavacie) 100 560 180 790 188
3 900 1410 453 2210 533
4 1580 1550 495 2240 533
5 3000 1410 453 1750 416
6 (porovnavacie) 7000 410 131 780 186
\



Zvysenie Vv percentach (%) znamend produkciu kyséliny
klavulanovej a/alebo Jjej soli, vyjadrenu ako stiedok
vynasobenia konec¢nej hodnoty v pg/ml 100 a delenim tohto
stiedku 311 (v pripade 72h inkubacie ) alebo 420 ( u 96h ),
¢o predstavuje vysledky fermentdcie, v ktorej koncentracia
rozpustného fosforecnanu sa : nachadza mimo optimdlneho

rozsahu.

Tento fosforec¢fian by mal byt rozpustny vo fermentacdnej
brecke, ako Jje zrejmé =z nasledujucich vysledkov v tabulke
II, kde podobné koncentrdcie celkového fosforednanu viedli k
fermentdcidm s velmi rozdielnymi vysledkami v zévislosfi na
tom, ¢i pouZity fosforec¢nan sa nachadza alebo nenachédéa v

optimalnych hraniciach.

Tabulka II
Fermentacia rozpustny celkovy kyselina klavulanova
fosforeénan fosforedénan '
c. ng/1 mg/1 ng/1 (96h)
4 1580 2380 2240
7 (porovnavacia)230 2265 920
Rozdiel v raste mikroorganizmov pri réznych

fosfore¢nanovych koncentraciach sa nejavi ako zodpovedny za
rozdiel v produkcii, aspon ako hlavny faktor. V tabulke ITI
je mozZné pozordvaﬁ,_ie pre podobné rasty sﬁ_.rézhe hladiny
prodﬁkcie, takze fosforecnanovd hladina sa op&t javi ako
spbésobujuca zvySenie produkcie. Mycelidlny objem  bol
stanoveny v odstredivke pri 2500 g po 10 minutach (g znamené

gravitaénu silu).



Tabulka III

(=

Fermentacia rozpustny % mycelidlneho kyselina klavulanova

fosforec¢nan objemu

c. mg/1l 72h 96h 72h 96h .
g/l

1(porovnavacia) 18 23 22 311 420
2(porovnavacia) 100 22 22 560 790
3 200 30 30 1410 2210j

4 1580 30 30 1550 2240

5 300 30 30 1410 1750

6 (porovnavacia) 7000 27 28 410 780

Pocas fermentacnej periddy je mozné uskutocnovat
spbsob fed-batch pridanim fosfore¢nanu a tiez zvysku 2ivin
distribuovanych celou fermentaciou. Bolo =zistené, . :Ze
optimalna Kkoncentracia celkového rozpustného fosforecrnanu
(zaciatoéného i pridaného) je mierne men$ia neZ koncentracia
pri davkovom spdsobe a nachadza sa medzi 400 a 2000 mg/l.

Tento vstup by mal byt uskuto&neny takym spdsobom, Ze
zaCciato¢na koncentracia je medzi 150 a 600 mg/l a Ze
koncentracia rozpustného fosforeénanu vo fermentdcii je
medzi 20 a 150 mg/l. Preto je treba uskutodnovat vétup
rozpustného fosforeénanového idénu alebo akejkolvek zrazacej
vapenatej zluceniny, ako v pripade davkovej fermentacie, v
zavislosti na tom, ¢i Jje vyzadované zvysenie alebo zniZenie
fosforeéhanovej koncentracie s cielom Ijej zachovania v
danych hraniciach. Tabulka v predstavuije vysledky
niekolkych polokontinudlnych fermentacii uskutoénenych pri
réznych koncentracidch rozpustného fosforeénanu, pritomﬁého

na zaciatku a pridaného.

Je pozorované, zZe celkové mnozstvo pridaného
fosforeCnanu Jje ziadlcim spésobom vyssSie bez zhorsenia
9



produkcie, ak sa uvedené pridanie uskutoénuje pocas
fermentidcie namiesto na jej zaciatku. Vsetky pokusy udrzuju
koncentraciu rozpustného fosfore¢nanu vo fermentdcii na
uvedenej koncentrdcii s vynimkou fermentacii ¢. 8, 9 a 10, Vv
ktorych bola koncentradcia niz$ia nez je pozadované a &. 16,

kde je koncentréacia vyssia.
Tabulka IV

Fermentacia rozpustny fosforecénan kyselina klavulanova

(mg/1)

c. zaciatoény celkovy hg/1 %

8 80 0 990 33
9 265 0 1230 41
10 520 0] 2400 80
11 290 0] 2080 69
12 1530 0 1920 64
13 228 618 3000 100
14 510 570 4020 134 1
15 722 594 3270 109
16 950 603 2730 91
17 278 1710 3600 120
18 230 2280 3360 112

V  kontinudlnej kultire sa pomocou vhodného riedenia
kultiry v priebehu procesu kontinudlne redukuje viskozita,
¢o umozZnuje vudrzanie Xkoncentracie rozpusteného kyslika
(> 40%) po dlhsie égsové obdobie bez zvysenia  miesania, s
vylucenim fragmentdcie mycelia a predlzenie pefiédy
produkcie kyseliny klavulanovej. Ako nasledok pridania zZivin
a vody sa dosahuje uplné naplnenie instalovanej kapacity, é&o
vyZzaduje kontinudlnu extrakciu pddy s cielom udrzZania
vhodného pracovného objemu. Tymto spdsobom a kontrolovanim
spdsobu pridavanim rozpustného fosforec¢nanu ku kultivaénému
médiu poc¢as procesu sa dosiahne predliZenie fermentacéného
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cyklu a zvysSenie celkovej produkcie, zvysenie produkéného
vytazku vzhladom na geometricku kapacitu zariadenia. ‘

v kontinualnej kultuare, ako v predchadzajucich
pripadoch, v davkovom a polokontinudlnom uskutoc¢neni sa
vykonava zaciatoé¢né pridanie rozpustného fosforecénanu. Ioto
pridanie je vo vSeobecnosti menSie neZz je pre davkové a
polokontinudlne kultiury a je fédovo 150 az 600 mg/l, vyhodne
na =zac¢iatku 200 az 400 mg/l, nasledujuca koncentrécia v
brec¢ke rovnakého radu, 20 az 150 mg/l, sa udrZuje po dlhsSiu
dobu (50 az 100 hodin).

V kontinualnych kulturach, ako je davkova alebo
polokontinuédlna fermentacia, sa vstupy rozpustnych
fosforeénanovych soli alebo vapenatych zluc¢enin alebo inych
uc¢innych sekvestraénych <¢inidiel uskutoénuju s cielom
ziskania v kazZzdom pripade potrebnych zaciatoénych
koncentracii a pre wudrZanie pozZadovanej koncentracie pocas
fermentdcie. Pridanie vs&etkych rozpustnych fosforec¢nanovych
soli je podobné alebo mierne vysSsie neZ to, ktoré sa pouzije

v polokontinudlnej fermentacii.

Naviac sa pridava ku kultivacénému médiu voda, od 32
hodin vyssie, s cielom wudrzania viskozity brecky ;na
hodnotach pod 700 cP, ktoré umoznuju zvysenie mnoZstva zivin
pridanych v tradic¢nych systémoch, udrzanie hladiny
rozpusteného Kkyslika pod 40 % a predlzenie produkcie

kyseliny klavulanovej aZ na 150 aZ 170 hodin.

Po¢as celého procesu sa dosiahne celkové zriedenie 1,5
az 1,6 oproti 0,9 az 1,1 pre tradiéné kultury, c&o robi
geometricku kapacitu zariadenia ekonomicky éivotaschopnéu.
Spdésob sa uskutoénuje pridanim zZivin k zac¢iatocnému médiu
kontinudlne pocas fermentdcie. Tieto 2ziviny su hlavnym
zdrojom uhlika. Od 100 hodin vyssie sa uskutoéﬁqje
kontinudlna alebo prerusovana extrakcia brecky v pomere
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2,5 az 14 % objemu fermentora na den s cielom udrZania
konstantného objemu a viskozity média pod 700cP. Spdsob mdze

byt predlizZeny az na 160 aZ 170 hodin.

Priklady 19 az 25 sU reprodukované v tabulke' V s

fed-batch a kontinudlnymi kultidrami, s réznymi Zivinami a

réznymi koncentraciami alebo vstupmi rozpustnych
fosforec¢nanov. |
Tabulka V
C. fermentacia doba rozpustny fosforecnan
(h) mg/1
zaciatocny pridany
19 polokontinudlny 132 150 720
20 " 135 241 550
21 kontinudlny 172 495 625
22 " 150 475 1080
23 " 172 500 1120
24 " 155 445 1145 -
25 " 150 260 1560

12



Tabulka V (pokrac.)

pridanie zriedenie extrakcia klavulanova aktivita
zivin 100 h kyselina K/m3g
% den pg/1
(0.P.S.)
Weichol- 0,96 - 3150 1,63
92
olej sdéjo- 1,10 - 3710 2,20
vych bobov
Priol. 1 1,32 2,5% 3890 2,77
+ glycerol
" 1,40 9 % 2445 1,85
" 1,61 14 % 2870 2,49
" 1,57 ' 14 % 2680 2,27,
Priolube 1,42 9 % 2660 2,06

Weichol-92R - synteticky triglycerid
INDUSTRIA QUIMICA LASSEM

PriolubeR - glyceryodtrioleat .
UNICHENTA (Holandsko)
0.P.S. objem po sterilizacii

Na ilustraciu sluzia nasledujuce priklady.

Priklady uskutoc¢nenia vyndlezu

Priklad 1

Pripravi sa inokulac¢né miudium nasledujuceho zloZenia.:

- rybia miac¢ka - 2 g
- glycerol - 1,5 g9
~ rozpustny sSkrob - 1,5g
- uhlic¢itan vapenaty - 0,2 g
- destilovana voda q.s. 100 ml



pH sa upravi na 6,7 a médium sa inokuluje so suspenéiou
spér mutantného kmena, ktory nadmerne produkuje kyselinu
klavulanovu, ziskaného pomocou stuprna mutdcie Streptomyces
clavuligerus ATCC 27064 s 1
N-metyl-N'-nitro-N-nitrézoguanidinom a niekolkymi stupﬁami
mutdcie s ultrafialovym Ziarenim. Tato suspenzia sa pripravi
$ikma alebo plochd so Zivnym médiom umozhAujicim rast a

sporuldciu.

Po inokulacii sa médium inkubuje 2 dni pri 259C. na

rotacnej pretrepavacke s excentricitou 5 cm pri 250 ppm. .

Takto pripravenda kultura sa pouzije na inokuldciu v

podiele 5 % fermentac¢ného média nasledujuceho zlozZenia

- muc¢ka zo sdéjovych bobov - 4 g
- kukuriény dextrin - l g \
- MOPS pufor - 1 g

(3-[N-morfolino]

propansulfénova kyselina

- chlorid vapenaty - 10 mg
- chlorid sodny - 10 mg
- chlorid horecnaty - 10 mg
- octan sodny - 0,1 g
- olej sdéjovych bobov - 2 g
- destilovana voda q.s. 100 ml

pH média sa upravi na 7,0 a médium sa rozdeli do 250 ' ml
baniek v pomere 30 ml na banku. Banky sa uzavrd' a
sterilizuju 20 minut bpri 121%. Ppo sterilizacii sa meria
. rozpustny fosforec¢nan v bankach paraz, ziska'sa hodnota 100
mg/1.

Ako priklad a s cielom ilustracie vysledkov fermentééie

¢.1 uvedenej v tabulke I bolo do kazdej banky pridané 0,5 .ml

0,5% roztoku hydroxidu vapenatého. Po pridani bola opat

vyhodnotena koncentracia rozpustného fosforec¢nanu v jednej z

baniek, teraz bola =ziskand hodnota 18 mg/l, a pri tejto
14



koncentracii bola uskuto¢nena uvedena fermentacia c¢.1.

Takto pripravené a inokulované fermenta¢né médium sa
inkubuje pri 250¢ v rotac¢ne] miedadke s excentricitou 5 cm
pri 250 ppm. Po 96 hodindch inkubdcie bola produkcia
ziskanej kyseliny klavulanovej 420 pg/l1 HPLC.

Priklad 2

Postup Jje rovnaky ako v priklade 1, ale pridénie
hydroxidu vapenatého sa neuskuto¢ni. Vysledkom Jje, Ze
fermentacia sa uskutoénuje v médiu so 100 mg/l rozpustného
fosfore¢nanu. Po 96 hodindch inkubdcie bola produkcia
kyseliny klavulanovej 790 pg/ml HPLC (vid fermentacia &.2 z
tabulky I).

Priklad 3

Postup Jje rovnaky ako v priklade 1, ale pridénie
hydroxidu vépenatého sa neuskuto¢ni a 0,12 % fosforecénanu
monodraselného pridaného pred uUpravou pH Jje =zahrnuté v
zlozZeni fermentaédného média. Rozpustny fosforecnan sa
vyhodnoti po sterilizdcii z jednej banky a je stanovené% Ze
fermentacia sa uskutoénuje v médiu s 900 mg/l rozpustného
fosforecnianu. Po 96 hodinadch inkubacie bola produkcia
kyseliny klavulanovej 2210 pg/ml HPLC (vid fermentacia &.3 z
tabulky I).

Priklad 4

Postup je rovnaky ako v priklade 3, ale v tomto pripade
je 0,21 % fosforec¢nanu monodraselného zahrnuté v zloZeni.
Rozpustny fosforec¢rnan sa vyhodnoti po sterilizacii z]jednej
banky a je stanovené, Ze fermentdcia sa uskutoériuje v médiu
s 1580 mg/l rozpustného fosforec¢nanu. V tomto pripade . sa
tieZz stanovi celkovy fosforec¢nan a bola ziskand hodnota 2580
mg/l, ako je =zrejmé z tabulky II. Po 96 hodinach inkubéacie
bola produkcia kyseliny klavulanovej 2240 wg/ml HPLC (vid
fermentacia ¢.4 z tabulky I).
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Priklad 5

Postup je rovnaky ako v priklade 3, ale v tomto pripade
je 0,4 % fosforecnanu monodraselného zahrnuté v zloéeni.
Rozpustny fosforecd¢nan sa vyhodnoti po sterilizacii z jédnej
banky a je stanovené, Ze fermentacia sa uskutocnuje v médiu
s 3000 mg/1l rozpustného fosforec¢nanu. Po 96 hodinach
inkubacie bola produkcia Kkyseliny klavulanovej 1750 pg/ml
HPLC (vid fermentacia ¢.5 z tabulky I). '

Priklad 6

Postup je rovnaky ako v priklade 3, ale v tomto pripade
je 0,95 % fosforeénanu monodraselného zahrnuté v zloZeni.
Rozpustny fosforecnan sa vyhodnoti po sterilizdcii z jednej
banky a je stanoveneé, Ze fermentacia sa uskutoc¢nuje v médiu
so 7000 mg/l rozpustného fosforeé¢nanu. Po 96 hodinach
inkubdcie bola produkcia kyseliny klavulanovej 780 upg/ml
HPLC (vid fermentacia ¢.6 z tabulky I). :

Priklad 7

Postup je rovnaky ako v priklade 3, ale v tomto pribade
je 0,245 % fosforec¢nanu trojvapenatého zahrnuté v zloéeni
(nie je zahrnuty fosforeénan monodraselny). RozpuStny
fosforec¢nan sa vyhodnoti po sterilizacii =z jednej banky,
vysledok je 230 mg/l rozpustného fosforec¢nanu. V tomto
pripade sa tiez stanovi celkovy fosforec¢nan, vysledok. je
2265 mg/l1 (vid fermentacia ¢.7 z tabulky II). Po, 96
hodinach inkubdcie bola produkcia kyseliny klavulanovej :920
ng/ml HPLC.

Priklad 8 az 18, ! , :
Pripravi sa inokulac¢né médium rovnakého zloZenia ako je
popisané v priklade 1 a je rozdelené do 2000  ml
Erlenmayerovych baniek s 500 ml média. Banky sa uzavru a
sterilizuju pri 1210¢ po dobu 20 minut. '

Po uskutoc¢neni inokuléacie e} spdérami suspenéie
podobnej tej, ktord bola pouzitd v priklade 1, sa médium
f
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inkubuje 2 dni pri 259¢  na rotacdnej pretrepavadke s

excentricitou 5 cm pri 250 ot.min”t.

400 ml tejto kultury sa odoberie a pouZije na

inokulaciu tanku so 150 litrami nasledujuiceho média

- mucka soéjovych bobov - 2 g

- dextrin - 2 g

- fbsforeéﬁan monodraselny - 0,04 g

- olej sbéjovych bobov - 0,1 g

- UCON protipéniace ¢inidlo - 0,1 g
(polyalkylénglykol)

- voda q.s. 100 ml

pH média sa upravi na 7,3 a médium sa sterilizuje pri
1219% po dobu 20 minut. Inkubacia sa uskutocnuje pri 280¢ po
dobu asi 30 hodin. za miesania pri 115 ot.min'l,

prevzdusnovania 0,5 obj./obj./min a tlaku v kopuli 1 kg/cmz.

45 litrov kultury inkubovanej za vysSSieuvedenych

podmienok sa odoberie do tanku so 450 litrami nasledujuceho

média

- mucka sbéjovych bobov - 4 g |

- dextrin - 2 g

- olej sdéjovych bobov - 0,1 g

- UCON protipeniace c¢inidlo - 0,1 g
(polyalkylénglykol)

- chlorid horecnaty - 0,02 g

- chlorid ZzZelezity - 0,003g

- chlorid vapenaty: , - 0,01 g'

- voda | g.s. ' 100 ml

pH média sa upravi na 7,0 a médium sa sterilizuje pri

121% po dobu 20 minuit. Po sterilizdcii sa meria rozpustny

fosfore¢nan, v tomto pripade sa ziska vysledok 200 mg/l;aé

300 mg/l. Ak je to nevyhnutné vzhladom na ziskanie réznych

koncentracii, upravi sa tato hodnota pridanim vhodnych
17



objemov 1 % roztoku fosfore¢nanu monodraselného (priklady
10, 11, 12, 14, 15 a 16), alebo zluc¢eninou vapnika (priklad
8, kde sa pridava vhodny objem Ca(OH), roztoku. Po upraveni
rozpustného fosforecnana sa vykona prenos 45 litrov
inokulac¢nej kultiry a uskuto¢ni sa fermentacia. Tato sa
uskutoc¢nuje pri udrzovani koﬁétantnej teploty 250C,‘115
ot.min"}, 0,5 obj./obj./min po prvych 24 hodinach a 1,5
obj./obj./min po 25 hodinach az do konca fermentacie a za
tlaku v kopuli 0,5 kg/cmz. '

Rézne koncentracie rozpustného fosfored¢nanu pocas
fermentdcie boli ziskané pridanim réznych objemcv sterilného

1 % roztoku fosforec¢nanu monodraselného (priklady 13 azZ 18).

Automaticka kontrola pH sa uskutocnuje ] cieIom
udrzania tejto hodnoty medzi 6,8 a 7,2. Uskutoc¢nia sa tieé
nasledujuce pridania
- olej sdéjovych bobov : 100 ml/h od 10 do 120 hodin
- 33 % glycerol > 400 ml{h od 32 do 120 hod9n
- 1 % fosforeénan monodraselny : 400 az 1400 ml/h od 0 do 25

hodin a 1500 az 5000 ml/h od 25 do 50 hodin. |

Po 120 hod. inkubacie sa produkcia kyseliny
klavulanovej meni medzi 900 a 4020 pg/ml v sulade s tabulkou
Iv. |

Priklad 19

Priprava média a stanovenie fermentacnych podmienok sa
uskutoéni ' ako v prikladoch 8 az 18 (tabqua Iv), ale
koncentracia 34 g/l dextrinu Jje zahrnuta v zac¢iatocnom
cykle. Pridanie glycerolu je vynechané a boli doplnené len
Weichol-92 (synteticky triglycerid so 60 % Kkyselinou
olejovou, vyrdbany Industria Quimica Lassem) a 1 %
fosfore¢rnan monodraselny boli dodavané s nasledujicimi

. > Py . i
programaml prldavanla
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Weichol-92 100 ml/h od 10 do 120 h
fosforecnan

monodraselny (1%) 400 az 1400 ml/h od 0 do 25 h  a
1500 az 5000 ml/h od 2% h do 50 h

Priklad 20

Postup je rovnaky ako v priklade 19, ale fermentdcia je
predlZend aZ na 172 h, kontinudlny systém sa stanovi
extrakciami celkovej brecky od 100 hodin pokracovania
fermentacie v podiele 2,5 % brec¢ky extrahovanymi kaééfch
24 h vzhladom na zaciatocény objem fermentora? po

sterilizacii.

Pridania glycerolu (33%), Priolube (glyceryltrioleat,
vyrabany Unichenta) a fosforeénanu monodraselnédho (1%) sa

uskutoc¢nuju podla nasledujucich programov

!

Priolube 100 ml/h od 10 h do konca

glycerol (33%) 400 ml/h od 32 h do konca
fosforecénan

monodraselny (1%) 400 az 1400 ml/h od 0 do 25 h a

1500 az 5000 ml/h od 25 do 50 h -

Priklad 22
Postup je rovnaky ako v priklade 21, ale fermentdcia je
predizend 1len na 150 h a extrakcia bre¢ky sa uskutoénuje

v podiele 9 % kazdych 24 h. Pridania suU modifikované podla

programu
Priolube 100 ml/h od 10 h do 100 h
. | 200 nl/h od 100 h do konca .
glycerol (33%) ' 420 ml/h od 32 h do 100 h
780 ml/h od 100h do konca
fosforeénan
monodraselny (1%) 400 az 1400 ml/h od 0 do 25 h { a
1500 az 5000 ml/h od 25 do 50 h
sterilnd voda 312 ml/h od 32 do 100 h

625 ml/h od 100 h do konca
19



Priklad 23

Postupuje sa rovnako ako v priklade 22. Fermentacia sa

predlzi na 172 h

zahrnuté

hladiny viskozity.

Priolube
glycerol (33%)
fosforecdnan

monodraselny (1%)

sterilnd voda

Priklad 24

Postupuje sa

S extrakciou 14 %

pridanie sterilnej

130
240
515
960

400
1500
300
630
1260

rovnako ako

fermentacné médium sa zvysi o

vody s

ml/h
ml/h
ml/h
ml/h

az 1400
az 5000
ml/h od
ml/h od
ml/h od

kazdych 24 h. Tiez je

cielom udrzania nizkej
10 h do 100 h
100 h do konca
32 h do 100 h
100h do konca

0 do 25 h i a
ml/h od 25 do 50 h.

50 h do konca

32 do 100 h

100 h do konca

ml/h od

v priklade 23, ale zadiatocné

30 %

vzhladom ku vSetkym jeho

vychodiskovym l&tkam. Fermentdcia prebieha 155 h a éxtrakcia

sa uskutoc¢nuje kazdych 24

nasledujice :

Priolube
glycerol (33%)
fosforecnan

monodraselny (1%)

sterilna voda

Priklad 25
Postupuje sa

predlzi na 150 h

130
240
515
960

400
i 1500
300
630
1260

rovnako ako

a extrakcie

20

od
od
od
od

ml/h
ml/h
ml/h
ml/h

az 1400
az 5000
ml/h od
ml/h od
ml/h od

h. Pouzité programy pridavania su

10 h do 100 h
100 h do konca
32 h do 100 h
100h do konca

ml/h od 0 do 25 h a
ml/h od 25 do 50 h

50 h do konca

32 do 100 h

100 h do konca

v priklade 21. Fermentacia sa

!

sa uskutocnuju v rozsahu 9 %



kazdych 24 h. Pridanie glycerolu je Uplne vynechané a
pridanie triglyceridu Priolube je zvysene. Pridania
fosforec¢nanu a sterilhej vody su rovnaké ako pridan“ia v
priklade 22. Pridanie Priolube je podla nasledujuiceho
programu |
Priolube ‘ 320 ml/h od 10 h do 100 h

590 ml/h od 100 h do konca
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PATENTOVE NAROKY

1. Spbésob produkcie steliny klavulanovej a/alebo jej §oli
kultivaciou Streptomyces clavuligerus ATCC 2704 alebo jeho
mutantov z nej ziskanych, v submerznej fermentdcii s
prevzdusnovanim a miesanim, v davkovej, polokontinuéinej
alebo kontinudlnej kultuire, v ktorej si koncentracie
rozpustného fosforecnanu urcéené na zaciatku a/aiebo

udrzované pocas fermentdcie v danych hodnotach.

2. Spbésob podla ndroku 1, vy znadujiuci sa tymn,
Zze pritomnd koncentrédcia rozpustného fosforec¢nanu pritomného
v médiu na zac¢iatku fermentacie, v davkovej kultﬁre/ Jje

pevne stanovena v rozmedzl od 500 do 4000 mg/l.

3. Spésob podla ndroku 1, vy znacdujuci sa tymn,
Ze pritomna koncentracia rozpustného fosforec¢nanu pritomného
v médiu na zac¢iatku fermentdcie, v polokontinudlnej alebo
kontinudlnej kulture, Je pevne stanovend v rozmedzi od 150
do 600 mg/1l a/alebo je udrZovana v danom rozsahu, thodne;od
20 do 150 mg/l, pocas fermentacie.

4. Spoébsob podla naroku 1 az 3, vyznacu j Wci s a
t y m, 2Ze pritomné koncentricie rozpustného fosforecianu
pritomného v kultivaénom mediu st na zaciatku pevne
stanoveneé a/alebo suU udrzZované pocas fermentacie pridanim
rozpustneho fosforecnanového 1iénu, v akejkolvek 2z jeho
foriem, k uvedenému kultivac¢nému médiu. ‘

5. Spésob podla naroku 1 az 3, vyznaduijduc i s a
t ym, 2e pritomné Kkoncentrdcie rozpustného fosforecéhnanu
pritomného v kultivaé¢nom médiu su na zac¢iatku pevne
stanovené a/alebo sui udrzované pocas fermentacie zrdzanim
uvedeného rozpustného fosforeé&nanu, ak tento presahuje

pozZadované hranice. o



? e B

6.Spdsob podla naroku 5, vy znacdujuci sa t y m,
Ze uvedeny rozpustny fosforeérian sa zrdza pridanim vapenatej
zluc¢eniny ku kultivac¢nému médiu.

7. Spdésob podla ktoréhokolvek z prédchédzajﬁcich narokov,
vyznacdcujuci sa tym 2e sa pouzije zdroj

uhlika, ktory obsahuje jeden alebo viac prirodnych alebo
syntetickych triglyceridov, ktoré sa pridavaju na zacdiatku

fermentacie a/alebo pocas nej.

8. Spdésob podla ktoréhokolvek z predchadzajucich narokov,
vyznacujuci s a t ym Z2e ako vyluény zdroj
sa pouzije jeden alebo viac prirodnych alebo syntetickych
triglyceridov, ktoré sa pridavaju na zacdiatku fermentéacie
a/alebo pocas nej.

9. Spbésob podla ktoréhokolvek z predchadzajicich narokov,
vVvyznacujuci s a tym, 2Ze fermentacia fsa
uskutocnuje pri teplote 20 az 400c.

10. Spdésob podla ktoréhokolvek z predchiddzajicich narokov,

vVvyznacdcuijuci S a tym, Ze fermentacia sa
uskutoc¢nuje pri teplote 22 az 300¢.
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