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KIVONAT

Metabolizmus kontrollalt fermentacids eljaras

pszeudomonsav eloallitasara

A taldlméany targya javitott fermenticioés eljaras pszeudomonsav A (mupirocin)
eléallitisara. A metabolikusan kontrolldlt fermentacios eljaras szerint Pseudomonas sp.
torzset tenyésztenek siillyesztett kulturaban kb. 20-30 C kozétt.

A fermentacioés taptalaj pH-jat kb. 5,5-6 koériilire szabalyozzak asszimilalhatd
szénforras, asvanyi sé és savas/ligos oldat adagolasaval.

Ennek megfeleléen az eredményiil kapott fermentacids taptalaj megndvekedett kihozatallal
tartalmaz nagy tisztasigii pszeudomonsavat, mint f6 komponenst. A pszeudomonsav B

szennyezd a fermentacids taptalajban jelentésen csokkent.
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Metabolizmus kontrollalt fermentacios eljaras

pszeudomonsayv eléallitasara

A TALALMANY TARGYA

Jelen talalmany a pszeudomonsav eldallitasanak metabolikusan kontrollalt

fermentacios eljarasat irja le. Kilonosen, jelen taldlmany egy olyan pszeudomonsav A
eléallitasara vonatkozo fermentacios eljarashoz vezetett, ahol a fermentacios taptalaj pH

szintjét dextréz, asvanyi so, mint a CaCly, savas oldat, vagy alkalikus oldat szabalyozza.

A TALALMANY HATTERE

A pszeudomonsav A, amely mupirocinként is ismert, a pszeudomonsav o

komponenseként hatarozhaté meg. A pszeudomonsav A-t elsdkent A.T. Fuller és tarsai
fedezték fel 1971-ben [Nature 234, 416, (1971)]. A pszeudomonsavnak a kovetkezd
kémiai neve és kereskedelmi nevei vannak: [2S-[2 alfa (E), 3 béta, 4 béta, 5 alfa [2R*, 3R *
(1R*, 2 R*)]]]-9-[[3-Metil-1- oxo-4-[tetrahidro-3,4-dihidroxi-5-[[3-(2-hidroxi-1-
metilpropilJoxiranilmetil]-2H-piran-2yl]-2-butenilJoxi]nonanionos sav, pszeudomonsav A,
transz-pszeudomonsav, BRL-4910A, Bactoderm, Bactroban €s Turixin. A pszeudomonsavnak

topikus antibakterialis terapias hatasa van.
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Pszeudomonsav A (Mupirocin)



A pszeudomonsav A egy potens antibiotikum a Gram (+) baktériumok
( Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Klebsiella
pneumoniae) és néhany Gram (-) baktérium ( Haemophilus influenzae, Neisseria
gonorrhoeae) ellen A. Ward, D.M. Campoli-richards: Drugs 32, 425-444 (1986)]. A
hatdsmechanizmusa feltételezhetden magaba foglalja az isoleucin-tRNS-szintetiz enzim
gatlasat, ami a baktérium fehérjeszintézisét befolyasolja [J. Hughes and G. Mellows:
Biochem. Journal 191, 209-219 (1980)]. Mindezek teljes egésziikben be vannak épitve

referenciaként.

Jelenleg a pszeudomonsavat a Pseudomonas sp. tenyésztésével allitjak elo.
Hagyoméanyos fed batch technoldgia tartalmazza a tapanyagokat a fermentécios eljaras elején
pH- és tapanyag koncentracié szabalyozas nélkiil. A fed batch fermentécié alatti pH-szint és a
tapanyag-fogyds ingadozésa miatt, a pszeudomonsav-hozam gyakran csokken. A fed batch

technolégia f6 hatranya a vele jar6 megnévekedett mennyiségii szennyezodés.
Folyamatosan sziikséges a pszeudomonsav fermentacios eldallitasanak fejlesztése,

kiilonosen a pszeudomonsav A termék tisztasaganak fokozasa miatt ( pl: a pszeudomonsav B

szennyez6dés jelentds csokkentése).

A TALALMANY OSSZEFOGLALASA

Egyrészt jelen talalmany a pszeudomonsav eldallitisara biztosit egy fejlesztett eljarast,
amely az alabbi 1épésekbdl all:

a) pszeudomonsavat el8allité baktériumot tartalmazé fermentacios taptalaj elééllitasa

b) a fermentacios taptalaj pH-janak szabalyozasa; és

c) a fermentécios taptalajbdl a pszeudomonsav kinyerése.

Masrészt, jelen taldlmény magas tisztasigi pszeudomonsav eldéllitaséra képes
hatékony eljdrast biztosit (pl. a pszeudomonsav B szennyezédés a pszeudomonsav A-hoz
viszonyitva kevesebb, mint 3%). Ennél fogva, jelen talalmany egy tovabbfejlesztett és
gazdasagos fermentécios eljarast biztosit a tisztdbb és magasabb hozamu pszeudomonsav A

elballitasara.



Masrészt, jelen taldlméany a pszeudomonsav eldallitasara olyan fermentécios eljarast
ismertet, ahol a MezOgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gyiijteményében

NCAIM(P)B001235 szam alatt letétbe helyezett Pseudomonas sp. torzset hasznaljak.

Masrészt, jelen taldlmany olyan fermenticos eljarast ismertet, ahol a fermentacids
taptalaj pH-ja 5.5-6.0 k6zott szabdlyozott az egész fermentacié alatt. Legelénydsebben a

fermentacios elegy pH-ja 5.7.

Masrészt, jelen taldlmany a pszeudomonsav elballitasara olyan fermentaciés eljarast
ismertet, ahol a pH, a fermentaciés tdptalajhoz adott asszimilalhato szénforras adagolasaval

szabalyozott. El6nydsen az asszimilalhato szénforras dextroz.

Masrészt, jelen talalmany a pszeudomonsav el@allitasara olyan fermentacids eljarast
ismertet, ahol a dextréz szintjét a fermentacios elegyben koriilbeliil 0.5 % alatt tartjak az

elballitas fazisaban.

Masrészt, jelen taldlmany a pszeudomonsav eldallitasara olyan fermentacids eljarast
ismertet, ahol a fermentdcios taptalajhoz kevesebb, mint 0.1 % kalcium-kloridot tartalmazé

oldatot adagolnak a fermentacié el6allitasi fazisaban.

Masrészt, jelen taldlmany a pszeudomonsav eldéllitisara olyan fermentacios eljarast
ismertet, ahol a fermenticios téptalaj pH-jat a fermentaciés elegyhez adott ligos oldattal

és/vagy savas oldattal szabalyozzak.

Masrészt, jelen taldlmany fermentacids eljarast ismertet a dextréz és a savas oldat
optimalis adagoldsanak felhasznalasival. Jelen talalmany dextréz és sav adagolasaval
optimélis kombindciét biztosit, ami a pszeudomonsav bioszintézist névelni tudja a

fermentaci6 alatt és elkertilhet6 a taptalajban 1évé tobblet szénforrasok repressziés hatasa.



A TALALMANY RESZLETES LEIRASA

Ha mas kikotés nincs, a ,,%”jelzés a tomeg/tdmeg %-ra utal, a ,vvm” a leveg6
térfogata/ a fermentécios elegy térfogata / perc-re utal, a ,,HPLC” a magas nyomasu folyadék

kromatografiat jelenti. A dextr6z megjeldlés gliikézra is vonatkozik.

Az itt alkalmazottak szerint, a ,,siillyesztett taptalaj” olyan fermentécios taptalajra utal,
ami folyékony tdptalaj keveréssel és levegoztetéssel; a ,fed batch technoldgia” arra a
fermentacios eljarasra utal, ahol egy vagy tobb tapanyagkomponenst (pl. szénforras, vagy so6)
adnak csak a fermentdcids eljaras elején; a ,, metabolikusan kontrollalt” fermentacié olyan
fermentdcids eljarasra utal, amely soran a szén- €s nitrogénforras csokkenés szabalyozott; a ,,
termelési fazis” a fermentacio azon periéduséra utal, amikor a célmolekulak szintetizalodnak;
a” logaritmikus fazis” a fermentaci6 azon periédusa, amikor a mikroorganizmus szaporodasa

a logaritmikus fazisban van.

Az itt alkalmazott ,,4svanyi s6” kifejezés, biologiailag fontos séra és nyomelemre utal.
Elénydsebben dsvanyi soként magnézium-szulfitot hasznalnak, melynek szerepe a pH
szabélyozasa és még néhany jarulékos hatas. Legeldnydsebben, kalcium-kloridot hasznalnak

asvanyi soként.

Az itt alkalmazott ,,asszimilalhat6™ kifejezés, arra az adott mikroorganizmusra utal,
amelynek enzimrendszere van a tipanyagok felvételére ¢&s elfogyasztasira vagy
felhasznaldsara, vagy lebontasra olyan tapanyagoknak, amelyeket a mikroorganizmus

felhasznal komplex alkotorészeinek bioszintézisére.

Elényds pszeudomonsav eldéllité mikroorganizmus, amellyel a taldlmany szerinti
fermentacids eljarasat is végre lehet hajtani a Pseudomonas sp. torzs. Alternativ
pseudomonsav €lédllité micro-organizmusok a Pseudomonas leszarmazottjai, természetes
variansai €s mutansai. Legelonyosebben ez a Mezdgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok
Nemzeti Gyljteményébe NCAIM(P)B 001235 szam alatt letétbe helyezett Pseudomonas sp.

torzs.



Elénydsen, a fermenticios taptalaj pH-jat gy szabélyozzuk, hogy a pszeudomonsav
A szintje novekedjen és pszeudomonsav B szintje csokkenjen (pl. a pszeudomonsav B
szennyezO0dés aranya a pszeudomonsav A szintjére vonatkoztatva kevesebb mint 3 %).
Elényosebben, a fermentacios elegy pH-ja kb. 52-6.2 kozottire szabalyozott.

Legelonyosebben a fermentacios elegy pH-ja 5.7.

ElényGsen, a Pseudomonas sp.-t siillyesztett taptalajban novesztik. Elonydsen, a

fermentacios taptalajt 20-30 °C-on tartjak.

A fermentacids taptalaj pH-szabalyozasanak egyik elony6s lehetésége a fermenticids
taptalajhoz adott asszimilalhato szénforras. Elonydsen az asszimildlhatd szénforras dextroz.
Kovetkezésképpen, a szénforrasként alkalmazott dextréz és annak kozti- és végtermékei
gyakran csokkentik a fermenticios taptalaj pH-jat. Legelonyosebben, a dextrozadagolas,
kisebb, mint 0.5 %-os dextréz szintet tart fenn a fermenticios taptalajban a produkcios

fazisban.

Masik kedvelt asszimilalhato szénforras a glicerol, a ndvényi- és éllati olajok és

zsirok.

A glicerolnak, mint a taptalaj asszimilalhato szénforrasanak, nincs szamottevdé pH-
csokkentd hatdsa a fermentacidos taptalajra nézve. Ezért gyakran adnak a fermentacids
elegyhez savas oldatot, hogy elérjék az optimalis hatast. Elonydsen, a savas oldatok HCI,
HNO;3 és HSO4. Legeldnydsebben a savas oldat HCI.

Amikor a fermentaciés taptalaj pH-ja alacsony, az optimalis pH-szint elérésére
gyakran adnak a fermentaciés taptalajhoz lugos oldatot, ami lehet NaOH és KOH.
Legelonyosebben a lugos oldat NaOH.

Masik el6nyds lehetdség a fermentacios taptalaj pH-janak szabalyozasara az dsvanyi
s6 adagolas. Elénydsen, kalcium-klorid oldatot hasznalnak a fermentacios taptalajhoz torténd
adagolasra. Elonyosebben, 0.1-0.8 %-os (t/t) kalcium-klorid oldatot hasznalnak.
Legelonyodsebben 0.3 %-os (t/t) kdlcium-klorid oldatot hasznalnak.



A taldlmanyhoz kapcsolddo eljdrast részletesen az alabbi, nem korlatoz6 példakkal

ismertetjiik.

Eléfermentacios taptalaj

Dextr6z-monohidrat
Sz6jabab liszt
Glicerin
Kukoricalekvar
Natrium-klorid
Kalium-klorid
Kalcium-karbonat
Ammonium-szulfat
Kaélium-dihidrogén-
foszfat
Mangan-klorid x 2H,0
Magnézium-szulfat
Napraforgoolaj
NaOH, HCl

pH a sterilizacié elott

(gram/liter)

20

5
0.5
0.5
4
2
0.4

0.03

0.4

2

pH beallitas
7.0-7.2

Fo fermentacids taptalaj
(gram/liter)
20
50
10
5

10
Ph beallitas
6.5£0.3

A Pseudomonas sp. kultira az el6fermentdcids taptalajban

A (dextré6zmentes) eléfermentacios taptalajt 60 literes tartalyban készitettiik el. Az

eldallitott el6fermentacios taptalajt (kb. 40 liter) koriilbeliil 45 percig sterilizaltuk koriilbeliil

120 °C-on.

A dextrdz oldatot kiilon készitettiik el. A dextroz oldat pH-jat sdsavval allitottuk be
kb. 4.0-5.0-ra. A dextréz oldatot kériilbeliil 25 percig, 120 °C-on sterilizaltuk.
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A sterilizalt dext6z oldatot hozzaadtuk az elé6fermentécios taptalajhoz, hogy az elérje a 20 g/l

dextrdz koncentraciot.

A Pseudomonas sp. torzset (pl. NCAIM (P)B 001235) leoltottuk a sterilizalt
eléfermentacids taptalajra ( kb. 500ml). A Pseudomonas sp. torzs az el6fermentécios

taptalajban a logaritmikus névekedési fazis eléréséig novekedett.
A Pseudomonas novesztését a kovetkezé paraméterek kozott valositottuk meg:
Hoémérséklet: kb. 25+1 °C;
Cstcsnyomas: kb. 0.4+0.1 bar;
Keverési sebesség: kb. 400 rpm;
Levegoztetési arany: kb. 0.5 vvm.

A csiraallapot teljes idétartama 24 6ra volt.

A Pseudomonsa sp. kultira a fermentacids taptalajban

A 6 fermentécids taptalajt 300 literes tartalyban készitettiik el. Az eldallitott f6
fermentacios taptalajt (koriilbeliil 200 liter) koriilbeliil 45 percig, kériilbeliil 120 °C-on
sterilizaltuk.

A dextrézoldatot kiilon allitottuk el6. A dextréz oldat pH-jat sdsavval allitottuk be
koriilbeliil 4.0-5.0 kozottire. A dextroz oldatot koriilbeliil 25 percig, koriilbeliil 120 °C-on

sterilizaltuk. A sterilizalt dextr6z oldatot a f6 fermentacids taptalajhoz adtuk.

Miutén a f6 fermentécids taptalaj elkésziilt, hozzaadtuk az eléfermentacios taptalajt,
ami tartalmazta a csirafazisa utan hozzaadott Pseudomonas sp. torzset. Az eléfermentacios

taptalaj aranya a f6 fermentacios taptalajhoz kb. 10 % volt (t/t).



A fermentacios taptalaj szaporitasat a kovetkez6 paraméterek jellemzik:

Hoémérséklet: kortiilbeliil 25+ 1 °C;
Levegdztetési arany: koriilbeliil 0,5-1 vvm;
Keverési sebesség: koriilbeliil 300-600rpm; és

Csucsnyomas: koriilbeliil 0,5 bar.

Mind a keverési sebességet, mind a levegdztetési aranyt a fent leirt tartoméanyba
allitottuk be, azért, hogy kontrollalhassuk a feloldodott oxigén szintjét és a fermentacids

eljaras alatt végig 30 %-on tartsuk azt.

A fermentacios taptalaj szaporitasanak id6tartama koriilbeliil 64 6ra volt. A
fermentacids eljaras sordn a fermentacids taptalajhoz olajat adtunk, amikor az elegyben

habképzddés volt.
HOZAM: Az elért pszeudomonsav A hozam HPLC-vel mérve megkézelitéen
2,056 ng/gram fermentacios taptalaj. A pszeudomonsav B szennyezddést 18 %-ra (t/t)

becsiiltiik a pszeudomonsav A-hoz viszonyitva.

A pszeudomonsav A és pszeudomonsav B tartalom és tisztasdg meghatarozasa:

USP 24 elemzési mddszeren alapult a pszeudomonsav A és pszeudomonsav B
tartalom és tisztasag meghatarozasa. A meghatarozast HPLC-vel végeztiik, amellyel az adott
pszeudomonsav A és pszeudomonsav B koncentraciét meghataroztuk csakugy, mint a

pszeudomonsav A és pszeudomonsav B t/t aranyat.

A kromatografias rendszer leirasa:
Oszlop: LiChrosper 100 RP-18, 5 m, 250-4;
Detektor: UV 229 nm;

Aramlasi sebesség: 0,7 ml/perc;

Injektalasi térfogat: 20 pl; és
Mozg6 fazis: Készitsen egy megfeleld keveréket pH 6,3 foszfat pufferbdl ( 0,05 M

monobadzikus natrium-foszfat) és acetonitrilb6l (75:25).



Standard oldat :

100 ml-es tartadlyba bemértiik a Pszeudomonsav A-t és Pszeudomonsav B-t, amikhez 25 ml
acetonitrilt adtunk, az elkészitett keveréket felhigitottuk foszfat pufferrel (pH 6,3) majd o
osszekevertiik. A standardok végkoncentracioja kb. 100 pg/ml volt.

Futtatasi id6: korulbelill 15 perc.

Minta preparaldsa a fermentacios téptalajbodl:

A mupirocinos fermentacids taptalajt (5 ml) egy 10 ml-es méréedénybe tettiik és etil-
alkohollal (96 %) higitottuk;

20 percig ultrahangoztuk;

15 percig 5,000 rpm-en centifugaltuk;

A feliluszot (1,0ml) 10,0 ml-re higitottuk a mozgé fazissal;

Millipore filteren (0,45 mikron) sziirtiik at.

2. példa
Eléfermenticios taptalaj, Fo6 fermentaciés taptalaj,
(gram/liter) (gram/liter)
Dextr6z-monohidrat 20 20
Sz6jabab liszt - 50
Glicerin 5 10
Kukoricalekvar - 5
Natrium-klorid 0,5 5
Kalium-klorid 0,5 -
Kalcium-klorid - 3
Kalcium-karbonat 4 4
Ammonium-szulfat 2 -
Kalium-dihidrogén-foszfat 0,4 -
Mangén-klorid x 2H,0 0,03 -
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Magnézium-szulfat 0,4 -
Napraforgo olaj 2 10
NaOH, HCl pH bedllitas pH bedllitas
Sterilizacié el6tti pH: 7,0-7,2 6,5+0,3

Pseudomonas sp. kultira az el6fermentacios taptalajban

Az eléfermentécios taptalajt (dextrozmentes) 60 literes tartdlyban készitettiik el. Az
eléallitott eléfermentacids taptalajt (koriilbeliil 40 liter) koriilbeliil 45 percig, kb. 120 °C-on
sterilizaltuk.

A dextr6z oldatot kiilén allitottuk elé. A dextréz oldat pH-jat sosav hozzaadasaval
allitottuk be kortilbelil 4,0-5,0 kozottire. A dextr6z oldatot koriilbeliil 25 percig,
megkozelitdleg 120 °C-on sterilizaltuk. A sterilizalt dextréz oldatot az eléfermentacios

taptalajhoz adtuk, igy a dextrozkoncentracié 20 g/l.

A Pseudomonas sp. torzset (pl. NCAIM(P)B 001235) a sterilizalt eléfermentacids
taptalajra (500 ml) oltottuk. A Pseudomonas sp. tdrzset addig engedtik néni az
eléfermentaciés taptalajban, amig el nem érte a logaritmikus novekedési fazisat. A
Pseudomonas névesztését a kvetkezé paraméterek kozott végeztiik:

Hémérséklet: kb. 25+1°C;

Cstucsnyomas: kb. 0,4+0,1 bar;

Keverési sebesség: kb. 400 rpm; és

Levegéztetési arany: kb. 0,5 vvm.

A teljes csirazasi id6 koriilbeliil 24 dra volt.

Pseudomonas sp. kultira a fermentécios taptalajban

A f6 fermentécios taptalajt egy 300 literes tartalyban készitettiik el. Az eléallitott 6
fermentécids taptalajt (koriilbeliil 200 liter) koriilbeliil 45 percig és koriilbeliil 120°C-on
sterilizaltuk.
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A dextr6z oldatot kiilon allitottuk eld. A dextr6z oldat pH-janak beallitasat sésav
hozzaadasaval végeztiik koriilbeliil 4,0-5,0 k6zé. A dextréz oldatot kériilbeliil 25 percig,
koriilbeliil 120 °C-n sterilizaltuk. A sterilizalt dextr6z oldatot hozzaadtuk a f6 fermentacids

taptalajhoz, igy 20 g/l-es koncentraciot értiink el.

Miutén elkészitettik a f6 fermentacids taptalajt, hozzaadtuk a csirastadium utani
eléfermentacios taptalajt, ami a Pseudomonas sp. térzset tartalmazta. A csiradllapot aranya a

6 fermentécids taptalajhoz kortilbeliil 10 % (t/t).

A Pseudomonas sp. novesztése a fermentacios taptalajban a kovetkezd paraméterek
kozott valosult meg:

Homérséklet: koriilbeliil 25+1°C;

Levegdztetési arany: koriilbeliil 0,5-1,0 vvm;

Keverési sebesség: koriilbeliil 300-600 rpm; és

Cstcsnyomas: koriilbeliil 0,5 bar.

Mind a keverési sebességet, mind a levegéztetési aranyt a fent emlitett tartomanyba

allitottuk be, hogy az oldott oxigén szintjét a fermentacio soran végig 30 %-on tudjuk tartani.

Amikor a fermenticios taptalaj elérte a pH koriilbeliil 5,5-5,8-at, a pH elkezdett
emelkedni. A fermentacids taptalaj pH-ja végig 5,5-6,0 kozott szabalyozott. Ezt azaltal értiik
el, hogy sosav oldatot adtunk a fermentacios elegyhez. Az elegy aktulis pH-jatél fiigg a

sOsav hozzaadasa.

Kaoriilbeliil 66 dra volt a novesztés ideje a fermentacios elegyben. Ha az elegyben

habképzbdés volt, olajat adunk a fermentacids elegyhez.

HOZAM: Az elért pszeudomonsav-hozam koriilbeliil 2,251pug/gram fermentacios
elegy, amit HPLC segitségével mértiink meg. A pszeudomonsav B szennyez6dés koriilbeliil

1,6 % (t/t) a pszeudomonsav A-ra vonatkoztatva.
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3. példa

Ebben a példdban az el6fermentacids taptalaj, a f6 fermentaciés taptalaj eldallitisa és a
Pseudomonas sp. torzs novesztése az eldfermentacids taptalajon és a f6 fermentdcids

taptalajban a 2. szamu példaban leirtaknak megfelelSen tértént.

A fermentacios elegy novesztése szintén a 2. szamu példaban leirtak szerint tortént.
Azonban ebben a példdban, a fermentacids elegy pH-jat mas moédszerrel szabalyoztuk.
Ahelyett, hogy a fermenticids elegyhez sosavat adtunk volna, itt a pH szabalyozisira a

dextréz oldat adagolasat valasztottuk.

Megfigyeltiikk, hogy amikor a fermentacios elegy eléri az 5,5-5,8 koriili pH-t, a pH
elkezd emelkedni. Ebben a példaban a pH-t 5,5-6,0 kozott szabalyoztuk. Ezt Gigy értiik el,
hogy dextrézt oldatot adagoltunk hozzi. A dextr6z oldat hozziadasénak gyakorisiga a
fermentacios elegyhez az aktudlis pH-t6l és az elegy dextroztartalmatél fiiggétt. A dextroz
hozzaadasa sordn, a gliik6z szint nem emelkedhetett 0,5 %-nal magasabbra (t/t). Amikor a pH
5,8-6,0 folé emelkedett és a dextréz szint magasabb volt mint 0,45% (t/t), a pH-t a

fermentécios elegyhez adott s6sav hozzdadéasaval szabalyoztuk dextréz helyett.

A fermenticios elegy novekedési idotartama koriilbeliil 65 o6ra volt. A fermentacids

eljaras alatt, habképz6dés esetén olajat adtunk az elegyhez.

HOZAM: Az elért pszeudomonsav A hozam kériilbeliil 3,021 ug/gram fermenticids
elegy volt, amit HPLC-vel mértiink. A pszeudomonsav B szennyezédés koriilbeliil 2,9%-a

(t/t) a pszeudomonsav A-nak.

Jelen taldlmany nincs korlatozva az itt leirt specifikus megvaldsitasokra. A
talalmanynak szdmos mddositasa lehet nyilvanvaléan kezdve azokkal, amelyeket itt leirtak,
folytatva azokig, amelyeket €l6z0 leirasbol tovabbfejlesztenek és a vele jaré elképzelésekbil.
Ilyen valtoztatasok az igénypontok oltalmi korébe tartoznak. Kiilonféle kozleményekre

hivatkozunk itt, ezek teljes egésziikkben referenciaként vannak megemlitve.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

Fermentacios eljards pszeudomonsav eldéllitasara, azzal jellemezve, hogy az alabbi
1épésekbol all:
a) fermentacios elegy eldallitasa, amely pszeudomonsav elédllitasara képes micro-
organizmust tartalmaz;
b) a fermentéacios elegy pH-janak szabalyozasa; és

c) a fermentécids elegybdl a pszeudomonsav kinyerése.

Az 1. igénypont szerinti fermentacids eljards azzal jellemezve, hogy a pszeudomonsav

pszeudomonsav A.

. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti fermenticios eljaras, azzal jellemezve, hogy a
pszeudomonsav eldallitdsra képes micro-organizmust a Pseudomonas sp. torzsbél, azok

leszarmazottaibol, természetes variansukbol és mutansukbol 4116 csoportbél valasztjuk ki.

A 3. igénypont szerinti fermentécios eljaras, azzal jellemezve, hogy a Pseudomonas sp.
torzs az NCAIM(P)B 001235 szdmon deponalt a MezOgazdasagi €és  Ipari

Mikroorganizmusok Nemzeti Gy(ijteményébe.

Az 1, 2, 3 vagy 4. igénypont szerinti fermentacids eljaras, azzal jellemezve, hogy a

ferment4cio siillyesztett kultira.

Az 1, 2, 3, 4 vagy 5. igénypont szerinti fermentécios eljaras, azzal jellemezve, hogy a

fermentacio koriilbeliil 20 °C-30 °C kdzo6tt megy végbe.

Az 1,2, 3, 4, 5 vagy 6. igénypont szerinti fermentacids eljaras, azzal jellemezve, hogy a

fermentacios elegy pH-ja fermentécio eloallitasi fazisa alatt szabalyozott.

Az 1,2,3,4,5, 6 vagy 7. igénypont szerinti fermentacios eljaras, azzal jellemezve, hogy a

fermentacios elegy pH-ja 5,7 koriilire szabélyozott.
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. Az 1,2,3,4,5,6,7, vagy 8. igénypont szerinti fermentacids eljaras, azzal jellemezve,

hogy a fermentacios elegy pH-ja az elegyhez adott asszimilalhatdé szénforris altal

szabalyozott.

A 9. igénypont szerinti fermentacios eljaras, azzal jellemezve, hogy az asszimilalhat6

szénforras adagolasa metabolikusan kontrollalt.

-A 9. vagy 10. igénypont szerinti fermenticiés eljaras, azzal jellemezve, hogy az

asszimilalhat6 szénforras dextréz.

Az 1,2,3,4,5,6,7, 8,9, 10 vagy 11. igénypont szerinti fermentacios eljaras, azzal
jellemezve, hogy a fermentacios elegy pH-jat a fermentacios elegyhez adott asszimilalhatéd

szénforrassal és savas oldattal szabalyozzuk.

A 12. igénypont szerinti fermentécios eljaras, azzal jellemezve, hogy az asszimilalhaté

szénforras glicerol és a savas oldat sosav.

Az 1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12 vagy 13. igénypont szerinti fermentécids eljaras,
azzal jellemezve, hogy a fermentacios elegy pH-jat a fermentacios elegyhez adott asvanyi

soval szabalyozzuk.

A 14. igénypont szerinti fermentacids eljaras, azzal jellemezve, hogy az asvanyi sé

kalcium-klorid oldat.

A 15. igénypont szerinti fermentacios eljaras, azzal jellemezve, hogy, a kalcium-klorid

oldat kortilbeliil 0,1 %-0,8 %-os (t/t).

A 15. igénypont szerinti fermentacios eljaras, azzal jellemezve, hogy a kalcium-klorid
oldat kb. 0,3 % (t/t)-os.

Az 1,2,3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 vagy 17. igénypont szerinti
fermentacids eljaras, azzal jellemezve, hogy a fermentacids elegy pH-jat a fermentacios

elegyhez adott lugos oldattal szabéalyozzuk.
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A 18. igénypont szerinti fermentacids eljards, azzal jellemezve, hogy a ligos oldat

natrium-hidroxid, kalium-hidroxid.

A 18. igénypont szerinti fermentacios eljaras, azzal jellemezve, hogy a lugos oldat kalium-

hidroxid.

Az1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11, 12, 13, 14,15, 16, 17, 18, 19 vagy 20. igénypont szerinti
fermentéacids eljaras, azzal jellemezve, hogy fermentaciés elegy pH-jat a fermentacios

elegyhez adott savas oldattal szabalyozzuk.

A 21. igénypont szerinti fermentacids eljaras, azzal jellemezve, hogy a savas oldat

salétromsav (HNO3), kénsav (H2SO4) és sésav (HCI) valamelyike.

A 21. vagy 22. igénypont szerinti fermenticios eljaras, azzal jellemezve, hogy a savas

oldat sosav.

Az 1,2,3,4,56,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 vagy 23.
igénypont szerinti fermentacios eljaras, azzal jellemezve, hogy a fermentacios elegy pH-ja

kb. 5,2-6,2 kozéttire szabalyozott.

Fermentéacios eljards pszeudomonsav elddllitisara, azzal jellemezve, hogy az alabbi
1épésekbdl all:
a ) fermentacios elegy eldallitisa, amely pszeudomonsav eldallitasira képes micro-
organizmust és kalcium-kloridot tartalmaz;
b ) a fermenticiés elegy pH-janak szabalyozasa dextréz illetve sav hozzaadasaval ha
szlikséges; és

c ) a fermenticids elegyb6l a pszeudomonsav kinyerése.

26. A 24. vagy 235. igénypont szerinti fermentacios eljaras, azzal jellemezve, hogy a pH-t kb.

5,5-6 kozott tartjuk.

27.A 11,25 vagy 26. igénypont szerinti fermenticids eljaras, azzal jellemezve, hogy a pH

szint szabalyozasa magaba foglalja a kb. 0,5 %-os (t/t) maximélis dextrozszintet.
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A 25, 26 vagy 27. igénypont szerinti fermentacids eljaras, azzal jellemezve, hogy a savat
akkor adagoljuk, amikor a pH legalabb kb. 5,8 és a dextréz szint legalabb 0,45% (t/t)

koriili.

Az 1, 25, 26, 27 vagy 28. igénypont szerinti fermentacios eljaras, azzal jellemezve, hogy
az eljardas termékének pszeudomonsav tartalma legalabb 82 % (t/t)-os tisztasagh

pszeudomonsav A a pszeudomonsav B-hez viszonyitva.

A 29. igénypont szerinti fermentéciés eljaras, azzal jellemezve, hogy a tisztasag legalabb
kb. 97 %-os.

A 30. igénypont szerinti eljarassal eldallitott pszeudomonsav.

Pszeudomonsavat termeld micro-organizmust tartalmazé fermentaciés elegy, azzal
jellemezve, hogy legalabb 97 % (t/t) koriili pszeudomonsav A-t tartalmaz a
pszeudomonsav B-hez viszonyitva, amiben a pszeudomonsav A-t és B-t a micro-

organizmus fermentacidjaval allitjak eld.
Pszeudomonsavat tartalmazd gyogyszerészeti osszetétel, amely pszeudomonsav A-t és
gyogyaszati szempontbol megfeleld excipienst tartalmaz, azzal jellemezve, hogy a

pszeudomonsav A mennyisége legalabb kb. 97 % (t/t) a pszeudomonsav B-hez

viszonyitva.
Eljaras infekcié gyanis megbetegedés kezelésére dllatokban azzal jellemezve, hogy a 33.
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/

igénypontnak megfelelé gyogyaszati készitményt alkalmazzuk.
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