CS 276099 B6

CESKA A SLOVENSKA|TY 3,
FEDERATIVNI PAT . .
REPUBLIKA :
(19)
(21) C&islo pkihlésky : 4067-89.X
(22) PFihldZeno : 03 07 89
(30) Prioritni data :
(40) 2Zvefejnéno : 15 01 92
. 47 :
FEDERALNI URAD (47) Udéleno 21 02 92
PRO VYNALEZY (24) Ozndmeno ud&leni ve V&stniku : 15 04 92

276 099

{13) Druh dokumentu :B6
(51) 1Int. Cl.5 :

€ 12 P 19/26
C 12 p 19/04//
{c 12 P -19/26
C 12 R 1:46)

(73) Majitel patentu

(72) Ptavodce vynilez

u

VYSOKA 3KOLA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA, PRAHA

SILHANKOVA LUDMILA doc. ing. CSc.,
DEMNEROVA KATERINA doc. ing. CSc.,

KRALOVA BLANKA ing. CSc., RUML TOMA3S ing. CSc.,

BRUNNEROVA MARTINA ing., PRAHA

(54) NAzev vyndlezu :

(57) Anotace :

Zpisob fermenta&ni vyroby hyaluronové kyseliny

Zpisob vyroby spodivd v tom, Ze mutantni
kmen Streptococcus zooepidemicus (syn.
Streptococcus equi) DBM 1079 pusobi ve

fermentadnim médiu, které obsahuje kromé
1 a%Z 8 % hmot./obj. zkvasitelného sacha-
ridu, fosfédtd, hofednatych a daliich mi-
noritnich iontd 0,10 aZ 0,30 % hmot./obj.
kvasniéného autolyzétu a 0,10 aZ 0,50 %
hmot./obj. peptonu, polypeptonu, sojového
peptonu nebo hydrolyzdtu kaseinu. Kyseli-
na hyaluronovd se pouZivd v humdnni a ve~-
terindrni mediciné.
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Vyndlez se tyké zplsobu vyroby hyaluronové kyseliny fermentadnim zplisobem.

Kyselina hyaluronové4, tj. mukézni glykosaminoglykan s linedrni polymerni molekulou o
molekulové hmotnosti 2x105 aZ 1,3x107 daltoni, nachdzi stdle Sir3{i uplatnéni v huménni
i veterinirnf medicind a v kosmetice. Jeji Zivo&i%¥né zdroje, napfiklad kohouti hfebinky,
nepostaduji{ této potfeb&, a proto se zafala vyrdbét fermenta&nfm postupem. AZ dosud se
k tomuto udelu pouffvaly druhy rodu Streptococcus serologické skupiny A a C, tj. Strepto-
coccus pyogenes, Streptococcus equi a Stretococcus zooepidemicus, ktery je v posledni dobé

pokldddn za druh identicky s druhem Streptococcus equi.

prvni fermentadni postup p¥ipravy hyaluronové kyseliny pomoci hemolytického strepto-
koku skupiny A popisuje Holmstrdm B. a Ri&ica J. (Appl. Microbiol. 15, 1409 a% 1413, 1967),
av8ak vytdZek v médiu z teleci infuze s pffdavkem 1,1 % glukosy &inil pouze 0,4 g hyaluro-
nové kyseliny na litr média. VSechny kmeny a mutanty rodu Streptococcus pouZivané pfi po-
stupech uvedenych v patentové i jiné literatufe vyZaduji pro dosaieni vytéiku 3 aZ 6 g
hyaluronové kyseliny na litr fermentadniho média velmi bohaté fermentadni médium obsahuji-
ci vedle 3 a% 8 % hmot. gulukosy je3t& 0,5 aZ 3 % hmot. kvasni&ného autolyzdtu spolu s 2 %
hmot. hydrolyz4dtu kaseinu (Nimrod A. a sp., W 086/04355) nebo s 1 aZ 3 % hmot. peptonu
(Shiseido. Co. Ltd., J.P. 58-56692, Offenlequngsschr. DE 35 17 629, Hosoya H., E.P. 0244754,
Murata H., J.P. 62-289197, Myamori T., E.P. 0266578, Akasaka H., J.P. 61-219394, Karato a
sp. J.P. 62-51999) nebo dokonce 1,5 a%Z 2,5 % obj. teleciho séra (Morita a sp. J.P. 61~
-63294, Offenlequngssch. DE 35 31 612) a navic je3t& s pifdavkem nékterych aminokyselin
a/nebo cornsteep liquoru (Murata H., J.P. 62-289197, Takayama K., J.P. 62-32893, Karato a
sp., J.P. 62-51999, Miyazaki T., J.P. 62-289198). Krom& toho vyZadujf pouZité kmeny jesté
pomdrn& dlouhou fermentadni dobu, tj. 2 a% 5 dnld za nepfetrZitého upravovédni pH na 7,0.
V ptipadé, %e se pro produkci hyaluronové kyseliny pouzivd promytych bunék rodu Strepto-
coccus, (Morita Y. a sp., J.P. 61-15698, Miyamori T. a sp. E.P. Appl. 0266578 A 2} je nutno
" pouift tyto velmi ndkladné pidy pro ziskéni produkénich bunék.

Tyto nedostatky odstrafiuje postup podle vyndlezu, ktery jako produk&ni mikroorganismus
pouzivd mutantn{ kmen Streptococcus zooepidemicus (syn. Streptococcus equi) DBM 1079, kte-

ry je uloZen ve sbirce mikroorganismi katedry biochemie a mikrobiologie Vysoké Skoly chemic- '

ko~technologické v Praze pod &islem 1079. Tento nehemolyzujici kmen produkuje kyselinu
hyaluronovou ve fermenta&nim prostfedf, které obsahuje kromé& 1 a%? 8 $ hmot./obj. zkvasitel-
ného sacharidu, fosfdtd, hofe&natych a daldich minoritnich iontu 0,10 aZ 0,30 % hmot./obj.
kvasni&ného autolyzdtu a 0,10 a%Z 0,50 % hmot./obj. peptonu, polypeptonu, sojového peptonu
nebo hydrolyzdtu kaseinu. Zkvasitelny sacharid je moZno p¥iddvat ve dvou a% &tyfech dév-
k&ch b&hem fermentadnfho procesu. Aktudlni koncentrace zkvasitelného sacharidu se pohybuje
v mezich 0,5 a% 3,5 % hmot./obj. Zdroj dusiku a ristovych litek je pfidévén ve formé& kvas-
ni&ného autolyzdtu. Zdrojem fosforu je napfiklad fosforeénan draselny. 2 minoritnich iontd
jsou potfebné Zeleznaté, manganaté, piipadné vépenaté a kobaltnaté ionty. Dal3f stimulace
produkce hyaluronové kyseliny miZe byt dosaZeno piipadnym pfidavkem 0,005 a% 0,3 % hmot./
/obj. argininu nebo glutamdtu.

Zpisob podle vyndlezu probihd ndsledovn&. Fermentadni médium je zaofkovéno 8 aZz 1l6h
starou kulturou kmene Streptococcus zooepidemicus (syn. Streptococcus equi) DBM 1079
v plidé vpfedu uvedeného sloZeni. Kvafeni probihd za michdn{ a mirného provzdusiovidni pfi
36 a3 37 °C, prilemZ vznikajic{ mlé¢nd kyselina a hyaluronovd kyselina jsou pribéZné ne-
utralizovény pfiddvanym roztokem hydroxidu draselného nebo sodného. Doba kvafeni probihd
22 a% 26 hodin a jeho konec se zjistf bud ze zastaveni poklesu koncentrace zkvasitelného
sacharidu v médiu nebo ze zastaveni stoupdni viskozity média, ur&ované napfiklad ze zati-
3en{ michadla. Po ukonfeném kvaZenl se médium ihned zbavi bun&k, nejlépe odstfed&nim.
Vyhiivédn{ fermenta&ni kapaliny s buiikami pfed odstfeddnim (nap#. 30 min p¥i 85 °C) usnad-
ni odstfed&ni bundk a vede ke zvySeni vytdZinosti hyaluronové kyseliny. Vyt&Zek hyalurono-
vé kyseliny &inf 4 a% 5 g/l plivodniho média.
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Zpisob fermenta&nf vyroby hyaluronové kyseliny podle vyndlezu je ekonomicky velmi vy-
hodny. PouZity kmen vy%aduje pro fermentaci podstatné chuds{ Zivné médium, doba fermentace
trvd 22 aZ 26 hodin pfi dosaZeni znadn& vyZ¥ich vytéikd 4 aZ 5 g/l #ivného média. Zvysi se
z4roven i kapacita automatizovaného fermenta&niho za¥f{zeni, coZ znamen& dispory na energii
i nadkladech na dal3im za¥izeni.

Vyn4lez je bli%e objasndn na konkrétnim piikladu produkce hyaluronové kyseliny.

P¥iklad

Sterilnf fermenta®ni médium obsahujfc{ v 1 litru 20,0 g glukosy, 5,0 g peptonu, 2,5 g
kvasni&ného autolyzétu, 5,0 g K,HPO,, 0,1 g Na,5,0,, 1,5¢g Mgso4.7H20, 0,01 g FeSO4.7HZO
a 1,5 ml Tweenu 80 sa zao¥kuje 120 ml 10h kultury Streptococcus zooepidemicus DBM 1079
v pidé stejného slozeni jako m& fermentadni médium, je% byla inkubovédna za mirného t¥epédni
pfi 37 "C. Fermentace probihd op&t pfi 37 °C za mirného michidni a provzdu¥novani, piicemi
pH je udrZfovdno na hodnotd 7,0 pomoci automatické kontroly davkovdni ptiddvaného roztoku
NaOH o koncentraci 3 mol/litr. Po 6 hod. kvaSeni se pfid4 40 ml sterilniho 30% hmot./obj.
roztoku glukosy a pokrafuje se ve fermentaci. Dal3fch 40 ml sterilnfho 30% hmot./obj. roz-
toku glukosy se pfid4 a% po poklesu koncentrace glukosy ve fermenta&ni kapalin& na 1,0 aZ
1,7 % hmot./obj. KvaZen{ se ukon&f pfi dosaZeni koncentrace glukosy 0,3 az 0,5 % hmot./obj.,
&ehoi se dosdhne bdhem 24 h celkového kvaZeni. Fermentadni kapalina se odstfedf (30 min
pfi 5 000 g). Ze supernatantu se izoluje zndmym postupem srdZeni dvojndsobnym objemem
ethanolu a pfedift&nim zfskané sraZeniny dialyzou 4,5 g hyalurondtu sodného.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob fermenta®ni vyroby hyaluronové kyseliny, vyznadujici se tim, Ze mutantni kmen
Streptococcus zooepidemicus (syn. Streptococcus equi) DBM 1079 pisobi ve fermentalnim mé-
diu, které obsahuje krom& 1 a% 8 % hmot./obj. zkvasitelného sacharidu, fosfati, hofe&natych
a dal3fch minoritnich iontd 0,10 aZ 0,30 3 hmot./obj. kvasni&ného autolyzdtu a 0,10 a%

0,50 ¢ hmot./obj. peptonu, polypeptonu, sojového peptonu nebo hydrolyzdtu kaseinu.

2. gpisob podle bodu 1, vyznalujici se tim, Ze zkvasitelny sacharid se pfid4dvéd ve 2 aZ 4
d4vkdch b&hem fermenta&niho procesu.
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