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Kyselina klavuldnova byla poprvé zji¥téna v roce 1976
jako produkt Streptomyces clavuligerus [1]. Pracovnici
Beecham Laboratories Group Ltd. ve Velké Britanii obje-
vili tuto latku v rdmci screeningového programu zaméfe-
ného na vyhleddvani novych inhibitori g-laktamas. Pro-
gram byl motivovdn snahou pouZit tyto inhibitory v kom-
binaci s peniciliny anebo cefalosporiny, a tak se vyrovnat
s problémem rostouci rezistence Fady mikrobidlnich pa-
togenii schopnych produkovat §-laktamasy.

Kyselina klavuldnovéd je G&inn§m inhibitorem g-lakta-
mas a ma soufasné antibakteridlni aktivitu proti urcité-
mu spektru bakterii [2]. Strukturni vzorec kyseliny Kla-
vulanové ukazuje obrdzek 1. Pfredstavuje bicyklicky g-
-laktam lisici se od penicilind a cefalosporinii nahradou
atomu siry Kyslikem [3].

Vedle uvedeného producenta Streptomyces clavulige-
rus byly pozdé&ji izolovany z pfirodnich materialdl i dalsi
mikroorganismy [4] schopné produkovat kyselinu klavu-
lanovou, napf. Streptomyces jumonjinensis, Streptomyces
katsurahamanus a Streptomyces species P6621. Tyto di-
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Obr. 1. Strukturni vzorec kyseliny klavuldnové

voké kmeny izolované vétSinou z pidy produkovaly Kky-
selinu klavuldnovou na velmi nizkych hladinach. V§robci
FeSf problematiku genetického vybaveni produk&nich
kmend a optimalizaci fermentaéniho procesu. Byla publi-
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kovéana préce [5] o klénovani chromozomdlnich DNA
fragmentd S. clavuligerus do neprodukujici mutanty a
podafilo se vnést DNA segmenty obnovujicf schopnost
mutanty produkovat kyselinu Klavuldnovou. Bylo zjisténo
[4], Ze ve dvoustupiiové poloprovozni fermentaci s kme-
nem S. clavuligerus je dosahovano v 90. hodiné kultivace
hladiny 500 ug kyseliny klavulanové na ml pldy. Jako
nejdfilezitdjsi nutri¢ni zdroj pro fermentaci je uvdadén so-
jovy protein; piida dale obsahuje glycerol nebo tukové
latky, anorganické soli a odpénovadlo.

V na$i praci jsme se zaméfili na ovéfeni zdkladnich
podminek fermentace v baiikdch a na stanoveni kyseliny
klavulanové v pide. Jako produkéni kmeny byly pouZity:
Streptomyces species ATCC 31450 a S. jumonjinensis
NRRL 5741.

MATERIAL A METODY

Produkéni kmeny po vyo¢kovani z lyofilizovanych kon-
zerv nejlépe rostly a sporulovaly na Sikmém sporulacnim
agaru o tomto sloZeni: sacharosa 0,3 %, dextrin 1,5 %,
NaCl 0,05 %, MgS0,.7 H,0 0,05 %, pepton 0,5 %, moco-
vina 0,01%, kvasniény extrakt 0,1%), FeSO,.7 H,0
1,8.10-%09, agar 3,5%, pH = 7,0, sterilace: 0,12 MPa
po 30 min. Kultury zaotkované na Sikmych agarech byly
kultivovany 10 a% 14 dni pfi 28 °C a uchovavany pri 5 °C.

Fermentace v baiikach probé&hla ve dvou stupnich. Ze
s$ikmych agard byly zaockovany 500 ml Erlenmeyerovy
bafiky plnéné 100ml inokulaéni plidy. Z inokulaCnich
piid se jako optimalni ukazala pida o tomto sloZeni:
sladovy extrakt 1 %, bakteriologicky pepton 1 %, glyce-
rol 2 %, odpéiiovadlo 0,01 %, pH pady pred sterilaci 7,0,
sterilace: 0,12 MPa/30 min. Pfiprava inokula probihala
na rotacni trepacce (frekvence otdfeni 230 min-—?!,
excentr 25 mm) po dobu 72 hodin pfi 28 °C.

Fermentaén{ piidy plnéné po 100 ml do 500 ml Erlen-
meyerovjch banék byly zaockovany 5% pripraveného
inokula. Fermentace probihala na tfepafce za stejnych
podminek pa dobu 96 hodin. Z testovanych produkénich
pid se pro Streptomyces sp. ATCC 31450 nejlépe osved-
¢ila piida o tomto sloZeni: dextrin 2%, s6jova mouka
1 %, kvasniény extrakt 0,1 %, FeSO,.7 H,0 0,01 %, od-
péiiovadlo 0,01 %; pH bylo pfed sterilaci upraveno na
7,0. Pro Streptomyces jumonjinensis NRRL 5741 nejlépe
vyhovovala fermentadni pfda: sojovd mouka 3 %, roz-
pustny $krob 4,7 %, FeSOy .7 H,0 0,01 %, K,HPO,4 0,01 %,
odpéiiovadlo 0,01 %; pH pilidy bylo rovn&z upraveno na
7.0. Po ukonéeni fermentace byly z média odstfedénim
odstranény nerozpustné zbytky piidy a biomasa.

Mikrobiologické stanoveni kyselicy klavuldnové

Pro stanoveni kyseliny klavulanové byla pouZita plot-
hova difdzni metoda vyuZivajici testovaciho mikroorga-
nismu Klebsiella pneumoniae ATCC 29665 s konstitutivni
produkci g-laktamas.

Jako pidy pro stanoveni bylo pouZito zivného agaru
(hovézi extrakt 0,1 % /firma Difco, Michigan USA/, kvas-
niény extrakt 0,2 % /firma Difco Michigan, USA/, pepton
0,5 %, NaCl 0,5 %, agar 2 %, pH pfed sterilaci 7,4). Do
300 ml agaru vytemperovaného na 55 °C byl pfidavan ste-
rilni roztok penicilinu G v optimélni koncentraci 100 j.
penicilinu G/ml Zivného agaru. Po vytemperovani na
48°C byla do pady pfidana husta suspenze bunék
K. pneumoniae pfipravend smytim nékolika Sikmych
agaril s Cerstvd nakultivovanou K. pneumonige. Po di-
kladném promichani byla pilida nalita na pripravenou
plotnu o rozmé&rech 34cm X 34cm, umoZitujici stano-
veni 100 vzorki. Na takto pripravenou phidu s penicili-
nem a testovacim mikroorganismem byly do nastavenych
valeckll (nerezavéjici ocel) o vnitinim @ 6 mm pipeto-
vany vzorky fermentovanych pilid a standardy v riz-
nych fedénich. Jako standardu bylo pouzito draselné soli
kyseliny klavulanové s uacinnosti 825 0% volné kyseliny
(vyrobce Beecham Pharmaceuticals Group Ltd. Velkd
Britanie). Plotny byly inkubovdny 18 hodin pfi 37 °C
v termostatu.

VYSLEDKY

Na zakladé priméri inhibidnich zén na plotnach a udaji
zjisténych pro standardy, byly vyhodnoceny koncentrace
inhibitoru A-laktamas ve fermenta¢nich padach. Inhibi¢-
ni zbny na paralelnich kontrolnich plotndch bez peni-
cilinu byly nulové nebo stopové, coZ odpovidd velmi sla-
hé antibakterialni aktivite kyseliny klavuldnové; tim
bylo potvrzeno, Ze stanovena aktivita néleZi inhibitoru
4-laktamas. Inhibiéni aktivita samotné nezaoCkované fer-
mentacéni pady byla nulova.

Byla ovéfena moZnost laboratorni fermentatni pripra-
vy inhibitoru g-laktamas kyseliny klavulanové a vypra-
covan zpisob jejiho stanoveni plotnovou difazni meto-
dou. U kmene Streptomyces species ATCC 31450 bylo
dosaZeno produkce 5 ug/ml média a u kmene Strepto-
myces jumonjinensis NRRL 5741 byla nejvy$si produkce
20 ug/ml.
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Kmeny Streptomyces jumonjinensis NRRL 5741 a Strep-
tomyces species ATCC 31450 byly pouZity pro laborator-
ni fermenta&ni pfipravu inhibitoru g-laktamas kyseliny
k.avulanové. Mikrobiologickou difiizni metodou byla sta-
novena koncentrace kyseliny klavulanové v pldé dosa-
hujici maximalni hladiny 20 ug/ml.
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depmeHTalOHHAs NOArOTOBKA KJABYJaHOBOH  KHCJIOTLI
— uHruOHTOpa S-1aKTaMa3 — OCHOBAaHHA HAa KYJbTHBAaLMH
wramMMoB: Streptomyces jumonjinensis NRRL 5741 u
Streptomyces species ATCC 31450.

MHKpPOOHOJIOTHYECKHM METOL0M ONpe/1eJeHHs] KOHLEeHTpa-
UMK KJIaBYJIaHOBO{ KHCJAOTH Oblla OCHapyMeHa MaKcH-
MajpHas NpoayKunsa 10 20 MHKpPOrpaMMOB/MJ depmenTa-
UHOHHOI cpebl.

Ulehlova, M. - Rysanova, H.: Fermentation of Clavulanic
Acid. Kvas. priim., 35, 1989, No. 6, pp. 169—170.

Strains Streptomyces jumonjinensis NRRL 5741 and
Streptomyces species ATCC 31450 were used for the
laboratory flask preparation of the g-lactamase inhibitor
clavulanic acid. Concentration of the clavulanic acid in
fermentation broths was estimated by a microbiological
diffusion method in the maximum level 20 ug/ml.

Ulehlova, M. - Ry$dnova, H.: Fermentative Produktion der
Klavulan-S#ure. Kvas. priim., 35, 1989, Nr. 6, S. 169—170.

Die Stammen Streptomyces jumonjinensis NRRL 5741
und Streptomyces species ATCC 31450 waren fiir Labor-
fermentationsverfahren der j-laktamase von Klavulan-
sdurevorbereitung ausgenutzt. Die Koncentration der
Klavulansdure wurde mit mikrobiologischen Diffusions-
methode abgestimmt., Das Niveau der maximalen Werte
reicht 20 ug/ml.



