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(57) Anotace:

Zptsob mikrobiologické piipravy 5-hydroxypy-
razinkarboxylové kyseliny a/nebo jejich soli
pomoci mikroorganismi, zuZitkujicich 3-ky-
anopyridin. Reakce se provadi mikroorganismy
druhu Agrobacterium sp., které rostou s 3-ky-
anopyridinem jako jedinym zdrojem uhliku,
dusiku a energie, pfi jednordzovém nebo konti-
nudlnim priddnim substratu 3-kyanopyridinu.
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Zpusob mikrobiologické pripravy 5-hydroxypyrazinkarboxylové kyse-
liny

Oblast techniky

Vyndlez se tykd nového zplUsobu pripravy 5-hydroxypyrazinkar-
boxylové Kkyseliny a/nebo jejich soli 2z 2-Kkyanopyrazinu pomoci
mikroorganismi, zuZitkujicich 3-kyanopyridin.

V nasledujicim textu se pod vyznamem 5-hydroxypyrazinkarbo-
xylovad kyselina rozumi také jeji soli, jako napriklad jeji alka-
lické soli nebo amonné soli.

Dosavadni stav techniky

5-hydroxypyrazinkarboxylovad kyselina se mGZe pouZit naprik-
lad jako meziprodukt pro vyrobu farmaceutickych prostredku,
napriklad pro vyrobu pyrazin-nukleosidovych analogi s cytostatic-
kym uc¢inkem (M. Bobek, J.Heterocyclic Chem., 1991, 28, str.
1131).

Je znadmo, Ze se 5-hydroxypyrazinkarboxylovd kyselina tvori
v metabolismu psG a 1lidi 2z pyrazinamidu pres pyrazinkarboxylovou
kyselinu (J.Pharmacol.Exp.Ther., 1972,180(2), 411-434).

Mikrobiologicky zpusob p¥ipravy 5-hydroxypyrazinkarboxylové
kyseliny je zndm z EP-A 0 519512. Pri tomto zpisobu se 5-hydroxy-
pyrazinkarboxylovad kyselina pripravi z pyrazinkarboxylové kyseli-
ny pomoci mikroorganismi, zuzZitkujicich nikotinovou kyselinu.

Velky nedostatek tohoto zpusobu spo¢ivd v tom, Ze je edukt,
pyrazinkarboxylova kyselina, chemicky téZko dostupny.

Podstata vynalezu

Ukolem predloZeného vyndlezu bylo poskytnout jednak jedno-
duchy a jednak ekologicky zplsob pripravy 5-hydroxypyrazinkarbo-
Xxylové kyseliny.

Tento Ukol byl vyfeSen novym zpusobem podle patentového
naroku 1.

Podstata zpUsobu pripravy 5-hydroxypyrazinkarboxylové kyse-
liny spocivad podle vynadlezu v tom, Ze se 2-kyanopyrazin Jjako
substrat preméni pomoci mikroorganismi, které rostou s 3-kyanopy-
ridinem jako Jjedinym 2zdrojem uhliku, dusiku a energie, na
5-hydroxypyrazinkarboxylovou kyselinu. Tato kyselina se akumuluje
v médiu.

V podstaté jsou pro zpusob vhodné vsechny mikroorganismy,
které jsou schopné rust s 3-kyanopyridinem jako jedinym zdrojem
uhliku, dusiku a energie, a ten odbourat pres odpovidajici deri-
vat 6~-hydroxypyridinkarboxylové kyseliny. Vyraz "mikroorganismy,
které rostou s 3-kyanopyridinem jako jedinym zdrojem uhliku,
dusiku a energie" =zahrnuje jak smési mikroorganismi, tak také
¢isté izolaty téchto mikroorganismi, které mohou byt pouZity za
sterilnich nebo nesterilnich fermentac¢nich podminek.
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Ucelné se reakce provadi s mikroorganismy druhu Aqrobacteri-
um sp. DSM 6336 nebo jejich descedenty a mutanty. Tyto mikroorga-
nismy byly uloZeny u Némecké sbirky mikroorganisma a bunécénych
kultur GmbH (DSM), Mascherodeweg 1b, D-3300 Braunschweig dne
07.02.1991 s oznacenim DSM 6336.

Védecky popis mikroorganismi Agrobacterium sp. (DSM 6336)

Vlastnosti kmene:

bunéénad forma tyéinky ADH -
Sifka um 0,6-0,8
délka um 1,5-3,0 ADC -
pohyblivost + ONPG -
Gram-reakce - VP -
lyze s 3%nim KOH +
aminopeptiddza (Cerni) + indol -
spéry - NO, z NO, +
oxidaza + denitrifikace +
katalaza + fenylalanindesaminaza k.W.
rist lecitinaza -
anaerobni -
37/41 °C +/- uredza +
PH 5,6 -
Mac-Conkey-agar + SimmonGv citrat -
SS-agar -
cetrimid-agar - malonat -
2% NacCl +
ketolaktédza -
pigmenty -
nedifundujici - hydrolyza
difundujici - Skrobu -
fluoreskujici - Zelatiny -
pyokyanin - kaseinu -
DNA -
kyselina z (OF-test) Tweenu 80 -
glukdézy aerobné - eskulinu +
glukézy anaerobné -
alkalizace
plyn z glukdzy - lakmusového mléka -
kyselina z (ASS) potfeba rust.latky -
glukdzy +
fruktézy + vyuziti substratu
xylézy + acetat +
m-erythritolu + adipat -
melecitdzy - kaprat -
arabinézy + citrat -
sacharézy - glykolat -
cellobidzy + laktat +
trehaldzy - levulinat -
rhamnézy + malat +
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malonat -
fenylacetat -
suberat -

sulcitu

sorbitu
glycerolu
L-arabundzy
fruktozy
glukézy
mannézy
maltézy

xylézy
sacharézy
sorbézy
mannitu
2-ketoglukondtu
N-acetylglukosaminu
L-serinu
hydroxybutyratu
L-lysinu
L-ornitinu

P+ b+ 0+ 4+ ++ 4+

+ +

Obvykle se mikroorganismy pred vlastni reakci péstuji
(kultivuji) a jejich G¢inné enzymy se indukuji.

Vyhodné se kultivace (péstovani) a indukce provadi s 3-kyano-
pyridinem jako jedinym zdrojem uhliku, dusiku a energie.

Mikroorganismy se bud mohou pred priddnim substratu
(2-kyanopyrazinu) "sklizet" obvyklym Tennovym zpUsobem a resus-
pendovat v Cerstvém médiu, nebo se substrat (2-kyanopyrazin) muzZe
primo pridat k mikroorganismim v puvodnim rustovém médiu. pro
vlastni zpusob se pak bunécnd suspenze Ucelné upravi na hodnotu
optické hustoty pri 650 nm od 1 do 100, vyhodné od 10 do 40.

Jako média se mohou jak pro kultivaci, tak pro vlastni reak-
ci pouzit média, obvykla v oboru.

Substrat (2-kyanopyrazin) se miZe pridavat jednorazové nebo
kontinuédlné.

] Ucelné se uskutedni pridadni substratu tak, Ze koncentrace
substrdtu nepfesdhne 20 % hmotnostnich, vyhodné nepresdhne 8 %
hmotnostnich. Obvykle se preména 2-kyanopyrazinu na 5-hydroxypy-

razinkarboxylovou kyselinu provadi s bunkami v klidu.

U&elné se reakce provadi pf¥i hodnoté pH od 4 do 10, vyhodné
pri hodnoté pH od 6 do 8.

Teplota je Gc¢elné mezi 10 a 60 °C, vyhodné mezi 15 a 45 °C.
Po obvyklé reakéni dobé od 4 do 100 hodin se miZe produkt
vysrdzet okyselenim bezbunéc¢ného roztoku a ziskat v oboru beéZnymi

zpUsoby zpracovani.

Priklad provedeni vyndlezu

Agrobacterium sp. DSM 6336 se péstovalo v 300 ml Erlenmeye-
rové bance v médiu, obsahujicim mineralni soli (tabulka I) za

o

pridédni 0,1 % (hmotn./objem) 3-kyanopyridinu pri teploté 30 °C.
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Po 36 h rustu se buriky odstredily a promyly se ve stejném médiu
bez 3-kyanopyridinu. Pak se k 25 ml bunéd&né suspenze o optické
hustoté 10 pfi 650 nm pridalo 297 mg (2,83 nmol) 2-kyanopyrazinu
a po dobu 16 hod. se suspenze inkubovala na tfepacim zarfizeni. Po
této dobé inkubace se jiZ nedal v UV-spektru prokdzat zZadny
vychozi materidl. Pak byly burnky odstredény a supernatant byl
5krat zahustén na rotadnim odpafovacim zatizeni a okyselen
koncentrovanou HC1l na hodnotu pH 2,0. VysrédZena 5-hydroxypyrazin-
karboxylova kyselina byla zfiltrovdna a susena. Dohromady se

izolovalo 307 mg (2,21 nmol) produktu, coZ odpovidalo vytézku

78 %. V lH—NMR—spektru (D,0) se neprokazaly z&dné necistoty.

Tabulka I: A+N-médium

SlozZeni: ‘ Koncentrace (mq/1)
(NH4) 550, " 2000
Na,HPO, 2000
KH,PO, 1000
NaCL 3000
MgCl,.6H,0 400
caCl,.2H,0 14,5
FeCl,.6H,0 0,8
pyridoxalhydrochlorid 10.1073
riboflavin 5.1073
amid nikotinové kyseliny 5.1073
thiaminhydrochlorid 2.1073
biotin 2.1073
pantotenova kyselina 5.1073
p-aminobenzoat 5.1073
listova kyselina 2.1073
vitamin B12 5.1073
Znso, . 7H,0 100.1073
MnCl,.4H,0 90.1073
H,BO, 300.1073
CoCl,.6H,0 200.1073
cucl,.2H,0 10.1073
NiCl,.6H,0 20.1073
Na ,Mo0, . 2H,0 30.1073
EDTANa, . 2H,0 5,0
FeS0, .7H,0 2,0

(pH roztoku se upravi na hodnotu 7,0)
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Pramyslovad vyuZitelnost

5-hydroxypyrazinkarboxylova kyselina se miZe pouzit napri-
klad jako meziprodukt pro vyrobu farmaceutickych prostfedki,
napriklad pro vyrobu pyrazin-nukleosidovych analogd s cytostatic-
kym u¢inkem.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob mikrobiologické pripravy 5-hydroxypyrazinkarboxylové
kyseliny a/nebo jejich so0li, vyznac¢uijici s e
t i m, 2e se 2-kyanopyrazin jako substrat preméni v mikroor-
ganismy, které rostou s 3-kyanopyridinem jako jedinym zdrojem
uhliku, dusiku a energie, na 5-hydroxypyrazinkarboxylovou
kyselinu a/nebo jeji soli, pricemZ se vznikld sloucenina aku-
muluje v médiu.

2. Zpusob podle nadroku l, vyznac¢uijici s e t im,
Ze se reakce provadi s mikroorganismy druhu Agrobacterium sp.
DSM 6336 a/nebo s jejich spontdnnimi mutanty.

3. ZpUsob podle alespori jednoho z narokd 1 a 2, vy znad¢cd¢u-
jici s e tim, Ze se WUc¢inné enzymy mikroorganismu
indukuji 3-kyanopyridinem.

4, Zpusob podle alespon jednoho z ndrokll 1 az 3, vyzna¢cu-
jici s e t im, Ze se reakce provadi za jednordzového
nebo kontinudlniho priddni substratu tak, aby koncentrace

[+

substriatu nepresdhla 20 % hmotnostnich.

5. ZpGsob podle alesporni jednoho z ndrokl 1 az 4, vy zna¢c¢u-

jici s e t im, Ze se reakce provaddi pri pH od 4 do
10 a pri teploté od 10 do 60 °C.

Konec dokumentu
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