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Mikrobiologicky zpusob vyroby kyseliny 6-
hydroxypikolinové z kyseliny pikolinové a/nebo
jejich soli. Vol se takova koncentrace kyseliny
pikolinové a/nebo jejich soli, aby se kyselina
6-hydroxypikolinovd dale nemetabolizovala.

. Tento zpfisob se provadi pomoci mikroorganis-
mi rodu Alcaligenes, které rostou s kyselinou
pikolinovou jako jedinym zdrojem uhliku, dusi-
ku a energie. Déle je popsan mikroorganismus
Alcaligenes faecalis DSM 6269.
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Zpusob mikrobiologické vyroby kyseliny 6-hydroxypikolinové

Oblast techniky

Vynalez se tykd nového mikrobiologického zpiusobu vyroby
kyseliny 6-hydroxypikolinové. Vychozi 1latkou je kyselina pikoli-
nova a/nebo jeji soli.

Kyseliny 6-hydroxypikolinovd se napfiklad pouzivd k vyrobé
2-oxypyrimidinu (Berichte der Deutschen Chemischen Gesellschaft,
1912, 45, str. 2456 az 2467), ktery je zase dilezitym me21produk—
tem pro vyrobu léciv.

Dosavadni stav techniky

Je znamo nékolik zpusobd vyroby kyseliny 6-hydroxypikolinové
pomoci organickych syntéz. 2 kyseliny pikolinové lze naptiklad
ziskat kyselinu 6-hydroxypikolinovou reakci s hydroxidem drasel-
nym (Tetrahedron Letters, sv. 29, str. 4389 aZ 4392, 1988). Nevy-
hoda tohoto zpusobu vsak- spoéivé v tom, Ze se Kkyselina
6-hydroxypikolinova =ziskd v méritelném vytéZku, ktery ¢ini jen
51 %.

. Je takeé znamo, Ze mikroorganismy rodu Bacillus hydroxyluji
kyselinu pikolinovou za vzniku Xkyseliny 6-hydroxypikolinové
(0.shukla a S. M. Kaul, Indian J. of Biochemistry and Biophysics,
sv. 10, str. 176 az 178, 1973, O. Shukla a spol., Indian - J. of
Biochemistry and Biophysics, sv. 14, str. 292 aZ 295, 1977). Vel-
ka nevyhoda tohoto zplUsobu vsak spodivd v tom, Ze dalsi metabo-
llcky proces kyseliny 6- hydroxyplkollnove lze zamezit pouze pomo-
ci inhibitoru arsenitanu sodného, ¢éimZz se také brzdi rtst mikro-
organismi. Dals$im nedostatkem je, Ze - se netvori pouze kyselina
. 6-hydroxypikolinova, ale smés kyseliny 3,6-dihydroxypikolinové

a kyseliny 6-hydroxypikolinové.

R. L. Tate a J. C. Ensign, Can. J. Microbiol. sv. 20, str.

695 az 702, 1974 popsali hydroxylaci - kyseliny pikolinové pom001
.mlkroorganlsmu rodu Arthrobacter. Nevyhoda tohoto zplGsobu spociva
v tom, 2Ze mikroorganismy nemohou vyuzivat kyselinu pikolinovou
vyluéné jako zdroj uhliku, dusiku a energie. Pri hydroxylaci musi
byt totiZ pritomen extrakt kvasnic, coZ miZe vést k nezadoucimu
znecisténi produktu. Dal$im nedostatkem je, 2e se Kkyselina
6-hydroxypikolinovd tvori jen pri nizkém obsahu kysliku, takZe
mlkroorganlsmy nejsou v rustové fazi, a tim se tvori malé mnozst—
-vi produktu.

Podstata vynalezu

Pojem Xkyselina pikolinovd zahrnuje také jeji soli, jako
napriklad jeji ve vodé rozpustné soli alkalickych kovi, amonné
soli nebo také napriklad smés Xkyseliny plkollnove ‘a jejich ve
vodé rozpustnych soli alkalickych kovu. :

Uloha predlozZeného vynalezu spo¢ivd v odstranéni jmenovanych
nedostatka a v uskutecnenl hospodarného mlkroblologlckeho zpusobu
vyroby kyseliny 6-hydroxypikolinové, pricemz se ziska& produkt ve
vysoké cistoté a ve vysokém vytézku.

-1-
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Uloha je fedena zpusobem podle patentového naroku 1. Pri
zpisobu vyroby kyseliny 6-hydroxypikolinové podle vynalezu se
postupuje tak, Ze se hydroxyluje Xkyselina pikolinova pomoci
mikroorganismu rodu Alcaligenes, ktery roste s kyselinou pikoli-
novou jako jedinym zdrojem uhliku, dusiku a energie. Voli se
takova koncentrace kyseliny pikolinové, aby kyselina 6-hydroxy-
pikolinova nebyla dale metabolizovéna. Koncentrace kyseliny piko-
linové se 2zvoli tak, Ze nepreséhne 10 % hmot.

Mikroorganismy, které rostou s kyselinou pikolinov@u jako
jedinym zdrojem -uhliku, dusiku a energie, 1lze izolovat metodami
béZnymi v oboru, napriklad z c¢isticich zarizeni nebo z pudy.

Ucelné se pro vyrobu kyseliny 6-hydroxypikolinové pouziva
mikroorganismus Alcaligenes faecalis, ktery byl 7. 12. 1990 ulo-
Zen u Némecké sbirky mikroorganismi a bunéénych kultur GmbH,
Mascherodeweg 1b, D-3300 Braunschweig, pod ¢&islem 6269. Tento
mikroorganismus nebyl dosud zndmy.

Vlastnosti kmene Alcaligenes faécalis DSM ¢. 6269:

bunéénéd forma tyé&inky VP : : -
Sirka pm 0,5 az 0,8 o
délka pm ' 1,2 az 2,0 oDC -
pohyblivost T+ . NO, z NO4 .-
mrskani peritrich  denitrifikace : -
- gram-reakce v - fenylalanindesaminéaz -
lyze 3 % KOH + ' - S
aminopeptiddza (Cerny) + ' - levan ze sacharézy -
spéry : - lecitinaza -
oxidaza + uredza -
kataléaza + hydrolyza
_ : i skrobu -
‘rast. . ' - : Zelatiny -
 anaerobni - ' ~ kaseinu -
37/40 °C ) +/= DNA : -
pH 5,6 : S + © tweenu 8 -
Mac~Conkey-agar L+ esculinu -
pigmenty g - : odbourani tyrosinu -
nedifundujici - '
difundujici : - potfeba ristové 1latky -
~fluoreskujici - _ .
pyocyanin - vyuziti substratu
acetat o +
kyselina z (OF-test) adipat -
glukézy aerobné - Xkaprat. +
glukézy anaerobné - - citrat +
xylézy aerobné - glykoléat +
L : - L-laktat +
" plyn z glukézy - ' levulinat -
: ' ' maldt +
kyselina. z (ASS) '~ malonat +
glukézy - - fenylacetat +
- fruktézy _ R propionat +
xylézy o - R suberat C-

L~arabindza
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ONPG -o- fruktdza -
‘ glukdza -

ADH - manndza -
: maltédza -

LDC - xXyldza ' -
ribéza -

VP - mannit -
glukonat -

indol , - 2-ketoglukonat: -
N- acetylglukosamln -

L-histidin ' -

L-methionin +

hydroxybutyrat +

Pro provedeni hydroxylace kyseliny pikolinové je Zadouci,
aby kyselina 6-hydroxypikolinovéd nebyla dale metabolizovéna.

Z divodu hospoddrnosti musi byt splnény nasledujici paramet-
ry pri hydroxylaci kyseliny pikolinové:

a) Bunky by mély produkovat kyselinu 6-hydroxypikolinovou jiZ
béhem rustové faze.

‘b) Hydroxylaza kyseliny pikolinové m4 zistat aktivni po skonceni
ristu.

~c) Odbourédni kyseliny pikolinové by mélo byt zbrzdéno na stupni
. kyseliny 6-hydroxypikolinové.

- d) Produkt (kyselina 6-hydroxypikolinova) ma byt  obohacen
v rastovém médiu. :

S prekvapenim se zjistilo, Ze jsou tyto parametry soucdasné
splneny tehdy, kdyZ se béhem rustu mikroorganismi nebo také po
ristové fazi mikroorganismi pridd takové mnozZstvi kyseliny piko-
linové, .aby se Kkyselina 6-hydroxypikolinova dale nemetabollzova—
la.

Jak jiz bylo uvedeno, roste kmen.s kyselinou pikolinovou
jako jedinym zdrojem uhliku, dusiku a energie. Napéstovadni tohoto
kmene lze uskuteénit kyselinou pikolinovou o koncentraci 0,05 aZz
2,0 % hmot. pricemz je kyselina pikolinova zcela metabolizovana.

JestlizZe se zvysi koncentrace kyseliny pikolinové, potom se
brzdi rist bunék. Pri koncentraci kyseliny pikolinové nad 0,5 %
hmot. nelze jiZ pozorovat Zadny rust. AvsSak aktivita hydroxylézy
kyseliny pikolinové zGstavad v bunkach nezménéna.

Ucelné se po napéstovani mikroorganismi prida kyselina piko-
linova jako hmot. 10% aZ nasyceny roztok takovou rychlosti, Ze
nepresahne koncentrace kyseliny pikolinové: ve fermentoru 10 %
hmot. S vyhodou nepresahne koncentrace Kkyseliny pikolinové ve
fermentoru 1 % hmot.

Ucelné slouzi roztok Kkyseliny pikolinové spolu s roztokem
hydroxidu alkalického kovu k regulaci hodnoty pH kultiva&niho
~média. Jako hydroxid alkalického kovu lze napfiklad pouzit hydro-
xid sodny nebo hydroxid draselny. Jako kultivaéni médium se mohou

.
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pouzit v oboru bézZné pouiivand média, vyhodné se pouZiva médium
s minerdlnimi solemi, jehoZ sloéeni je uvedeno v tabulce 2.

Ucelné je obsah kysliku v kultivaénim médiu béhem hydroxyla-
ce az do 90 % maximdlniho syceni, vyhodné je obsah kysliku v roz-
mezi od 0,1 do 50 % maximdlniho syceni.

Hydroxylace kyseliny pikolinové se uskuteériuje bé&hem rustové
faze nebo po ni.

Hodnota pH je ¢elné béhem ristové faze nebo po ni mezi pH
4 a 10, ‘vyhodné mezi 5 a 9.

Hydroxylace se uskuteénuje ucelne pri teploté od 10 do
60 °C, vyhodné od 15 do 40 °C.

K dodateénému zvysSeni koncentrace produktu se podle vyhodné-
ho provedeni vynalezu privaddi alkalickad sul kyseliny pikolinové,
pri¢emZ je privod alkalické soli kyseliny pikolinové ¥izen regu-
laci parcidlniho tlaku kysliku ve fermentoru.

SAl alkalického kovu kyseliny pikolinové se tcelné pridava
takovou rychlosti, aby koncentrace soli kyseliny pikolinové ve
-fermentoru  nepresidhla 10 % hmot., vyhodné aby nepresdhla 1 %
hmot. :

‘Po  oddéleni bunék 2z kultivaéniho média, napriklad centri-
fugaci nebo mikrofiltraci, se ¢iry roztok okyseli, pricemZ se
vysrazi - kyselina 6-hydroxypikolinovd. Aby se dosdhlo optimdlni.

- krystalizace, roztok se vyhodné okyseluje pri 60 °C. Ciry roztok

lze vSak pouZit pro dalsi reakce i bez zpracovéani.

‘Priklady provedeni vyndlezu

priklad i

Izolace mikroorganismu Alcaligenes faecalis (DSM 6269)

Mikroorganismy aerobné metabolizujici kyselinu pikolinovou
se obohacuji v A+N médiu (tabulka - 1) s pridavkem 0,1 %
. (hmot./objem) kyseliny pikolinové jako Jjedinym zdrojem uhliku
a energie. Obecné metody pro izolaci mikroorganismi jsou popsany
napriklad v "G. Drews, Mikrobiologisches Praktikum, 4. vydani,
nakladatelstvi Springer, 1983, str. 1 aZ 84". Jako dinokulum se
pouzZivaji vzorky pudy nebo vzorky z cCisticich za¥izeni. Obohacené
vzorky se kultivuji v t¥epacich bankach pri 30 °C. Po trojnasob-
ném preockovani do éerstvého média se obohacené Vzorky'rozetfou
na stejné médium s pridavkem 16 g agaru na litr a inkubuji se p¥i
30 °C. Po nékolikanadsobném rozetreni na agarové médium se mohou
'1zolovat Cisté kultury.

priklad 2

Hydroxylace v rustove fa21

Alcallqenes faecalis (DSM 6269) se kultlvuje aerobné v medlu_
obsahujicim mineralni soli (tabulka 2) s kysellnou pikolinovou

;4-
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jako jedinym zdrojem uhliku, dusiku a energie pri pH 7 a pri tep-
loté 30 °C. K napéstovani slouzi 20ti litrovy fermentor s pracov-
nim objemem cca 15 1. Pro regulaci pH se pridévkuje 4,06 mol/l
(50 % hmot./objem, cca 2 1) roztoku kyseliny pikolinové a 3 mol/l
(12 % hmot./objem, méné& neZ 20 ml) roztoku hydroxidu sodného
v pribéhu 27 hodin. Potom se prokdzalo ve fermentadénim roztoku
0,14 mol/1 (2 % hmot./objem) kyseliny 6-hydroxypikolinové a 16
mmol/1 (0,18 % hmot./objem) kyseliny pikolinové. K tomuto Sasové-
mu bodu tvori obsah kysliku 1 % syceni pri prosyceni vzduchem 30
1/min. a p#i rychlosti michani 750 ot&céek/min.

Hydroxylace po rustové fazi

Po rustové fazi se pridavkuje do fermentoru 2,7 mol/l (47 %
hmot./objem, ca 2,5 1) roztoku pikolindtu sodného (pH 7) Vv pribé-
hu - 15 hodin. Rychlost davkovéni roztoku pikolindtu sodného je
fizena regulaci parcidlniho tlaku kysliku fermentoru tak, aby
obsah kysliku neprekro¢il 20 % nasyceni, priéemZ koncentrace.
pikolinatu je ca. 20 mmol/l (0,22 % hmot./objem). Pri koncentraci
0,7 mol/1 (9,8 % hmot./objem) kyseliny 6-hydroxypikolinové a cel-
kové dobé fermentace 42 hodin se pridavani prerusi. Pro celou
napln se dohromady pouzZije 17,8 mol (2 190 g) kyseliny pikolinové
ve formé volné Kkyseliny a sodné soli. Z kyseliny pikolinové,
popripadé jeji sodné soli se po okyseleni bezbunééného roztoku
izoluje 13,3 mol (1 850 g) kyseliny 6-hydroxypikolinové v krysta-
lické formé. To odpovidd vytéZku 74 %, vztaZeno na vnesenou Kyse-
linu pikolinovou. 7z vysledkl HPLC-analyzy vyplyva 95% c&istota
kyseliny 6-hydroxypikolinové. V ¢irém filtrdtu je moZné prokazat
0,13 mol (18,5  g) kyseliny 6-hydroxypikolinové, coZ odpovida
0,75 % vnesené kyseliny pikolinové a 0,3 mol (37 g) kyseliny
pikolinové, coZ odpovidd 1,7 % vnesené kyseliny pikolinové.

Tabulka 1: A+N médium

SloZeni: _ Koncentrace (mg/1)
(NH,),80, 2 000
NazHPO4 - . - 2 000
KH,PO,, - 1 000
NaCl o 3 000
MgCl,.6H,0 400
CaC12.2H20 . »14.5
FeCl3.6H20 0.8
pyridoxalhydrochlorid 10.1073
riboflavin 5.1073
amid kyseliny nikotinové 5.1073
thiaminhydrochlorid - . » 2.1073
biotin 2.1073
3

kyselina pantotenové 5.107
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Tabulka 1: A+N médium
(pokrac¢ovani)

SlozZeni: Koncentrace (mg/l)'

p—aminobenzoét'5.10’3

kyselina listova 2.1073
vitamin B12 ' 5.1073
Znso, . 7H,0 : 100.1073
MnCly.4H0 50.1073
2:772% , | 5
CoCl,.6H,0 » | 200.1073
cuCl,.2H,0 ‘ . 10.1073
. . - -3
 NiCl,.6H,0 B 20.10
. , . -3
Na,Mo0, . 2H,0 | 30.107°
EDTANa, . 2H,0 . 5.1073
S o | -3
FeS0, . 7H,0 _ o o 2.10"

(pH'roztok se po’pfidéni kyseliny pikolinové upravi na hodnotu
7,0) S : ’ '

Tabulka 2
~Slozeni média obsahujici minerdlni soli:
- kyselina pikolinova ' : , 2 g/l
- MgCl, . 6 Hy0 ’ 0,8 g/1
- caCl, * s 0,16 g/l
= Naps0, o I 0,25 g/1
- KHy S0, v ‘ 0,4 g/l
- Na,HPO, R 0,9 g/l
- stopové prvky ' 1 ml/1
Slozeni roztoku stopovych prvki: :
- kyselina pikolinova _ _ : 200 - g/l
- NaOH o 3 ‘ 65 g/l
- ZnSO4 . 7H20 , ' 9 g/l
- MnCl, . 4H,0 o ) . 4  g/1
- H3BO, S | 2,7 g/1
- CoCl, . 6H,0 } ‘ _ 1,8 g/l
- cucl, . 2H,0 | 1,5 g/1
- NiCl, . 6H,0 0,18 g/1
= NapMoOy . 2H,0 ' c 0,2. g/l
- FeSO, . 7H,0 - : L 30 g/l -

(pH roztoku se upravi-né hodnotu 7,0)

-—6-
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Prumyslovd vyuzitelnost

Kyselina 6-hydroxypikolinovd se napriklad pouziva k vyrobé

2-oxypyrimidinu. 2-oxypyrimidin je zase dllezitym meziproduktem
pro vyrobu lééiv.

PATENTOVE NAROKY

Zplisob mikrobiologické vyroby kyseliny 6-hydroxypikolinové,
vyznacujici se tim, Ze se kyselina pikolino-
va a/nebo jeji soli hydroxyluji pomoci mikroorganismu rodu
Alcaligenes, ktery roste s Kkyselinou pikolinovou jako Jjedinym
zdrojem uhliku, dusiku a energie, pricemZ se koncentrace kyse-
liny pikolinové a/nebo jejich soli zvoli tak, Ze nepresdhne
10 % hmot. '

Zpisob podle ndroku 1, vyznadujici se tin,
Ze se hydroxylace provadi s mikroorganismem Alcaligenes faeca-
lis uloZenym u DSM ¢&. 6269 a/nebo s jeho spontannimi mutanty.

Zpuasob podle naroki 1 a 2, vyznacujici se
t i m, 2e se hydroxylace provadi pri teploté od 10 do 60 °C
a pri pH od 4 do 10. :

Mikroorganismus Alcaligenes faecalis uloZeny u DSM ¢&. 6269,
ktery je schopny hydroxylovat kyselinu pikolinovou a/nebo jeji
soli. : '

Konec dokumentu
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