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Nézov vynalezu: Mikrobiologicky spésob hydroxylicie dusikatych heterocyklickych karboxylovych kyselin, mikroor-
ganizmy Ki101 DSM 6920 a dusikaté hydroxyheterocyklické karboxylové kyseliny

Anotécia:

Vynalez sa tyka nového mikrobiologického spésobu R x coon

pripravy dusikatych hydroxyheterocyklickych karbo- 1

xylovych kyselin alebo ich rozpustnych soli vieobec- :[OI (I
ného vzorca (I). Vychodiskovou latkou si dusikaté R, N on

heterocyklické karboxylové kyseliny. Vynalez sa d'alej

tyka novych, na spdsob pripravy vhodnych mikroorga-

nizmov.
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Oblast’ techniky

Vynélez sa tyka nového mikrobiologického spdsobu
pripravy dusikatych hydroxyheterocyklickych karboxylo-
vych kyselin alebo ich rozpustnych soli vieobecného vzor-

ca (I)
Rl X CooH
IOI (I,
Rz N od

pri ktorom sa vychadza z zodpovedajucich dusikatych he-
terocyklickych karboxylovych kyselin. Vynalez sa tyka aj
novych mikroorganizmov vhodnych na spdsob pripravy.

V nasledujiicom texte sa ako dusikaté heterocyklické
karboxylové kyseliny, hydroxylované alebo nehydroxylo-
vané, chdpu tieZ ich rozpustné soli, ako napriklad ich alka-
lické soli alebo aménne soli.

Doterajsi stav techniky

Dusikaté 2-hydroxyheterocyklické karboxylové kyseli-
ny su ddlezitymi medziproduktmi pri syntézach uéinnych
latok. Napriklad kyseliny 2-hydroxynikotinova sa pouziva
ako vychodiskova latka na pripravu kyseliny 2-chlérni-
kotinovej (US patentovy spis 4 081 451), ktora je napriklad
doblezitym medziproduktom na vyrobu farmaceutickych
prostriedkov (Ann. Pharm. Fr., 1980, 38 (3), str., 243-252).

Dosial’ nie su zname Ziadne mikrobiologické sposoby
pripravy dusikatych hydroxyheterocyklickych karboxylo-
vych kyselin.

Ulohou vynalezu je poskytnat jednoduchy a ekologic-
ky mikrobiologicky spdsob pripravy chemicky tazko do-
stupnych dusikatych 2-hydroxyheterocyklickych karboxy-
lovych kyselin.

Podstata vynilezu

Tito Glohu vyriesil sposob pripravy podla vynélezu u-
vedeny v patentovom néroku | a nové mikroorganizmy
podl’a patentového naroku 6.

Sposob podl'a vynalezu spoliva v tom, Ze sa dusikatd
heterocyklicka karboxylova kyselina vieobecného vzorca

an

B X 08
JQJ

kde R a R3 sii rovnaké alebo rozdielne a znamenaju atém
vodika, atém halogénu alebo C-C4-alkylovi skupinu a X
znamena atom dusika alebo skupinu CR3, v ktorej R3
znamena atom vodika alebo atém halogénu, ako substrat,
prevedie pomocou mikroorganizmov, ktoré zuZitkuja ky-
selinu 6-metylnikotinova a ktoré obsahuju Specificki hyd-
roxylazu, na dusikati hydroxyheterocyklicku karboxylovi
kyselinu veobecného vzorca (1)

R1 b 4 COOH
O
Rz N OH

kde Ry, R2 a X maji uvedeny vyznam.

Pod pojmom "mikroorganizmy zuZitkujlce kyselinu 6-
-metylnikotinovi, ktoré obsahuji $pecificki hydroxylazu"
sa rozumie nasledujice:

Ak sa napriklad pestuje biomasa z kalu ¢istiacich zaria-
deni ako inokulum s kyselinou 6-metylnikotinovou, ziskaji
sa mikroorganizmy zuZitkujice kyselinu 6-metylnikoti-
novi, t. j. mikroorganizmy, ktoré rastu s kyselinou 6-me-
tylnikotinovou ako jedinym zdrojom uhlika, dusika a ener-
gie. Ak sa metédami beZnymi v odbore podrobia selekcii
mikroorganizmy, ktoré Uplne odburavaji kyselinu 6-metyl-
nikotinova cez kyselinu 6-hydroxy-6-metylnikotinovi ako
medziprodukt, ziskaja sa mikroorganizmy, ktoré obsahuju
$pecifickd hydroxylazu. To znamena, Ze sa ziskaji mikro-
organizmy, ktoré $pecificky hydroxyluji jediny atém uhli-
ka, ktory leZi medzi kyselinovou funkciou a atémom dusi-
ka.

Na spdsob podFa vynalezu si vhodné v podstate vetky
mikroorganizmy, ktoré sa tymto spésobom podrobili selek-
cii, napriklad z kalov &istiacich zariadeni alebo vzoriek po-
dy. Tieto mikroorganizmy nie si v literatire opisané a si
sucastou vyndlezu.

Vyhodne sa pri spdsobe podla vynalezu pouzivaju
mikroorganizmy s oznagenim Kil01 (DSM 6920), rovnako
ako aj ich descendenty a mutanty. Mikroorganizmy boli
uloZené 10. 02. 1992 v Nemeckej zbierke pre mikroorga-
nizmy a bunkové kultiry GmbH, Mascheroderweg 1b,
D-3300 Braunschweig.

Vedecky opis mikroorganizmov Ki 101 (DSM 6920):
bunkova forma drobné tyginky
§irka pm 04-0,5
dizka v pm 1,0-1,5
pohyblivost’ -
kmitanie -

Gram-reakcia -
lyza 6-%nym KOH +
aminopeptidaza (Cerny) +
spory -
oxidéza +
katalaza +

Rod cez 16S rRNA-sekvenén( analyzu sa nedal urcit’.

Selekcia a pestavanie tychto mikroorganizmov s kyse-
linou 6-metylnikotinovou sa uskutofiiuje metédami bez-
nymi v odbore.

Potas selekcie sa uéelne uskutodni "screening” mikro-
organizmov za aerébnych podmienok. Vyhodne sa mikro-
organizmy podas "sreeningu” pestuji v pokoji (nie za tre-
pania).

MnoZstvo kyseliny 6-metylnikotinovej je polas selek-
cie a pestovania Glelné aZz do 1 % hmotn., vyhodne do
0,5 % hmotn.

Selekcia a pestovanie sa G¢elne uskutogfiuju pri hod-
note pH od 5 do 9, vyhodne od 6 do 8.

Teplota po&as selekcie a pestovania mdZe byt medzi 15
az 50 °C, vyhodne medzi 25 az 40 °C.

Zvylajne sa selekcia a pestovanie uskuto¢nia v médiu
obsahujiicom mineralne soli, vyhodne v médiu s obsahom
mineralnych soli, ktorého zloZenie je uvedené v tabulke 1.

Ked” sa dosiahne vhodna optickd hustota pri 650 nm
(ODg50) od 0.5 do 100, mdzu sa mikroorganizmy zbierat
bud’ metédami beznymi v odbore, alebo sa mdZe subsrat,
dusikaté heterocyklicka kyselina, pridat’ priamo k mikroor-
ganizmom na vlastnu reakciu (biotransformaciu). Vlastna
biotransformécia sa potom uskutoéni s nerasticimi bunka-
mi metédami v odbore beznymi.
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Ako substraty vieobecného vzorca (II) mozu sa pouzit
napriklad kyselina nikotinova, kyselina pyrazinkarboxylo-
va alebo ich halogénderivéty alebo C1-C4 alkylderivaty.

Ako halogénderivaty kyseliny nikotinovej alebo kyse-
liny pyrazinkarboxylovej sa vyhodne hydroxyluju kyselina
6-chlérnikotinova, kyselina 5,6-dichlornikotinova a kyseli-
na 5-chlorpyrazinkarboxylova.

Ako derivat kyselina C1-Cg-alkylpyrazinkarboxylovej
sa vyhodne hydroxyluje kyselina 5-metylpyrazinkarboxy-
lova.

Substrat sa na biotransforméciu moZze pridavat’ konti-
nuélne alebo jednordzovo. Vyhodne sa substrat pridava tak,
aby koncentréacia substratu v kultivaénom médiu neprekro-
¢ila 10 % hmotn., vyhodne 7 % hmotn.

Ako médium sa méZu pouZit na biotransforméciu mé-
dia bezné v odbore. Vyhodne sa biotransformacia uskutog-
fiuje v nizkomolarnom fosfatovom pufri.

Zvytajne sa biotransformacia vykonéva so suspenziou
mikroorganizmov, ktora ma opticki hustotu od 0,5 do 100
pri 650 nm (ODg50), vyhodne od 5 do 50.

Biotransformacia sa u¢elne vykonava pri teplote od 15
do 50 °C, vyhodne od 25 do 35 °C a pri hodnote pH od 5
do 9, vyhodne od pH 6,5 do 7,5. Po obvyklom reakénom
Case od 5 hod. do 3 dni sa mdZe hydroxylovany produkt
v¥eobecného vzorca (I) izolovat' v odbore beznymi metd-
dami, napr. okyslenim bezbunkového supernatantu.

Dusikaté hydroxyheterocyklické karboxylové kyseliny
pripravené tymto spdsobom vSeobecného vzorea (I)

R x cooH
Io]:
R, N o

v ktorom ak X znamend atém dusika, R] a R2 st zhodné
alebo rozdielne a znamenaji atdm vodika, atém halogénu
alebo C-Cy-alkylovi skupinu s vynimkou, Ze R1 a R nie
st sudasne atomom vodika, rovnako ako ked’ X znamena
CH-funkeiu, R1 a Ry znamenaji atém halogénu, nic st v
literatiire opisané.

Najvyhodnej3imi z tychto novych zli¢enin su kyselina
5,6-dichlér-2-hydroxynikotinova, kyselina 3-hydroxy-5-
-methylpyrazinkarboxylovéd a kyselina 3-hydroxy-5-chlor-
pyrazinkarboxylova.

Priklady uskuto¢nenia vynalezu

Priklad 1
Izolacia mikroorganizmov zuzitkujacich kyselinu 6-metyl-
nikotinova

300 ml Erlenmeyrova banka sa naplni 100 ml média
obsahujuceho mineralne soli, ktoré obsahuje 1 mmol kyse-
liny 6-metylnikotinovej (tabulka 1) a zmie3a sa s 10 ml
kalu z dlistiacich zariadeni firmy LONZA AG vo Visp,
Svajtiarsko alebo sa zmie$a so vzorkou pddy z podniku
LONZA, Visp a inkubuje sa v pokoji pri 30 °C. Po 10
diioch sa v niektorych kultirach mohla spektrofotometric-
ky preukazat’ kyselina 2-hydroxy-6-metylnikotinova. Tieto
kultiry sa potom niekol'kokréat preockujt do Eerstvého mé-
dia obsahujtiiceho mineralne soli. Potom sa bunkové sus-
penzie, ktoré tvoria kyselinu 2-hydroxy-6-metylnikotinovi
nanesi na rovnaké médium, ktoré obsahuje 1,6 %
(hmotn./obj.) agaru. Agarové dosti¢ky sa potom inkubuji
pri 30 °C v atmosfére, ktora obsahuje 4 % O3 a 96 % N».
Jednotlivé koldnie sa prenesi do kvapalného média a inku-

buji sa v pokoji. Bakteridlny kmeti s oznadenim Kil0l
(DSM 6920) vytvoril potas rastu na kyseline 6-metyl-
nikotinovej kyselinu 2-hydroxy-6-metylnikotinovi.

Priklad 2
Mikrobiologicka oxidacia kyseliny nikotinovej na kyselinu
2-hydroxynikotinovi

Mikroorganizmy s oznacenim Kil01 (DSM 6920) sa
inkubujui v 800 ml média obsahujiceho mineralne soli (ta-
bufka 1) s pridanim 8 mmol kyseliny 6-metylnikotinovej v
1 litrovej Fernbachovej banke pri 30 °C na trepatke pri 100
ot./min. (ota¢ky za min.). Inokulum ma S % (obj./obj.). Po
5 diioch je ODgsq priblizne 0,5. Potom sa bunky zoberd a
jedenkrat sa premyji 50 molarnym fosfatovym pufrom s
hodntou pH 7,0. Potom sa bunky resuspenduji v 20 ml 50
mM fosfatovom pufri s hodnotou pH 7,0., ktory obsahuje
200 mg (1,38 mmol) sodnej soli kyseliny nikotinovej.
ODg350 je 20. Po 6 hod. inkubécie na trepatke pri 30 °C sa
chromatografiou v tenkej vrstve uZ nedokézala kyselina ni-
kotinova. Potom sa biomasa odstredi a supernatant sa o-
kysli na hodnotu pH 2,5, aby sa kysclina 2-hydroxy-
nikotinova vyzrazala. Pomocou !H-NMR (DMSO) analyzy
sa nedokézala v izolovanom produkte Ziadna nelistota.
Spolu sa izolovalo 140 mg (I mmol) kyseliny 2-hy-
droxynikotinovej, ¢o zodpoveda vytazku 72 %, vzhladom
na kyselinu nikotinova.

Tabulka 1
Zasobné roztoky média obsahujiiceho mineralne soli
Zésobny roztok 1:

NaHoPO4 . 2H)O 156,0 g
NH4Cl 10,0 g
K2S04 12g
pH upravit' s KOH na 7,0
destilovana voda 500,0 ml
Zasobny roztok 2:
kyselina p-aminobenzoova 8,0 mg
D-biotin 2,0mg
kyselina nikotinova 20,0 mg
Ca-D-pantotenat 10,0 mg
pyridoxalhydrochlorid 30,0 mg
tiaminhydrochlorid 20,0 mg
kyanokobalamin 10,0 m
destilovana voda 100,0 ml, sterilne filtrovat
Zasobny roztok 3:
HC1 (37 %) 7,0 ml
FeCly . 4H70 15¢g
ZnClp 0,07¢g
MnClj . 4H70 Olg
H3BO3 0,006 g
CoCly . 6H20 0,19g
CuCly . 7THR0 0,002 g
NiClp . 6H70 0,024 g
NapMoOy4 . 2H20 0,036 g
destilovan4 voda 1000,0 ml, autoklavovat’, 121 °C, 20 min.
Zasobny roztok 4:
NaOH 05¢g
NapSeO3 . SH0 0,003 g
NapWO4 . 2H90 0,004 ¢

destilovana voda 1000,0 ml, autoklavovat’, 121 °C, 20 min.
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Zésobny roztok 5:
MgCly . 6H20 40,0 g
CaCly . 2Hy0 50g

destilovana voda 200,0 ml, autoklavovat, 121 °C, 20 min.
Kyselina 6-metylnikotinova (500 mM)

sodnd sol' kyseliny 6-metylnikotinovej 800¢g
destilovana voda 1000,0 ml, autoklavovat, 121 °C, 20 min.

Rastové médium 10 mM kyselina 6-metylnikotinova
roztok 1 25,0 ml

kyselina 6-metylnikotinova 20,0 ml

destilvana voda 1000,0 ml, autoklavovat, 121 °C, 20 min.

Po sterilizacii sa prida

roztok 2 0,5ml
roztok 3 1,0 ml
roztok 4 1,0 ml
roztok S 0,5 ml
Tabul’ka 2:

Priklad 3 az 7

Priklady 3 aZ 7 sa vykonavaji podla prikladu 2. Vy-
sledky su zhruté v tabulke 2.

Pri- Vichodzia latka Kon- ODsso Las Produkt Wta-
klad centr. 2ok
hm/oh nm (h3

3 sodnd mol kys, 1z 20 16 kys. &-rhlar-2- 70 2
&-chldrnikotinove] hydroxynikottnova izal.

4 sodnd sal kys.S.6- 1% 20 16 &ys. S,6-dichlér- 20 X
dichlérnikoti- 2-hydroxynikot(- anal.
nove) nava

S sodnd sof kys. 0,3% 5 24 kys. 3-hydraxypy~ 70 %
pyraz{nkarboxylo= razinkarboxylova anal.
ve)

& sodna sol kys. 0,3x % 24 kys. 3-hydroxy- 80 I
S—mety lpyrazin- S-setylpyrazin-  anal.
karbosylove] karboxylovd

7 sodnd sof kys. 0.3x -] 28 Kys. 3-hydroxy- 50 X
S-chlarsyrazin- S-chlérpyrazin-  anal.
karboxyloveJ karbaxy 1ova

v tabulke 2:

hm/ob znamena hmotnost/objem
izol.  znamena izolované

anal. znamena analyticky

Analytické idaje k prikladu 6

(kyselina 3-hydroxy-5-metylpyrazinkarboxylova)
TH-NMR: (DMSO, 400 MHz) & v ppm 24, s; 2,6 5; 3,8 55
7,8s.

13C-NMR: (DMSO, 100,5 MHR) & v ppm 20, t; 40, m;
130s; 134, 5; 155, 5; 164, s5; 170, s.

Analytické idaje k prikladu 7

(kyselina 3-hydroxy-5-chlorpyrazinkarboxylova
TH-NMR:(D70 a dioxan, 400 MHz) 5 ppm 3,8, s; 4,7, s;
8,0,s.

13C-NMR: (D70 a dioxan, 100,5 MHz) & ppm 132, 5; 133,
s; 145,5; 149, 5; 164, 5, 172 s.

PATENTOVE NAROKY

1. Mikrobiologicky spésob hydroxylacie dusikatych
heteroxyklickych karboxylovych kyselin alebo ich roz-
pustnych soli vieobecného vzorca (I)

SIS

kde Ry a Ry sl zhodné alebo rozdielne a znamenaja atom
vodika, atém halogénu alebo C-C4-alkylovi skupinu a X
znamena atém dusika alebo CF3 skupinu, kde R3 znamena
atom vodika alebo atém halogénu, vyzna € uj it -
¢ci sa ty m, Ze sa dusikata heterocyklicka karbo-
xylové kyselina alebo jej rozpustné soli vieobecného vzor-
ca(ll)

N KN O

IOI an,

LI
kde R a R a X maju uvedeny vyznam, ako substrat, pre-
menia pomocou mikroorganizmov zuZitkujicich kyselinu
6-metylnikotinovi a obsahujucich $pecifickl hydroxylazu,
na produkt vieobecného vzorca (1)

2. Spdsob podla naroku 1, vyznaéujuci

sa tym, Z saako substrit pouZiji dusikaté hetero-
cyklické karboxylové kyseliny veobecného vzorca (II)

B 3. OO0
1QJ

kde Ry a Ry s rovnaké alebo rézne a znamenaju atom vo-
dika, atém chléru alebo metylovi skupinu a X znamena a-
tém dusika alebo CH skupinu.

3. Spdsob podla aspoti jedného naroku 1 a2, vy -
znadujici sa tym,Zesareakcia vykonava
s mikroorganizmami oznafenymi Kil01 DSM 6920 alebo
ich descendentami a mutantmi.

4. Spdsob podla aspon jedného naroku 1 az3, vy -
znadujuci sa tym,Zesareakcia vykonava
pri_jednordzovom alebo kontinudlnom pridani substratu
tak, Ze koncentricia substratu nepresiahne v kultivatnom
médiu 10 % hmotnostnych.

5. Spbosob podFa aspoii jendého naroku 1 az 4, vy -
znadujhci sa tym,Zesareakcia vykonava
pri teplote od 15 do 50 °C apripH od 5 do 9.

6. Mikroorganizmy, ktoré zuZitkovavaji kyselinu 6-
-metylnikotinovi ako jediny zdroj uhlika, dusika a energie
cez kyselinu 2-hydroxy-6-metylnikotinova.

7. Mikroorganizmy, podla naroku 6 s oznafenim
Kil101 uloZené pod DSM 6920 a ich descendenty a mutan-
ty, zachovavajuce si schopnosti pévodného mikroorganiz-
mu.

8. Dusikaté hydroxyheterocyklické karboxylové kyse-
liny v8eobecného vzorca (I)

R]. X COOH
O
ﬂz N oH

v ktorom ked' X znamend atom dusika, R| a R st rovnaké
alebo rézne a znamenaju atom vodika, atém halogénu ale-
bo Cy-C4-alkylovii skupinu s vynimkou, Ze R| a Ry ne-
znamenaj( spolo¢ne atéom vodika a ked X znamena CH
skupinu, R1 a R2 znamena atom chloru.

9. Kyselina 5,6-dichlor-2-hydroxynikotinova.

10. Kyselina 3-hydroxy-5-metylpyrazinkarboxylova.

11. Kyselina 3-hydroxy-5-chlérpyrazinkarboxylova.
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