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A taldlmdny tdrgya egyfermentoros eljaras 6-hidroxi- lyamatosan vagy adagonként olyan iitemben adagol-
nikotinsav el&4llitdsara nikotinsav enzimes hidroxile- jak, hogy a tenyészetben a nikotinsav koncentriciéja
zése Utjan. A taldlmdny szerinti eljardsra jellemzd, adagol4s alatt mindig nulldndl nagyobb, de 10 g/l-nél
hogy Achromobacter xylosoxydans vagy Pseudomo- kevesebb legyen, igy a mikroorganizmus szaporoddsa
nas acidovorans termeldmikroorganizmus tenyészeté- és a 6-hidroxi-nikotinsav képz&dése egyetlenegy eljd-
hez a nikotinsavat vagy vizben oldhaté sGjat vagy a rési 1épésben torténik.

nikotinsav vizes oldatdt segédanyagokkal egyiitt fo-

A leirds terjedelme: 4 oldal

HU 209917 B



1 HU 209917 B 2

A taldlmény térgya egyfermentoros eljards 6-hidroxi-
nikotinsav elGéllitdsdra nikotinsav enzimes hidroxile-
zése tjan.

Ismert, hogy a 6-hidroxi-nikotinsav Pseudomonas,
Bacillus vagy Achromobacter nemzetségbeli é16 mik-
roorganizmusok segitségével éllithaté eld (658 866 és
658 867 sz. svéjci szabadalmi leirds). Az eljardsok so-
rén a megfeleld mikroorganizmusokbdl készitett bio-
massza-szuszpenziét haszndlnak, amelyet kiilon eljars-
si 1épésben, inditdkultira szaporitdséval éllitanak eld.
Maga a hidroxilezés vagy szakaszos eljérdsban, a niko-
tinsav natriumsdja alakjéban torténd egyszeri adagola-
sdval megy végbe (batch eljras, 658 866 sz. svdjci
szabadalmi leirds), vagy folyamatos eljardsban valGsul
meg, ahol a nikotinsavat (j6l old6d6) magnézium- vagy
bariumsdként adagoljak és a 6-hidroxi-nikotinsavat ne-
hezen old6dé magnézium- vagy bariumséként elkiils-
nitik (658 867 sz. svéjci szabadalmi leirds). Tekintettel
arra, hogy az eljardsban alkalmazott nikotinsav-kon-
centricidja a mikroorganizmusok szaporoddsit gatolja,
az eljards velejéréja, hogy a hatdsos biomassza egész
mennyiségét kiilon kell elGallitani. A 6-hidroxi-nikotin-
sav enzimes lton torténd elGallitdsdt megvaldsito eljd-
rasoknak azonban egyéb hatranyai is vannak. A 658867
sz. svdjci szabadalmi leirds szerinti folyamatos eljards
magnézium- vagy bariumsét szolgaltat, amelybdl a 6-
hidroxi-nikotinsavat sav adagoldsdval szabaditjdk fel.
Ennek sordn az adagolt sav magnézium-, illetve bari-
umsdja keletkezik, amelyet hulladékként depondlni
vagy 4rtalmatlanitani kell. KiilonGsen az oldhat6 bari-
umsék a magasabb rendd szervezetek szamadra erSsen
toxikusak. Hosszabb folyamatos iizem sorén a kikrist4-
lyosod6 sék lerakédéasokat okozhatnak, és idegen mik-
rofldra is telepedhet le a berendezésekben.

A taldlmény feladata ezért egy egyszerii eljirds
kidolgozésa volt, amellyel a fenti hdtranyok kikiiszo-
bolésével 6-hidroxi-nikotinsav nagy koncentriciéban
és j6 hozammal 4llithatd eld.

A fenti feladatot Ggy oldottuk meg, hogy Achromo-
bacter xylosoxydans vagy Pseudomonas acidovorans
termeld mikroorganizmus tenyészetéhez a nikotinsavat
vagy vizben oldhaté s6jét vagy a nikotinsav vizes olda-
tat segédanyagokkal egyiitt folyamatosan vagy ada-
gonként olyan iitemben adagoljuk, hogy a tenyészetben
a nikotinsav koncentrécija adagolds alatt mindig nul-
1andl nagyobb, de 10 g/l-nél kevesebb legyen, igy a
mikroorganizmus szaporoddsa és a 6-hidroxi-nikotin-
sav képzddése egyetlenegy eljarasi lépésben torténik.

Meglepd médon ugyanis azt taldltuk, hogy a bio-
massza elkiilonitett elG4llitasara nincs sziikség, ha 6nma-
gdban ismert médon nyert inditSkultirabdl kiindulva a
nikotinsavat olyan iitemben adagoljuk, hogy koncentra-
ci6ja lényegében a mikroorganizmusok szaporoddsit
gatl6 koncentraciéndl kisebb legyen. A ,lényegében” ki-
fejezésen itt azt értjiik, hogy a kritikus koncentriciénal
nagyobb koncentraci6 érték legfeljebb csak rovid id6re
és/vagy helyileg, kiilondsen az adagolas helyén a teljes
dtkeverés eldtt, fordulhat el§. Varhat6 volt, hogy ilyen
koriilmények kozott biomassza képzddik, a meglepé az
volt, hogy a ndvekedési fazisban is termelddik 6-hidroxi-
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nikotinsav, ez nem metabolizalédik, igy a nikotinsav ada-
golésa, majd teljes elfogydsa utén a 6-hidroxi-nikotinsav
gyakorlatilag kvantitativ hozammal ismert médon elkii-
l6nithetd. A nikotinsav adagolasa sordn emelkedd 6-hid-
roxi-nikotinsav-koncentracié névekvd mértékben gétolja
a sejtnévekedést, de a novekedés teljes ledlldsa csak elég
nagy 6-hidroxi-nikotinsav koncentricié esetén kdvetke-
zik be. Az alkalmazott torzstdl fiiggben a megéllds kon-
centréciGja 50 g/l koriili vagy ennél nagyobb. Meglepd
médon a 6-hidroxi-nikotinsav tovabbi lebontdsa nem ko-
vetkezik be. A nikotinsav-hidroxildz enzim gatldsa csak
még nagyobb koncentriciéknil koévetkezik be, ez -
100%-os hozam mellett - korl4tozza az elérhetd termék-
koncentraciét. A taldlmény szerinti eljards szempontjab6l
lényeges, hogy a nikotinsav koncentrdcidja a sejtnoveke-
dés fazisaban mindig nulldnal nagyobb legyen, mert mds-
kiilonben a mér képz&dott 6-hidroxi-nikotinsav lebontisa
kovetkezik be. Csak amikor majdnem elértiik a 6-hidro-
xi-nikotinsav maximélis koncentracijat, ledll a lebonta-
sa, igy a nikotinsav adagoldsdnak befejeztével nyugodtan
lehet védrni, mig az adagolt nikotinsav el is fogyott, ho-
zamveszteségtdl nem kell tartani. A nikotinsavat hidroxi-
lez8 mikroorganizmusként eldnydsen Pseudomonas, Ba-
cillus vagy Achromobacter nemzetségbeli mikroorganiz-
musokat alkalmazunk. ElSnyben részesitjiik a Pseudo-
monas putida és Achromobacter xylosoxydans fajtdkat,
kiilonGsen el6nyds az Achromobacter xylosoxydans
DSM 2783 sz. térzs. Az eldnyos mikroorganizmusokat a
658 866 sz. svdjci szabadalmi leiras ismerteti. A mikroor-
ganizmusok szuszpenzidjiban a nikotinsav koncentraci-
Gja adagolds kozben 10 g/l-nél kisebb. A nikotinsavat kis
adagokban vagy folyamatosan adagolhatjuk, a folyama-
tos adagolds elénydsebb.

A nikotinsavat szildrd halmazillapotban vagy ol-
datként adagolhatjuk, vagy szabad sav vagy vizben
0ld6d6 s6 alakjdban. A vizes oldat forméjdban torténé
adagoldst elnyben részesitjiik, a legel6nyosebb a nat-
rium- vagy kédliumsé vizes oldatdnak adagolasa.

A mikroorganizmusok szuszpenzidjat célszerdien
keverjiik és levegéztetjiik, lehetséges az is, hogy a
sziikséges keverd hatdst a befiijt levegs szolgéltatja. Az
oldott oxigén parcidlis nyomdsa (pO,) el6nyodsen
100 Pa és 20-10% Pa kozétti, elnyésen 4000 és 8000
Pa kozotti érték. A mechanikai keverd alkalmazisa
eldnyos. A mikroorganizmusok szaporitdsa €s a 6-hid-
roxi-nikotinsav képzidése elonydsen 2040 °C-on, 5,5
és 9 kozotti pH mellett torténik.

El6nyds, ha a nikotinsav mellett tovabbi tipanya-
gokkal segitjiik el6 a biomassza novekedését. Az ilye-
nek lehetnek: szénforrdsok, igy glicerin vagy gliik6z,
nitrogénforrdsok, igy amméniumsék vagy glutaminsav,
valamint dsvényi sék, nyomelemek és vitaminok.

Az adalékokat elGnydsen tigy adagoljuk, hogy kon-
centrdciéjuk nem esik sem a limitdlé, sem a gatlé
tartomdnyba. Ez azonban szakember szdmdra ismert. A
tdpanyagokat egyenként, de komplex forméban, termé-
szetes vagy mesterséges keverékek alakjaban is ada-
golhatjuk. Kiilonosen el6nyds komplex tdpanyag az
€lesztokivonat.

A taldlmany szerinti eljérdst folyamatos eljarasként is
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val6sithatjuk meg. Ez esetben miutdn a 6-hidroxi-niko-
tinsav koncentrici6ja sajat lebontasat megakadalyozé ér-
tékre emelkedett, a terméket folyamatosan elvalasztjuk,
és a sejteket egyidejiileg visszavezetjiik a folyamatba. E
folyamatos eljards megvaldsitdsara alkalmas berendezést
példdul a 664 374 sz. svéjci szabadalmi lefrds ismertet.
Célszertien a nikotinsav adagolasdnak sebessége a ter-
mék elkiilonitésének sebességével azonos, igy a termék
koncentracidja azonos marad a rendszerben.

Az aldbbi példdkkal a taldlmdnyt kozelebbrél is-
mertetjiik.

1. Példa

a) A kiindulo tenyészet elddllitdsa

5,19 g dindtrium-hidrogén-foszfat-dihidrat, 2,00 g
kalium-dihidrogén-foszfat, 0,25 g élesztdkivonat, 1,00
¢ nikotinsav és 500 ml viz felhasznélasaval tapoldatot
készitiink, és a tdpoldatot 120 °C-on 20 percen 4t steri-
lizdljuk. A 30 °C-ra lehdlt oldathoz nyomelem-oldatot
adunk olyan mennyiségben, hogy a tdpkozegben az
aldbbi koncentricidk jojjenek létre:

kalcium-klorid-dihidrat 20 mg/l
mangan(II)-szulfat 10 mg/l
vas(IT)-szulfat-heptahidrat 5 mg/l
kobalt(IT)-szulfat-hexahidrat 0,1 mg/l
réz (I)-szulfit-pentahidrat 0,1 mg/l
cinkszulfat-heptahidrat 0,1 mg/l
natrium-molibdat-dihidrat 0,1 mg/l

A tapkiozeget az Achromobacter xylosoxydans
DSM 2783 torzs kultdrdjaval beoltjuk, majd 30 °C-on
pH 7 mellett 24 6ran 4t tenyésztjiik.

b) 6-hidroxi-nikotinsav eldillitdsa

Keverdvel, levegSztetdvel és pH-szabalyozéval fel-
szerelt 20 literes fermentorban 90 g nikotinsav, 19,44 g
nétriumhidroxid, 90 g élesztSkivonat, 12 g kalium-szul-
fat, 9,6 g magnézium-klorid-hexahidrat, 1,92 g kalcium-
klorid, 2,4 ml polipropilénglikol-2000, 180 g L-gluta-
minsav és 300 g gliikkéz 12 liter vizzel készitett oldatat
121 °C-on 30 percen 4t sterilizdljuk. A 30 °C-ra lehilt ol-
dathoz adagoljuk a kiindul6 tenyészetet, és a kozeget le-
veglztetés és keverés kozben pH 7 mellett 10 6rén 4t in-
kubdljuk. Ez alatt az idG alatt a nikotinsav koncentracidja
(amelyet nagynyomasi folyadék kromatografidsan kove-
tiink) 7,5 g/l-r8l 2 g/l-re cstkkent, és a biomassza kon-
centricidja 10 g/l szdrazanyagra nétt. Most kezdjiik az
1,13 kg nikotinsav és 0,365 kg natrium-hidroxid 3,00 li-
ter vizzel készitett, 121 °C-on 20 percen 4t sterilizalt ol-
datdnak az adagoldsit. Az adagolds sebességét vigy vé-
lasztjuk meg, hogy adagolas kozben a fermentorban mér-
hetd nikotinsavkoncentraci6 1 g/l és 9 g/l kozott legyen.
11 éra elteltével az adagolds befejezGdott, a glutaminsav
és a gliikéz teljesen elfogyott, és a biomassza koncentrd-
cidja 15 g/l (szdrazanyag) értékre ndtt. Tovabbi 4 6rdval
késGbb, azaz a beoltdst6l szamitott 25. 6ra utdn a fermen-
tdlast megszakitjuk. A 6-hidroxi-nikotinsav koncentraci-
6ja a fermentlében 74 g/l, ami azt jelenti, hogy a nikotin-
sav gyakorlatilag kvantitative 4talakult 6-hidroxi-niko-
tinsavva. A feldolgozds a 658 866 sz. svdjci szabadalmi
leirés 1. és 3. kiviteli példdjdban lefrtak szerint tort€nik.
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2. példa

a) A kiindulG tenyészet elddllitdsa

Az 1a) példa szerint tapoldatot allitunk elg, ezt a
Pseudomonas acidovorans DSM 4746 sz. torzzsel be-
oltjuk és 30 °C-on pH 7 mellett 24 6rdn 4t inkubaljuk.

b) 6-hidroxi-nikotinsav elddllitdsa

Az 1b) példdban leirt 20 literes fermentort az 1
példa szerinti tdpkozeggel t5ltjiik, amely azonban nem
tartalmazott glitkk6zt. A tdpkozeget sterilizaljuk.

Miutén a kézeg 30 © C-ra lehlt, adagoljuk a kiin-
dulé tenyészetet, és a fermentort pH 7, levegdztetés €s
keverés mellett 8 6rdn 4t inkubdljuk. Ez alatt az idd
alatt a nikotinsav-koncentricié 7,5 g/l értékrdl 2,5 gl
értékre csokkent (HPLC), és a biomassza koncentréci-
6ja 9,5 g/l szdrazanyagra emelkedett. Most kezd6dik az
1b) példa szerint elkészitett natrium-nikotindt-oldat
adagolésa olyan sebességgel, hogy a fermentlé nikotin-
sav-koncentraciGja 1 g/l és 9 g/l kozotti érték legyen.
12 éra elteltével az adagolds befejezddott, a glutamin-
sav teljesen elfogyott, és a biomasszakoncentricié 14
g/l (szdrazanyag) értékre emelkedett.

Tovébbi 4 6ra elteltével, tehdt az inokuldci6t kdvetd
24. ¢ra utdn a fermentildst megszakitjuk. A 6-hidroxi-
nikotinsav végkoncentriciGja 73 g/l, ami a nikotinsav
majdnem kvantitatfv dtalakuldsat jelenti. A feldolgo-
z4st az 1. példa szerint végezziik.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Egyfermentoros eljdrds 6-hidroxi-nikotinsav ni-
kotinsav aerob koriilmények mellett végzett mikrobi-
olégiai hidroxilezése utjdn, azzal jellemezve, hogy
Achromobacter xylosoxydans vagy Pseudomonas
acidovorans mikroorganizmustermel$ tenyészetéhez
a nikotinsavat vagy vizben oldhaté sGjat vagy a niko-
tinsav vizes oldatdt segédanyagokkal egyiitt folyama-
tosan vagy adagonként olyan iitemben adagoljuk,
hogy a tenyészetben a nikotinsav koncentriciéja ada-
golds alatt mindig nulldndl nagyobb, de 10 g/l-nél
kevesebb legyen.

2. Az 1. igénypont szerinti eljrés, azzal jellemezve,
hogy az Achromobacter xylosoxydans DSM 2783 sz.
torzset alkalmazzuk.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a Pseudomonas acidovorans DSM 4746 sz. tor-
zset alkalmazzuk.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti eljards,
azzal jellemezve, hogy a nikotinsavat vizes oldat alak-
jdban folyamatosan a mikroorganizmus kevert és leve-
gbztetett tenyészetéhez adagoljuk.

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti eljdrds,
azzal jellemezve, hogy a mikroorganizmus szaporitdsat
és a 6- hidroxi-nikotinsav termelését 20-40 °C-on, 5,5
és 9 kozotti pH-érték mellett végezziik.

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti eljdrés,
azzal jellemezve, hogy a nikotinsavat natriumsdjdnak
vizes oldata alakjéban, gliikéz és glutaminsav segéd-
anyagokkal egyiitt alkalmazzuk.
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