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(57) Anoticia:

SG opisané mikroorganizmy Agrobacterium sp. DSM
6136, ktoré s schopné rast’ s pyrazinom ako jedinym
zdrojom uhlika, dusika a energie. Dalej sa opisuje spo-

sob vyroby hydroxylovanych derivatov pyrazinu pomo-
cou mikroorganizmov rodu Agrobacterium. Tieto mik-
roorganizmy hydroxyluju derivaty pyrazinu vieobecné-
ho vzorca (I) za vzniku hydroxylovanych derivatov py-

razinu vieobecného vzorca (II), vyznam substituentov
je uvedeny v opise. Vzniknuté produkly sa akumuluji v
rastovom médiu. Dalej je uvedeny 6-etyl-2-hydroxy-

pyrazin.
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Oblast’ techniky

Vynalez sa tyka novych mikroorganizmov, ktoré
rastd s pyrazinom a hydroxyluji derivaty pyrazinu v3e-
obecného vzorca (I)

Ry N Ry
:[\ ' 0,
Ry N

kde R, znamena atdm vodika alebo atém halogénu aR; a
R; st rovnaké alebo rozdielne skupiny a znamenaji atom
vodika alebo C,-C4-alkylova skupinu, ale R|, R, a Ry ne-
znamenajli sGéasne atdm vodika. Vynélez sa dalej tyka
spdsobu vyroby hydroxylovanych derivatov pyrazinu.

Doterajsi stav techniky

Hydroxylované derivaty pyrazinu s napriklad dole-
Zitymi medziproduktmi pri vyrobe metoxyalkylpyrazi-
nov. Metoxyalkylpyraziny st zékladnou zloZkou aroma-
tickych latok (Maga a Sizer, J. Agric. Food Chem.,, 21,
1973, str. 22-30).

Dosial’ su zname iba chemické spbsoby vyroby hyd-
roxylovanych pyrazinov, ako napriklad spbsob opisany
Karmasom a Spoerrim v J. Amer. Chem. Soc., 74, 1952,
str. 1580-1584. Podla tohto spdsobu sa syntetizuje na-
priklad 2-hydroxy-5-metylpyrazin, vychadza z metylgly-
oxalu a glycinamidhydrochloridu. Nevyhodou tohto spo-
sobu je viak to, Ze produkt je silne zne€isteny.

Dalej su opisané vyskumy, ktoré sa tykaji biologic-
kého odbirania 2-hydroxypyrazinu v Matley a Harle,
Biochem. Soc. Trans, 4, 1976, str. 492-493,

Nie je znamy biotechnologicky spdsob vyroby polo-
hovo 3pecificky hydroxylovanych derivatov pyrazinov,
ked sa vychadza zo substituovanych derivitov pyrazinu
a mikroorganizmov, ktor¢ rastl s pyrazinom.

Podstata vynalezu

Ulohou predlozeného vynélezu je najst nové mikro-
organizmy, ktoré ekonomicky a jednoducho polohovo
3pecificky hydroxyluju derivaty pyrazinu biotechnolo-
gickym spOsobom, pri¢om derivaty pyrazinu s predsta-
vované vieobecnym vzorcom I. DalSou tlohou vynalezu
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je néjst biotechnologicky sposob vyroby hydroxylova-
nych derivatov pyrazinu.

Uloha je riesena pomocou mikroorganizmov podla
patentového naroku 1 a pomocou spdsobu vyroby hyd-
roxylovanych derivatov pyrazinu podla patentového
naroku 2. Tieto mikroorganizmy su schopné rast’ s py-
razinom ako jedinym zdrojom uhlika, dusika a energie.
Tieto mikroorganizmy premietiaju ako substrat derivaty
pyrazinu vieobecného vzorca (I)

R.
2 /N l Ry
a ,
Ry N

kde R, znamen4 atom vodika alebo atém halogénu a R,
a Ry st rovnaké alebo rozdielne skupiny a znamenaji
atém vodika alebo C;-C,-alkylova skupinu, ale R, Ry a
R; neznamenaju siasne atém vodika, na hydroxylova-
ny derivat pyrazinu vicobecného vzorca Il

R2 /N R1
) a,
R3 N OH

kde R,, R, a R; maji uvedeny vyznam, priCom sa
vzniknuté zligeniny akumuluji v rastovom médiu.

Podl'a vyndlezu prichadzaji do Gvahy vietky mik-
roorganizmy, ktoré vyuZivaja pyrazin ako jediny zdroj
uhlika, dusika a energie a ktoré sa beznymi mikrobio-
logickymi technikami oddel’ujii napriklad z prsti, pod-
nych vzoriek, listiacich zariadeni, mravenisk a kom-
postov.

Je mozZné vhodne pouzit' vietky gram-pozitivne a
gram-negativne mikroorganizmy, ktoré odbiravaju py-
razin a ktoré hydroxyluju ako substrat derivat pyrazinu
vieobecného vzorca (1) za vzniku hydroxylovaného de-
rivatu pyrazinu vieobecného vzorca (II) a ten akumu-
luja v rastovom médiu.

Vyhodnym mikroorganizmom je Agrobacterium
radiobacter DRS 3 s & DSM 6136, ktory je d’alej na
zéklade podrobnych identifika¢nych udajov oznaCova-
ny ako mikroorganizmus Agrobacterium sp. &. DSM
6136. Tento mikroorganizmus bol uloZeny 7. 9. 1990
do Nemeckej zbierky mikroorganizmov (DSM) a bun-
kovych kultdr GmbH, Mascherodeweg 1b, 3300
Braunschweig/NSR.

Vedecky opis Agrobacterium sp. (€. DSM 6136)

bunkové forma
Sirka pm
dizka pm
pohyblivost’
gram-rcakcic
lyza 3 %-nym KOH
aminopeptidaza (Cerny)
spéry
oxidaza
katalaza
rast
anaerobny
37/41°C

ty¢inky

0,6-0,8

1,5-3,0
+

+

+

2+

-

ADH

LDC
OoDC
ONPG

VP

indol

N02 z N03
denitrifikacia
fenylalanindesaminaza

lecitinaza

+ o
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Vedecky opis Agrobacterium sp. (¢. DSM 6136)

bunkova forma tydinky ADH -
Sirka pm 0,6-0,8
dizka pm 1,5-3,0 LDC -
hyblivost’ + ODC -
gram-reakcie - ONPG +
lyza 3 %-nym KOH +
aminopeptidaza (Cemny) + VP -
spory - indol -
oxiddza + NO, z NO, +
kataldza W denitrifikicia +
rast fenylalanind -
anaerobny -
37/41 °C -/ lecitinaza -
pHS5.6
Mac-Conkey-agar + uredza +
SS-agar
cetrimid-agar - Simmon-citrat -
2 % NaCl -
malonat -
pigmenty -
nedifundujice - ketolaktoza -
difundujice -
fluoreskujice - hydrolyza
pyokyanin - Skrobu -
Zelatiny -
kyselina z (OF -test) kaseinu -
glukozy aerobne - DNA -
glukdzy anaerbne - tween 80 -
eskulinu +
plyn z glukézy -
odbiiranie tyrozinu -
kyselina z (ASS)
glukozy + alkalizicia
fruktézy + lakmusového mlieka +
xylozy +
etanolu + potreba rastovej latky -
m-erytritoju +
melecitozy - vyuzitie substratu
arabindzy + acetat +
sacharozy + adipat -
celobidzy + kaprat -
trehalozy + citrat -
ramnozy + glvkolat +
dulcitu - laktat +
sorbitu + levulinat -
glycerolu + malat +
malonatu -
fenylacetatu -
suberatu -
sebakindtu -
m-tariratu -
L-arabinozy +
fruktdzy +
glukozy +
manozy +
maltozy +
xylozy +
fukozy -
mannitu +
2-ketoglukonatu -
N-acetylglukozaminu +
L-asparatu +
L-serinu +
L-glutamatu +
L-histidinu -
hydroxybutyratu -
betainu +
metylaminu -
metanolu -
etanolu -

hlavné chinénové zlozky: ubichindn 10
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Pri sposobe vyroby hydroxylovanych derivatov py-
razinu sa pomocou mikroorganizmov biotransformuje
derivét pyrazinu veobecného vzorca ‘(1)

R N Ry
I\ ]/ o,
Ry N

kde R; znamena atém vodika alebo atém halogénu a R,
a Ry st rovnaké alebo rozdielne skupiny a znamenaji
atom vodika alebo C,-C4-alkylovi skupinu, ale Ry, R, a
R; neznamenaja sadasne atom vodika, na hydroxylova-
ny derivat pyrazinu vieobecného vzorca (I)

Ry N Ry
Rﬁ N OH

kde R,, R, a R; maji uvedeny vyznam. Obohateny pro-
dukt sa izoluje.

Vyhodne sa pomocou uvedenych mikroorganizmov
vyrabajli hydroxylované derivaty pyrazinu, kde R,
znamend atém vodika alebo atém chléru a R, a R; st
rovnaké alebo rozdielne skupiny a znamenajG atom vo-
dika, metylova skupinu alebo etylova skupinu, aviak
R.. R; a R; neznamenaji suasne atom vodika.

Takto sa pomocou uvedenych mikroorganizmov vy-
robi novy hydroxylovany derivdt pyrazinu, 6-etyl-2-
-hydroxypyrazin.

Zvylajne sa mikroorganizmy pred vlastnym postu-
pom (reakcia substratu) kultivuji v médiu, ktoré obsa-
huje rastovy substrat.

Rastovy substrat pyrazin sa pouZiva v mnoZstve od
0,001 az 10 % hmotnostnych, vztiahnuté na kultivaéné
médium, vyhodne v mnoZstve od 0,001 az 5 % hmot-
nostnych, vztiahnuté na kultivaéné médium.

Enzymy mikroorganizmu, ktoré zodpovedaji za
hydroxylaciu, st vhodne indukované pyrazinom.

Zlt¢enina pouZitd na indukciu méze byt pritomna
bud  polas pricbehu reakcic derivatu pyrazinu
(substratu), alebo sa zamedzi davkovanie tejto zlateni-
ny v priebehu reakcie. Vyhodne sa zamedzi davkovanie
zlu¢eniny pouZivanej na indukciu v priebehu reakcie
derivatu pyrazinu bud’ ukonéenim dévok alebo odstre-
denim buniek.
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Pred pridanim substratu sa kultivujd bunky aZ do
optickej hustoty 100 pri 650 nm, vyhodne aZ do optic-
kej hustoty od 10 do 60 pri 650 nm.

Ako Zivné médium pre mikroorganizmy je moZzné
tak pre kultivaciu, ako aj pre vlastny spdsob pouzit' v
odbore bezne pouzivané médid. Vyhodne sa pouZiva
médium, ktorého zloZenie je uvedené v tabulke 1.
Vlastny postup potom zvy&ajne prebieha s bunkami v
pokoji.

Derivat pyrazinu vieobecného vzorca (I) sa ako
substrat moZze pridavat’ k bunkovej suspenzii jednora-
zovo alebo kontinualne, vyhodne tak, Ze koncentracia
substratu v kultivatnom médiu nepresiahne 20 %
(hmotn./obj.), pritom skratka (hmotn./obj.) znamend
hmotnost’ na objem. Zv1ast' vyhodne, ak nepresiahne
koncentricia substratu v kultivatnom médiu 5 %
(hmotn./obj.).

Reakcia sa GZelne uskutoénuje v rozmedzi pH od 4
do 10, vyhodne od 6 do 8.

Zvytajne sa reakcia uskuto&iiuje pri teplote od 0
do 55 °C, vyhodne pri 20 az 40 °C.

Po reakcii trvajucej zvytajne 5 az 100 hodin, sa
izoluju hydroxylované derivaty pyrazinu znamym spo-
sobom, napriklad extrakciou vhodnym organickym
rozptitadlom. Ukelne sa hydroxylované derivaty py-
razinu izoluji extrakciou chlorovanymi organickymi
rozpudtadlami, ako st napriklad chlorované uhlovodi-
ky alebo etylacetat.

Priklady uskuto&nenia vynilezu

Priklad 1
Izolacia mikroorganizmov metabolizujucich pyrazin

Aerébne mikroorganizmy metabolizujlice pyrazin
sa koncentruji v A+N-médiu (Tabulka 1) s pridavkom
0,1 % hmotn./obj. pyrazinu ako jediného zdroja uhli-
ka, dusika a energie. V3eobecné postupy pre izolaciu
mikroorganizmov s napriklad opisané v "G. Drews,
Mikrobiologisches Praktikum, 4. vydanie, Springer
Verlag, 1983".

Ako inokulum sa pouZiji vzorky z prsti, Cistiacich
zariadeni, kompostov a mravenisk. Koncentraty sa
pestuji v trepacich bankach pri 30 °C. Po trojnasob-
nom preockovani do Eerstvého média sa koncentraty
rozotri na rovnaké médium s pridavkom 16 g agaru na
liter a inkubujii sa pri 30 °C. Po niekol’konasobnom
rozotreti na agarové médium je moZné izolovat' Cisté
kultary.
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Tabulka 1: A+N-médium

Zlozenie

Koncentricia (mg/ml)

(NH4)2S804

2000

NayHPO,

2000

KH,PO4

1000

NaCl

3000

MgClz .6 H20

400

CaC12 .2 H20

14,5

FeCl3 .6 H20

0,8

pyridoxalhydrochlorid

10.10-3

riboflavin

51073

amid kyseliny nikotinovej

5103

tiaminhydrochlorid

2.10-3

biotin

2.10°3

kyselina pantotenova

5.103

p-aminobenzoét

5.1073

kyselina listova

2.10°3

vitamin B>

5.10°3

ZnSOy4 . 7Hy0

100.1073

MnCly . 4 HyO

90.103

H3BO;3

300.103

COC12 .6 H20

200.10-3

CLlClz .2 HzO

10.10°3

NiCl, . 6 Hy0

20.10-3

N82M004 .2 H20

30.103

EDTANa, . 2 HyO

5.1073

FCSO4 .7 H20

2.1073

(pH roztoku sa nastavi na hodnotu 7,0).

Priklad 2
Premena 3-chlérpyrazinu na 3-chlor-2-hydroxypyrazin
Agrobacterium sp. (DSM-¢. 6136) v A+N-médiu s
0,1 %-nym hmotn./obj. pyrazinom sa kultivuje vo fer-
mentore pri hodnote pH 7 a pri teplote 30 °C. Potom sa
bunky odstredia, resuspenduji opét’ v A+N-médiu a na-
stavi sa opticka hustota 10 pri 650 nm. T4to bunkova
suspenzia sa d& do trepacej banky a zmie$a sa s 26 mmol
3-chlérpyrazinu na liter (0,3 % hmotn./obj.). Po inkubdcii

pri 30 °C pocas 8 hodin na trepacom zariadeni sa na-
hromadi 20 mmol 3-chlér-2-hydroxypyrazinu na liter, &o
zodpoveda 77 %-nému vyt'azku.

Priklady 3 aZ 5 sa uskuto&tiuji podl'a prikiadu 2 a st
suhrnne uvedené v tabulke 2.

Poloha hydroxylovej skupiny sa uréi podla Mac
Donalda JC, Bishopa GG, Mazureka (1976), Tetrahed-
ron 32, str. 655 ad.
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Tabulka 2
Koncentracia
0 , heterocyklu Reakény Eas , ) Vytazok
Konet dukt
Priklad Substrat v médiu (h) onetny produ %)
% (hmotn./obj.)
~ . 2-hydroxy-6-
3 2-metylpyrazin 0,2 1 metylpyrazin 50
4 2-etylpyrazin 0,2 24 6-ety1-2-hy'dro- 20
xypyrazin
5 2,3-dimetylpyrazin 02 10 2-hydroxy-5.6- 20
-dimetylpyrazin

PATENTOVE NAROKY

1. Mikroorganizmus Agrobacterium sp. DSM 6136,
ktory je schopny rast’ s pyrazinom ako jedinym zdrojom
uhlika, dusika a energie, a ako substrét premiefiat’ deri-
vaty pyrazinu vieobecného vzorca (I)

Ry N Ry
:[\ ]/ m,
Ry N

kde R, znamend atom vodika alebo atém halogénu a R, a
R; st rovnaké alebo rozdielne a znamenaji atém vodika
alebo C;-Cy-alkylovii skupinu, ale R, R; a R; nezname-
najti sicasne atom vodika, na hydroxylovany derivat py-
razinu vieobecného vzorca (II)

RN Ry
o o,
Rj N OH

kde Ry, R, a R; maju uvedeny vyznam, priom sa vznik-
nuté zli¢enina akumuluje v rastovom médiu.

2. Sposob mikrobiologickej vyroby hydroxylova-
nych derivitov pyrazinu, vyzmadujici sa
ty m, Zesapomocou mikroorganizmu rodu Agrobacte-
rium, ktory je schopny rast’ s pyrazinom ako jedinym
zdrojom uhlika, dusika a energie premiefia ako substréat
derivat pyrazinu vieobecného vzorca (1)

Ry N Ry
< o,
Ry N

kde R, znamena atém vodika alebo atdm halogénu a R, a
R; sii rovnaké alebo rozdielne a znamenaju atéom vodika
alebo C,;-C4-alkylovil skupinu, ale R;, R, a R; nezname-
naji sGcasne atém vodika, na hydroxylovany derivat py-
razinu vieobecného vzorea (11)

Ry /N Ry
~ K m,
R3 N OH

kde R;, R; 2 R; majit uvedeny vyznam a Ze sa obohateny
produkt izoluje.
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3. Sposob podla naroku 2, vyzmacdujuci
sa tym, Ze sareakcia uskutodtiuje pomocou mik-
roorganizmu Agrobacterium sp. ulozeného u DSM pod
gislom 6136 a/alebo pomocou jeho spontinnych mu-
tantov, ktoré si zachovavaji funkénd schopnost’ mater-
ského organizmu.

4. Spbsob podla niroku 2 alebo 3, vyzna-
¢ujici sa tym, Zesaulinné hydroxylujice
enzymy mikroorganizmu indukuji pyrazinom.

5. Sposob podla aspoti jedného z narokov 2 a7 4,
vyznadéujuci sa tym, Ze sa premena
uskuto¢iuje pri jednorazovom alebo kontinualnom pri-
dani substratu tak, Ze koncentracia substrétu v kultivac-
nom médiu nepresiahne 20 % hmotnosti na objem.

6. Sposob podla aspoii jedného z narokov 2 az 5,
vyznadujaci sa tym, Ze sa premena
uskuto&iuje pri hodnote pH od 4 do 10.

7. Spbdsob podl'a aspon jedného z nérokov 2 az 6,
vyznadujicei sa tym, Z sa premena
uskuto¢tiuje pri teplotach od 0 do 55 °C.

8. 6-Etyl-2-hydroxypyrazin.

Koniec dokumentu
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