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N3
Mikrobiologinen menetelmi hydroksyloitujen pyratsiinijoh-

dannaisten valmistamiseksi

Keksintd koskee uusia mikro-organismeja, jotka kKas-
vavat pyratsiinilla ja hydroksyloivat pyratsiinijohdannai-

sia, joiden yleinen kaava on

jossa R, on vetyatomi tai halogeeniatomi ja R, ja R; ovat
identtiset tai erilaiset ja ovat kumpikin vetyatomi tai
C;~C,~alkyyliryhm8d, jolloin kuitenkaan R;,, R, ja R, eivit
ole samanaikaisesti vetyatomeja, sekd menetelmds hydroksy-
loitujen pyratsiinijohdannaisten valmistamiseksi.

Hydroksyloidut pyratsiinijohdannaiset ovat esimer-
kiksi tédrkeltd vélituotteita metoksialkyylipyratsiinien
valmistuksessa. Metoksialkyylipyratsiinit ovat aromiai-
neiden t&8rkeitd ainesosia (Maga ja Sizer, J.Agric.Food
Chem. 21 (1973) 22 - 30).

Tahdn asti on tunnettu vain kemiallisia menetelmiéd

hydroksyloitujen pyratsiinien valmistamiseksi, kuten esi-
merkiksi menetelm&, jota kuvaavat Karmas ja Spoerri jul-
kaisussa J.Amer.Chem.Soc. 74 (1952) 1580 - 1584, jossa

esimerkiksi syntetisoidaan 2-hydroksi-5-metyylipyratsiini

ldhtien metyyliglyoksaalista ja glysiiniamidihydroklori-
dista. T&118 menetelmdlld on kuitenkin se huono puoli,
ettd tuote on hyvin ep&puhdas.

Edelleen tutkimuksia 2-hydroksipyratsiinin biolo-
gisesta hajoamisesta kuvataan julkaisussa Matley ja Har-
le, Biochem.Soc.Trans. 4 (1976) 492 - 493.

Bioteknistd menetelmdd aluespesifisesti hydroksy-

loitujen pyratsiinijohdannaisten valmistamiseksi pyrat-
siinilla kasvavilla mikro-organismeilla 1l#htien substi-

tuoiduista pyratsiinijohdannaisista ei tunneta.
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Keksinnén tehtdvand on loytdd uusia mikro-organis-
meja, Jjotka hydroksyloivat taloudellisesti bioteknistd
tietd ja yksinkertaisella tavalla aluespesifisesti yleisen
kaavan I mukaisia pyratsiinijohdannaisia, sekd kehittad
biotekninen menetelm# hydroksyloitujen pyratsiinijohdan-
naisten valmistamiseksi.

T&md tehtdvd ratkaistiin patenttivaatimuksen 1 mu-
kaisilla mikro-organismeilla sek# patenttivaatimuksen 5
mukaisella menetelm#lld hydroksyloitujen pyratsiinijoh-
dannaisten valmistamiseksi. N&m& mikro-organismit kykene-
vat kasvamaan kdyttden pyratsiinia aincana hiili-, typpi-
ja energial8hteenda sekd konvertoimaan substraattina py-

ratsiinijohdannaisia, joiden yleinen kaava on

Ry Rq
= I
T
R N
jossa R, on vetyatomi tai halogeeniatomi ja R, ja R, ovat
identtiset tai erilaiset ja ovat kumpikin vetyatomi tai
C,-C,-alkyyliryhm8, jolloin kuitenkaan R,, R, ja R; eivét
ole samanaikaisesti vetyatomeja, hydroksyloiduksi pyrat-

siinijohdannaiseksi, jonka yleinen kaava on

Ry N 1
T 1
R3/ \I OH

jossa R;, R, ja R, mdéritell&dn kuten edelld, jolloin vii-
meksi mainittua kerdintyy kasvualustaan.

Keksinndtn mukaan kyseeseen tulevat kaikki mikro-
organismit, joille riitt#48 pyratsiini ainoaksi hiili-,
typpi- ja energial&hteeksi ja jotka wvalikoidaan tavan-
omaisilla mikrobiologisilla tekniikoilla, esim. maandyt-
teistd, puhdistuslaitoksista, mullasta, muurahaiskeoista

ja komposteista.
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Tarkoituksessa voidaan kdyttdd kaikkia gram-posi-
tiivisia ja gram-negatiivisia mikro-~organismeja, jotka
hajottavat pyratsiinia, ja hydroksyloivat yleisen Kaavan I
mukaisen pyratsiinijohdannaisen substraattina yleisen kaa-
van II mukaiseksi hydroksyloiduksi pyratsiinijohdannaisek-
si sekd kerddvat tdtd kasvualustaan.

Edullinen mikro-organismi on Agrobacterium radio-

bacter DRS 3, jonka hakunumero on DSM-nro 6136, ja jota
seuraavissa eritt8in vyksityiskohtaisissa tunnistustie-
doissa Kkutsutaan mikro-organismiksi Agrobacterium sp.
(DSM-nro 6136).

Tamd kanta talletettiin 7.9.1990 talletuslaitok-

seen die Deutschen Sammlung von Mikroorganismen (DSM) und
Zellkulturen GmbH, Mascherodeweg 1b, 3300 Braunschweig,

Saksa.
Tieteellinen kuvaus Agrobacterium sp.:std8 (DSM-nro
6136):
Solumuoto gauvoja ADH -
leveys um 0,6 - 0,8
pituus um 1.9 - 3.0 LDC -
Liikkuvuus + obc -
Gram-reaktioc - ONPG *

Lyysi 3-%:isella

KOH~liuoksella +

Aminopeptidaasi

(Cerny) + VP -
ItiBity - Indeli : -
Ckeidaasi + NO, NOj:sta +
Katalaasi W Denitrifikaatio +
Kasvu: Fenyylialaniini-

anaerobi - desaminaasi -
37/41 °¢ -/- Lesitinaasi -
pH 5,6 -

Mac-Conkey-agar + Ureaasi >
S55-agar -

Cetrimid-agar - Simmons-sitraatti -

2-%:inen NaCl-

livos - Malonaatti -
Pigmentteja: -

ei diffundoituvia - Ketolaktoosi -
diffundoituvia - Hydrolyysi:

fluorescivia - tarkkelys -
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Happoja: (OF-testi)

glukooei, aerob.

glukoosl, anaerob. -

kaasua glukoosista -

Happoja: (RASS)

glukoosi
fruktoosi
keyloosi
etanoli
m-erytritold
neletsitoosi
arabinoosi
sakkaroosi
sellobioosi
trehaloosi
rapnoosi
dulsiittl
sorbitoli
glyseroli

walonaatti

fenyyliasetaatti

suberaatti
sebasinaatti
n~tartraatti
L-arabineoosi
fruktoosi
glukoosi
mannoosi
maltoosi
ksyloosi
fukoosl

mannitoli

2-ketoglukonaatti

N-asetyyll-
glukosamiini
L-agpartaattl
L-seriini
L-glutamaatti

L-hietidiini

hydroksibutyraatti -

hetaiini
metyyliamiini
metanoli
etanoli

Pddasiallinen

kinoniainesosa:

ubikinani 10

gelatiini
kaselini
DNA

Tween 80

eskuliing

Tyrosiinin hajotus

Lakmusmaidon

alkaliseinti

Kasvuainetarve

Substraattikelpoisuus:

agetaatti
adipastti
kapraatti
sitraatti
glykolaatti
laktaatti
levulinaattl

malaatti
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Hydroksyloitujen pyratsiinijohdannaisten valmista-
miseksi mikro-organismeilla konvertoidaan pyratsiinijoh-

dannainen, jonka yleinen kaava on

Ry Ry
s I

N

R N
jossa R, on vetyatomi tai halogeeniatomi ja R, ja R, ovat
identtiset tai erilaiset ja ovat kumpikin vetyatomi tai
C,-C,~alkyyliryhmé, jolloin kuitenkaan R,, R, ja R, eivat
ole samanaikaisesti wvetyatomeja, hydroksyloiduksi pyrat-

siinijohdannaiseksi, jonka yleinen kaava on

2:@]:” ! -

R3 OH

jossa R;, R, ja R, mddritellddn kuten edelld, ja eristetdén
rikastunut tuote.

Edullisesti ndilld mikro-organismeilla valmistetaan
hydroksyloituja pyratsiinijohdannaisia, joissa R, on
vetyatomi tai klooriatomi ja R, ja R, ovat identtiset tai
erilaiset ja ovat kumpikin vetyatomi, metyyliryhmd tai
etyyliryhmd, jolloin kuitenkaan R,, R, ja R, eivat ole sa-
manaikaisesti vetyatomeja.

Samoin voitiin n&dilld mikro-organismeilla valmistaa
uusi hydroksyloitu pyratsiinijohdannainen, nimitt&ain 6-
etyyli-2-hydroksipyratsiini.

Tavallisesti mikro-organismeja viljellddn ennen
varsinaisen menetelmdn suorittamista (substraatin konver-
tointia) kasvusubstraattia sisdltidvdssd kasvualustassa.

Kasvusubstraattia pyratsiinia kaytetdidn maara
0,001 - 10 paino-% laskettuna kasvualustasta, edullisesti

madra 0,001 - 5 paino-% laskettuna kasvualustasta.
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Mikro-organismin hydroksyloinnista vastuulliset
entsyymit indusoidaan edullisesti pyratsiinilla.

Indusoinnissa kdytetty yhdiste voi joko olla lasna
pyratsiinijohdannaisen (substraatin) konvertoinnin aikana
tai t&mdn yhdisteen lisdaminen keskeytetddn konvertoinnin
ajaksi.

Edullisesti indusoinnissa kéytettyjen yhdisteiden
lisddminen keskeytetddn pyratsiinijohdannaisen konver-
toinnin ajaksi joko lopettamalla lis#&minen tai sentrifu-
goimalla solut.

Ennen substraatin lis&3mistd solut kasvatetaan
(viljell&dn) optiseen tiheyteen 100 650 nm:ssd, edulli-
sesti optiseen tiheyteen 10 - 60 650 nm:ssé.

Mikro-organismien kasvualustana voidaan sekd nii-
den viljelemiseksi ett& wvarsinaista menetelmdid wvarten
kdyttdd alan puitteissa tavanomaisia kasvualustoja. Edul-
lisesti kaytetdan kasvualustaa, jonka koostumus esitetdan
taulukossa 1.

Tavallisesti varsinainen menetelmd suoritetaan
sitten lepotilassa olevilla soluilla.

Kaavan I mukaista pyratsiinijohdannaista voidaan
lisdtd substraatiksi solulietteeseen kerran tai jatkuvas-
ti, edullisesti siten, ettd substraattipitoisuus kasvu-
alustassa el ylitd 20 % (w/v).

Erityisesti substraattipitoisuus ei ylitd 5 % (w/v)
kasvualustassa.

Konvertointi  suoritetaan  tarkoituksenmukaisesti
pH:ssa 4 - 10, edullisesti pH:ssa 6 - 8.

Tavallisesti konvertointi suoritetaan lampdtilassa
0 - 55 °C, edullisesti 20 - 40 °C.

Tavanomaisen konvertoimisajan 5 - 100 tuntia j&l-
keen hydroksyloidut pyratsiinijohdannaiset voidaan eris-
tdd tunnettuun tapaan, esimerkiksi uuttamalla sopivalla
orgaanisella liuottimella. Tarkoituksenmukaisesti hydrok-

syloidut pyratsiinijohdannaiset eristetdan uuttamalla
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klooratuilla orgaanisilla liuottimilla, kuten esimerkiksi
klooratuilla hiilivedyilld tai etyyliasetaatilla.

Esimerkki 1

Pyratsiinia metaboloivien mikro-organismien eris-

tdminen

Aerobisia pyratsiinia metaboloivia mikro-organis-
meja kasvatettiin A+N-kasvualustassa (taulukko 1), johon
oli lisdtty 0,1 % (w/v) pyratsiinia ainoaksi hiili-, typ-
pi~ ja energialdhteeksi. Yleisid tekniikoita mikro-orga-
nismien eristdmiseksi kuvataan esimerkiksi kirjassa G.
Drews, "Mikrobiologisches Praktikum", 4. painos, Springer
Verlag, 1983.

Ymppin& kiytettiin néytteitd, jotka'olivat perdi-
sin maaperadstd, puhdistuslaitoksista, komposteista ja
muurahaiskeoista. Kasvatus suoritettiin ravistelukolveis-
sa 30 °C:ssa. Kolmen siirrostuksen tuoreeseen kasvualus-
taan j#lkeen kasvatusta jatkettiin pintaviljelynid samassa
kasvualustassa, johon oli lis&tty 16 g agar-agaria litraa
kohden, inkuboiden 30 °C:ssa. Useampikertaisen siirros-
tuksen agar-kasvualustalle jdlkeen voitiin erist&d puh-

dasviljelmid.



Taulukko 1:

A+N-kasvualusta

Koostumus Pitoisuus (mg/litra)
(NH, ),S0, 2 000
Na,HPO, 2 000
KH,PO, 1 000
NaCl 3 000
MgCl, - 6H,0 400
CaCl,-2H,0 14,5
FeCl,:6H,0 0,8
pyridoksaalihydrokloridi 10 x 107°
riboflaviini 5 x 107
nikotiinihappoamidi 5 x 107
tiamiinihydrokloridi 2 x 1073
biotiini 2 x 107
pantoteenihappo 5 x 107°
p-aminobentsoaatti 5 x 1073
foolihappo 2 x 107
vitamiini B,, 5 x 1077
ZnS0, « 7H,0 100 x 1073
MnC1l,-4H,0 90 x 10°
H,BO, 300 x 107
CoCl,+ 6H,0 200 x 107°
CuCl,-2H,0 10 x 107
NiCl,-6H,0 20 x 107
Na,MoO0, + 2H,0 30 x 107
EDTANa, - 2H,0 x 1077
X

FesSO0, - 7H,0

(liuoksen pH sadddettiin 7,0:ksi)

Esimerkki 2

3-klooripyratsiinin konvertointi 3-kloori-2-hyd-
roksipyratsiiniksi

Agrobacterium sp.:td (DSM-nro 6136) kasvatettiin

A+N-kasvualustassa, johon oli lisatty 0,1 % (w/v) pyrat-
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siinia, fermentorissa pH:ssa 7 ja lampbtilassa 30 °C. Sit-
ten solut sentrifugoitiin eroon, ne uudelleenlietettiin
A+N-kasvualustaan s&8dt8en optiseksi tiheydeksi 10 650
nm:ssd. Tamd soluliete kaadettiin ravistelukolviin ja 1li-
sdttiin 26 mmol 3-Kklooripyratsiinia litraa kohden (0,3 %
w/v).

Inkuboitiin 30 °C:ssa 8 tunnin ajan ravisteluko-
neessa, mink& jdlkeen todettiin 20 mmol 3-kloori-2-hyd-
roksipyratsiinia litraa kohden, mika vastaa 77 %:n saan-
toa.

Esimerkit 3 - 5 suoritettiin kuten esimerkki 2 ja
tulokset on koottu taulukkoon 2.

Hydroksyyliryhmé&n sijainti mé&dritettiin julkaisun
Mac Donald, J.C., Bishop, G.G., Mazurek, Tetrahedron 32
(1976) 655ff, tietojen mukaan.
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Patenttivaatimukset

1. Acrobacterium sp. mikro-organismi, tun -
nettu siitd, ettd se kykenee kasvamaan pyratsiini aji-~

noana hiili-, typpi- ja energialahteend sekd konvertoimaan

substraattina pyratsiinijohdannaisia, joiden yleinen kaava

on

jossa R, on vetyatomi tai halogeeniatomi ja R, ja R, ovat
identtiset tai erilaiset ja ovat kumpikin vetyatomi tai
C,-C,~alkyyliryhmd&, jolloin kuitenkaan R,, R, ja R, eivit
ole samanaikaisesti vetyatomeja, hydroksyloiduksi pyrat-

siinijohdannaiseksi, jonka yleinen kaava on
Ry N 1
\i I
~
R3 \N OH
jossa R,, R, ja R, madritelldsdn kuten edelld, jolloin vii-
meksi mainittua kerdédntyy kasvualustaan.
2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen mikro-organismi,
tunnettu siitd, ettd se on Agrobacterium sp., jo-

ka on talletettu talletuslaitokseen DSM talletusnumeroclla

6136, ja sen jdlkeldiset ja mutantit.
3. Menetelmd hydroksyloitujen pyratsiinijohdan-

naisten valmistamiseksi, tunnettu siitd, ettd

pyratsiinijohdannainen, jonka yleinen kaava on I

Rz R']
T I
R N

jossa R; on vetyatomi tai halogeeniatomi ja R, ja R; ovat
identtiset tai erilaiset ja ovat kumpikin vetyatomi tai
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C,~C,~alkyyliryhm&, jolloin kuitenkaan R,, R, ja R, eivit
ole samanaikaisesti vetyatomeja, konvertoidaan hydroksy-
loiduksi pyratsiinijohdannaiseksi, jonka yleinen kaava on

R
2:(:f1 I

jossa R,, R, ja R, madritelldsn kuten edelld, mikro-orga-
nismilla, joka kykenee kasvamaan pyratsiini ainoana hii-
li-, typpi- ja energialdhteend ja joka kykenee mainittuun
konvertointiin, ja eristetddn kerddntynyt tuote.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelm&,
tunnettu siitd, ettd mikro-organismin vaikuttavat
entsyymit indusoidaan pyratsiinilla.

5. Patenttivaatimuksen 3 tai 4 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd konvertointi suoritetaan li-
sdten substraattia kerran tai jatkuvasti siten, ettd sub-
straatin pitoisuus kasvualustassa ei ylitd 20 % (w/v).

6. Jonkin patenttivaatimuksista 3 - 5 mukainen me-
netelms, tunnettu siitd, ettd konvertointi suo-
ritetaan pH:ssa 4 - 10.

7. Jonkin patenttivaatimuksista 3 - 6 mukainen me-
netelmd, tunnettu siitd, ettd konvertointi suo-
ritetaan lamp®dtilassa 0 - 55 °C.

8. Yhdiste, tunnettu siitd, ettd8 se on

b-etyyli-2-hydroksipyratsiini.
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