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Kmen mikroorganismu Bacillus sp. B71 CCM 7718 7 j w .
-

Oblast techniky

Vynalez se tyka kmene mikroorganismu Bacillus sp. B71 CCM 7718 oxidujiciho sulfid 1a na
sulfoxid 2a bez nasledné oxidace sulfoxidu na sulfon. Mikroorganismus podle vynalezu
poskytuje pfi této oxidaci S-enantiomer se stoprocentni stereoselektivitou. S- enantiomer

omeprazolu 2a je uéinnou 1é¢ivou latkou zvanou esomeprazol.
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Dosavadni stav techniky

Omeprazol patfi do skupiny léki tzv. inhibitory protonové pumpy a poprvé byl popsan v EP-
A-0 005 129. Inhibitory protonové pumpy jsou pfipravky urCené k 1é¢bé acidopeptickych
onemocneni. Mezi tato onemocnéni pati refluxni choroba jicnu, viedova choroba
gastroduodenalni (Helicobacter pozitivni), gastropatie z nesteroidnich antiflogistik, viedy

endokrinniho piivodu, stresové viedy a hemoragicka gastropatie. [nhibitory protonové pumpy




Jsou pifpravky bezpeéné, s minimem interakci. (Jirdsek,V. Acidopeptickd onemocnéni —
hlavni indikace pro inhibitory protonové pumpy. Interni Med., 2008, 6). Omeprazol je
racematem R- a S- enantiomer(, pfi¢em? aktivni formou Je pouze S-enantiomer. Poprvé byl
uveden ve formé racematu na trh v USA v roce 1989 firmou AstraZeneca jako magnezium sti]
pod nazvem Losec a Prilosec. V sou¢asné dobé tato firma vyrabi lékovou formu na bazi S-
enantiomeru. Pi{prava chiralné &istého S-enantiomeru omeprazolu asymetrickou oxidaci
prochirélniho sulfidu (la) za pouziti oxidagniho &inidla a chiralniho komplexu titanu je
popsana v WO-A-96/02535.

Chemicka pfiprava neracemického S- omeprazolu zracemické smesi krystalizaci pomoci
esteru kyseliny mandlové je popsina v WO-A-94/27988 a krystalizaci pomoci inkluznich
komplexi s cyklodextriny v W(Q-A-02/098423.

Biokonverze prekurzori prazolit na prazoly byla popsana v WO-A-96/17077.

Dile bylo identifikovano nékolik mikroorganismii se schopnosti oxidovat sulfidy 1 na

sulfoxidy 2 v US 5 840 552A.

Doposud nebyla popsana schopnost oxidovat sulfidy 1 na sulfoxidy 2 kmeny mikroorganismi

rodu Bacillus,

Podstata vvnalezu

Podstatou vynélezu je novy kmen mikroorganismu Bacillus sp. B71 CCM 7718 schopny
oxidovat sulfid 1a na sulfoxid 2a. Pfedmétem vynalezu je také postup kultivace uvedeného
kmene a jeho pouZiti pro biotransformaci prekursort prazoll la, 1b a 1c na prazoly 2a, 2b a
2c. Vyhodné vlastnosti kmene spo&ivaji ve stereoselektivite enzymu ucastniciho se
biotransformace (100% tvorba S-enantiomeru) a nulovém rozsahu ndsledné  oxidace

S-enantiomeru na sulfon.

Podrobny popis vvnalezu

Kmen Bacillus sp. B71 CCM 7718 byl ziskén rozsahlym screeningem vice neZ 1000
sbirkovych a z pfirody izolovanych kmeni nejrizngjsich rodu (kvasinky, plisné a bakterie) a
naslednou chemickou mutagenezi.

Nejprve bylo ziskano 127 bakteridlnich kmeni se schopnosti transformovat sulfid 1a na

sulfoxid, aviak pouze 5 kmeni transformovalo sulfid na sulfoxid s ptevahou S-formy. Izolat




s nejvys§i konverzi sulfidu l1a na sulfoxid 2a a soucasné neoxidujici produkt 2a na sulfon,
ziskany ze zeminy dlouhodob& kontaminované sirou, byl oznaden jako izolat BO7. Byla
provedena chemickd mutageneze tohoto izoldtu a mutant vykazujici 100%
S-enantioselektivitu byl taxonomicky zafazen jako Bacillus sp. a oznacen jako kmen B71.
Pfedmétny bakterilni kmen systematicky nepatii mezi popsané kmeny oxidujici sulfid 1a na
sulfoxid 2a.

Novy kmen, ktery je piedmétem tohoto vynalezu, je ulozen v Ceské shirce mikroorganism
(Czech Collection of Microorganisms) Masarykovy University v Bmné, Tvrdého 14, pod
oznacenim CCM 7718. Vlastnosti kmene uréené pii jeho klasifikaci a ukladani ve sbirce
CCM, Bmo, jsou uvedeny v Tab. 1.

Mutant B71 byl kultivovén v tfepanych baiikich na mediu LB o pH 7 - 7,2 aslozeni (v g .I'"):
trypton 10, kvasni¢ny extrakt 5, NaCl 10 doplngném sulfidem la v koncentracich 0,1 -~
0,5 g/l, pfi teploté 25 — 35 °C, pH b&hem kultivace dr¥eno v rozmezi 6 _ 10. Byly vybrany
optimalni kultivatni podminky, za kterych byl kmen kultivovan v michaném bioreaktorn,
Kultivace v bioreaktoru probihaly za nasledujicich podminek: pfitokovani kultivace
s automatickou regulaci pH a koncentrace rozpusténého kysliku (udrzovano pfidavanim 3M
vodného roztoku KOH a regulaci vzdu$néni), kde pfidavany roztok obsahoval Ziviny nebo
kombinaci Zivin a sulfidu 1a. ‘

B¢hem kultivace byl sledovéan stupeii konverze a enantiomerni nadbytek (ee) S-enantiomeru
analyzou odebranych vzorki kultury: vzorky byly smichany s etylacetatem (EA) a latky la a
2a byly extrahovany tfepanim 15 min pfi teplotd 28 °C. Pomoci vysokouéinné kapalinové
chromatografie (HPLC) byla stanovena konverze latky la na 2a a enantioselektivita
biotransformace.

Dal$im testovanim bylo zjisténo pfijatelné rozmezi podminek vhodnych = jak pro
jednorazovou, tak pro pfitokovanou kultivaci kmene podle vynalezu: teplota 15 = 35 °C, pH
vrozsahu 3 — 10 (nastavovano 0,2M citritovym pufrem vrozmezi pH 3 az 6; 02M
fosfatovym pufrem pro pH 7 —'8; 0,2M tris pufrem pro pH 9 — 10) , pfi frekvenci michani
zahéjené na 300 ot/min a upravované bé¢hem kultivace na 200 - 840 ot/min, pro zajisténi 2 -~

60 % maximalniho nasyceni média kyslikem, po dobu 12 — 48 hodin.




Tab. | - Charakteristika kmene Bacillus sp.B 71 CCM 7718

A. Morfologie (mikroskopie)

Tvar bunék

ty€inky, nepravidelny tvar, po dvou

Spory

spory ovalné, zdutujici butiku, umisténé centralné

Gram-barveni

pozitivni

B. Morfologie kolonii na TSA agaru

Kulate, hladké, lesklé se zahu&ténym stfedem,

C. Riistové podminky

Teplota Roste dobfe pii 28 ~ 35 °C, roste i pti 37 °C
pH 6,0-10,0
Vztah ke kysliku aerobni
Rust v pfitomnosti 10,0% NaCl negativni
D. Fyziologicka charakteristika

Hydrolyza §krobu negativni
Hydrolyza kaseinu negativni
Hydrolyza eskulinu negativni
Hydrolyza tyrozinu negativni
Hydrolyza o-nitrofenyl-B-D-galaktozidu negativni
Hydrolyza lecithinu negativni
Hydrolyza Zelatiny pozitivni
Hydrolyza Tweenu 80 pozitivni
Hydrolyza DNA pozitivni
Redukce nitrati negativni
Kyselina z glukozy negativni
Kyslina z xyl6zy negativni
Kyselina z manitolu negativni
Kyslina z celociozy negativni
Kyslina z laktézy negativni
Kyselina z fruktézy negativni
Kyselina z inozitolu negativni
Riist na Simons citratu negativni
Ureaza negativni
Katalaza pozitivni
Oxidaza pozitivni
Arginin dihydrolaza negativni
Hemolyza negativni
Utilizace etanolu, metanolu negativni
Utilizace aminokyselin pozitivni

Ze schopnosti kmene CCM 7718, ktery je pfedmétem vynalezu, oxidovat sulfid la na

sulfoxid 2a se stoprocentni (S)-enantiosclektivitou pfi uplné absenci nasledné oxidace

sulfoxidu na sulfon vyplyva redlny predpoklad vyuziti pfedmétného kmene pro vyrobu

omeprazolu ve farmaceutickém primyslu.




AniZ by sc jimi jeho rozsah omezoval, je vynélez v nasledujicich prikladech detailng
ilustrovan popisem zpfisobu ziskani kmene 5. sp B71 CCM 7718 a zpusobu jeho kultivace,

zaméfené na biotransformadni aktivitu vybranych sulfidd na sulfoxidy.

Prehled obrazki

Obr. 1 Casovy pribéh koncentrace biomasy (X - m) a biotransformaé&ni aktivity
(konverze - ¢) v jednorizové kultute kmene B71 CCM7718 v tfepané baiice pii kultivani
teploté 30°C v LB mediu dle ptikladu 2.

Obr. 2 Casovy pribéh koncentrace biomasy (X - m) a biotransformacni aktivity
(konverze - 4) v pfitokované kultufe (fed batch) kmene B71 CCM7718 v michaném
bioreaktoru pii kultivadni teplot& 30 °C v LB mediu dle pfikladu 4.

Obr.3  Casovy priibéh naristu biomasy (X- m) a mmoZstvi vzniklého produktu
(produkt - #) v pfitokované kultuie (double fed-batch) kmene B71 CCM7718 v michaném
bioreaktoru pfi kultivaéni teploté 30 °C v LB mediu dle piikladu 5.

Priklady provedeni

Priklad 1

Izolace kmene Bacillus sp. BO7 a jeho chemickad mutagenéza

Kmen Bacillus sp. BO7 byl ziskan ze zeminy dlouhodob& kontaminované sirou. Vzhledem
k nizkému mikrobialnimu osidleni zeminy, byla autochtonni mikroflora pomnoZena kultivaci.
10 g zeminy bylo resuspendovéno ve 100 ml LB media a tfepano 72 h pfi 28 °C na rotaéni
tiepatce (200 ot.min™'). Takto pomnoZena autochtonni mikroflora byla piislu¥né nafedéna ve
fyziologickém roztoku a vyseta na LB agar (trypton 10, kvasni¢ny extrakt 5, NaCl 10 a agar
24 g .I''). Jednotlivé morfologicky odliné kolonie izolatd, narostlé za 3 dny pfi 28 °C, byly
pieockovany na gerstvy LB agar a po naristu pfi 28°C byla u nich stanovena schopnost
oxidovat sulfid na sulfoxid nasledujicim zpisobem: 2 ml LB media v 12 jamkovych
kultivaénich desti¢kach (mtwp) byly inokulovany pfisluSnym izolatem a po 24 h kultivace
(28 °C a 200 ot.min™") byl pfidin substrat la v koncentraci 0,1 gl a tim zahajen proces
biotransformace. Po 24 h biotransformace (28 °C a 200 ot.min™) bylo k 1 ml vzorku piidano

0,5 ml EA a kultiva¢ni kapalina byla extrahovéna po dobu 15 min. Po odstfedéni (15 min,




10 000 ot.min™) byla organickd faze pouzita pro kvalitativni stanoveni sulfidu, sulfoxidu a
sulfonu pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC):
TLC s indikatorem 245nm Whatman

etu¢ni smés: chloroform : methanol : amoniak (90:9:1 V/V)

rfla=38.3

tf1b=6,3
Stejnym zplsobem byly testovany izoléty ziskané z jinych pfirodnich lokalit i sbirkové
kmeny. U mikroorganism, kdy byla na TLC detekovana ptitomnost sulfoxidu, byla konverze
dale kvantifikovana na HPLC a stanovena ee sulfoxidu za nasledujicich podminek:
Kolona: Chiralpack AD 250x4,6 mm
Elucni smés: hexan: etanol (1:1 V/V) + 0,05% Et;N
Pritok: 1,0mL/min
NandSeny objem 0,02mL
Detekce pii vinové délce 302nm
Retendni ¢asy:
Latka la 5,1 min, Latka 2a enantiomer (S) 8,3 min, enantiomer (R) 12,4 min
Latka 1b 5,14 min, Latka 2b enantiomer A 7,21 min, enantiomer B 7,89 min
Z testovanych izolatl byly vybrany kmeny s nejvys3{ konverzi sulfidu la na sulfoxid 2a,
snejvy$$im ee S-formy 2a a absenci tvorby sulfonu. Ze 127 bakteridlnich izolatd, které
vykazovaly vysokou biotransformaci sulfidu la na sulfoxid 2a, pouze 5 mélo pfevahu (S)
enantiomeru.
Téchto 5 vybranych kmeni bylo dale kultivovano v 50 ml LB media v 500 ml kultivaénich
baiikach nésledujicim zpisobem: medium bylo inokulovano danymi kmeny narostlymi na LB
agaru a bariky byly inkubovany na rotadnim tfepacim stroji (200 ot.min™', 28 — 30 °C) po dobu
24 h (prvni vegetativni generace). 2 ml narostlé kultury byly pouZity pro inokulaci tfech
paralelnich ban¢k s 50 ml ptdy stejného sloZeni (druha vegetativni generace), které byly
kultivovany za stejnych podminek. Ve 24. h kultivace byl do kultivaéni kapaliny ptidan
sulfid la v koncentraci 0,1 g.1"'. Po 24 h biotransformace (28 °C a 200 ot.min™) byl vzorek
kultury extrahovén EA (15 min) a po odstiedéni (15 min, 10 000 ot.min™) byla organicka faze
pouZita pro kvantitativni stanoveni biokonverze pomoci HPLC (viz vy%e). Ze série 5 kmenil
byl vybran ptirodni izolat ze vzorku zeminy kontaminované sirou, ktery vykazoval konverzi
36 %, ee 78 % (8) a neoxidoval sulfoxid na sulfon. Kmen byl oznaéen jako BO7.

Mutageneza:




Byla ptipravena prvni a druh4 vegetativni generace kmene BO7 jak je uvedeno vyge, s tim
rozdilem, Ze z kultury druhé generace byl v 15. h kultivace (exponencionalni faze ristu)
asepticky odebran vzorek a odddlena biomasa centrifugaci. Biomasa byla promyta a
resuspendovana do stejného objemu 0,1 M fosfatového pufru pH 7,0. Tato suspenze bunék
byla ptidana k roztoku N-metyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidinu v 0,1 M fosfatovém pufru tak,
aby vysledna smés obsahovala cca 107 a# 10® bundk a 150 pg uvedeného mutagenu na 1 mi
smési. Tato smés byla michana 60 min pii 28 °C a vyseta na LB ptdu doplnénou agarem. Po
inkubaci misck pfi 28 °C po dobu 48 h bylo ziskano 600 monokoloniovych izolatd, u kterych
byla testovana schopnost oxidace sulfidu 1a na sulfoxid 2a ve 12 jamkovych mtwp stejnym
zpisobem jako pii screeningu. Timto zpisobem byl ziskan bakterialni izoldt, oznateny B71,
ktery vykazoval 45% konverzi sulfidu 1a na sulfoxid 2a s ee 100% (S) a nulovou oxidaci
sulfoxidu 2a na sulfon. Kmen byl taxonomicky zafazen jako Bacillus sp. B71 a deponovan ve
sbirce mikroorganismi pod &islem CCM7718.

Ptiklad 2

Jednorazova kultivace Bacillus sp. B71 CCM 7718

Jednorazové kultivace probihaly v 500 ml kultivaénich bafikéch se 100 ml LB media (pH 7,0)
na reciprokém tfepacim stroji (f":200 ot.min™, 30:;(2‘). pH kultivaéni kapaliny v pribéhu
kultivace nebylo upravovano. Kultivaéni media byla inokulovana 2% kulturou 1. vegetativni
generace (viz. priklad 1).

Casovy pribsh koncentrace biomasy (sucha hmotnost - X) a schopnost bun&k oxidovat sulfid
la (% konverze) jsou uvedeny v obr. 1: v Gasovych intervalech byly odebirdny 2 ml vzorky
kultivalni kapaliny a pteneseny do 12 jamkovych mtwp. Dile bylo postupovano podle
piikladu 1 (druh4 vegetativni generace): do vzorku kultury byl pfidan sulfid 1a v koncentraci
0,1 g.I'' a po 24 h biotransformace bylo kvantitativné detekovano procento konverze latky la
na 2a. Z pribéhu grafu je zfejmé, e nejvyssi schopnost biokonverze (70%) vykazuje kultura

v pritb¢hu exponencialni faze ristu, tzn. od 8. do 15. h kultivace. Poté dochazi k prudkému

pokiesu biokonverzni aktivity kultury.

Ptiklad 3

Jednordzova kultivace Bacillus sp.B71 CCM 7718 v pritomnosti sulfidu la v koncentraci
0.1g.1"




Jednorizova kultivace probéhla za stejnych podminek jako v p¥ikladu 2 s tim rozdilem, Ze
v 0. h kultivace byl do pidy pridén sulfid 1a v koncentraci 0,1 gl"'. Maximalni hodnoty
biokonverze (55%) bylo dosaZeno a ve 44 h kultivace, s ee 100% (S), kdy kultura byla ve

stacionami fazi riistu.

Priklad 4

PFitokovand (fed-batch, 5% roztok kvasnicného extraktu-YE) kultivace Bacillus sp.B71 CCM
7718 v bioreaktoru

Pritokovana kultivace probihala v michaném bioreaktoru Biostat MD: pracovni objem 3 1,
vzdusnéni 3 | vzduchu.min™, poatedni frekvence michéni 300 otaéek.min”, pii teploté 30°C
LB medium obsahujici sulfid 1a v koncentraci 0,1 g.I" bylo inokulovéano 5% kulturou druhe
generace (viz piiklad 1) s tim rozdilem, Ze kultivadni medium pro pfipravu druhé generace
kultury bylo od poéatku kultivace doplnéno sulfidem la v koncentraci 0,1 g, pH media
bylo regulovano od 4.h kultivace (pH 7,8). Po po&ate¢nim poklesu koncentrace rozpu3téného
kysliku v mediu na 30% byl spustén pfitok 5% roztoku kvasnidného extraktu a byly
udrZovany konstantni otatky michadla. ReZimem feedovani byla udrZovina koncentrace
rozpudténého kysliku (pO,;) vrozmezi 25 ~ 35 % hodnoty maximalniho nasyceni media
kyslikem. V pribéhu kultivace v bioreaktoru byly vpravidelnych &asovych intervalech
odebirany vzorky kultury a stanoveny nasledujici parametry: koncentrace biomasy (sucha
hmotnost bunék, cdw), konverze sulfidu 1a na sulfoxid 2a (%) a ee sulfoxidu 2a. Obr. 2 uvadi
Casovy pribéh koncentrace biomasy a biotransformadni aktivity. Za tohoto rezimu kultivace
bylo po 16 hodinich dosaZeno koneéné koncentrace biomasy 7,8 g.I"(cdw), konverze 76,3%
a ee(S) 100 %.

Priklad 5

PFitokovand (double fed-batch, 5% roztok YE a 03¢l lsulﬁdu 1a) kultivace Bacillus sp.B71
CCM 7718 v bioreaktoru

Ptitokovana kultivace probihala za stejnych podminek jako v piikladu 4 s tim rozdilem, Ze
byla ptiddvana smés obsahujici navic sulfid 1a v koncentraci 0,3 g.1"'. Obr. 3 uvadi casovy
pribéh narlstu biomasy a tvorby produktu. Od 14.h do 22.h kultivace byl dotasné zastaven
pfitok pfikrmovactho roztoku, demuz odpovida zastaveni nartistu biomasy i tvorby produktu.
Po & bylo pfikrmovani obnoveno. Za tohoto re¥imu kultivace bylo po 36 hodindch dosaZeno

kone¢ného mnoZstvi biomasy 71 g (suché hmotnosti) a mnoZstvi produktu 2a 0,65 g.




Biotransformace substratu la souvisi s ristem mikroorganismu Bacillus sp.B71 CCM 7718 a

zavisina rychlosti ristu kultury.

Piklad 6
Jednordzova kultivace Bacillus sp.B71 CCM 7718 v pFitomnosti sulfidu 1b

Jednorazové kultivace probéhla za stejnych podminek Jako v prikladu 3 s tim rozdilem, Ze
v 0. h kultivace byl do pidy pfidan sulfid 1b. Po 44 h biotransformace byla hodnota konverze
na sulfid 2b 8% a ee 100% (enantiomer A).

Piiklad 7

Jednordzova kultivace Bacillus sp.B71 CCM 7718 v pFitomnosti sulfidu 1c

Jednorézova kultivace probéhla za stejnych podminek Jako v pfikladu 3 stim rozdilem, Ze

v 0. h kultivace byl do pady ptidan sulfid fc. Po 44 h biotransformace byla hodnota konverze
na sulfid 2¢ 8% (enantiomer A).
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2. Zpusob ptipravy biomasy kmene Bacillus sp. B71 CCM7718 podle naroku 1
vyznacujlcl se tim, Ze mikroorganismus je kultivovan v jednorazové kultivaci pii
teploté 15 ~ 35 °C, pH v rozsahu 3 + 10, pn frekvencl michani zahajené na 300 ot/tmn
a upravované béhem kultivace na 200 — 840 ot/min, pro zajisténi 2 - 60 %

maximélniho nasyceni média kyslikem, po dobu 12 48 hodin.

3. Zpusob pfipravy biomasy kmene Bacillus sp. B71 CCM7718 podle naroku 1
vyznalujici se tim, Ze mikroorganismus je kultivovan v pfitokované kultivaci pii
teploté 15 ~ 35 °C, pH v rozsahu 3 - 10, pfi frekvenci michani zahjené na 300 ot/min
a upravované b¢hem kultivace na 200 — 840 ot/min, pro zajiténi 2 - 60 %
maximalniho nasyceni média kyslikem, po dobu 12 = 48 hodin a pfidavany roztok

obsahuje smés aminokyselin.

4. Zpasob ptipravy kmene Bacillus sp. B71 CCM7718 podle naroku 3 vyznadujici

se tim, Ze pfidavany roztok je doplnén sulfidem 1a v koncentraci 0,1 - 5 mg/ml.

5. Pouziti kultury kmene dle ndroku 1 pro biotransformace sulfidti la, Ib a lc na

sulfoxidy: 2a Zb alc.x .
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