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Zpusob mikrobiologické oxidace methylovych skupin na aromatickych

5 nebo 6 Clennych Kkyslikatych, dusikatych nebo sirnych hetero-
cyklech.

Oblast vynalezu

Vynalez se tyka mikrobiologického zpusobu oxidace methylo-
vych skupin na aromatickych 5 nebo 6 ¢lennych heterocyklickych
kruzich na odpovidajici karboxylové kyseliny, pridemZ heterocyk-
lus nenese na atomu uhliku, sousedicim s oxidovanou methylskupi-
nou, Zadny substituent.

Dosavadni stav techniky

Tyto derivaty karboxylovych kyselin mohou byt nap¥iklad po-
uzity Jjako meziprodukty pro dalsi chemické syntézy. Napriklad
2-pyrazin-karboxylova kyselina je dileZitym meziproduktem pro vy-
robu tuberkulostatika parazinamidu /2-pyrazin-karboxylova kyseli-
na ve formé amidu/ /Romps Chemie Lexikon, sv. 5, 1987, str.3411/.

Vyzkumy mikrobiologické vyroby karboxylovych kyselin se nyni
provadéji s aromatickymi uhlovodiky.

Produkce Kkarboxylovych  kyselin mikrobiologickou oxidaci
methylovanych aromdtd je popsdna /Raymond a spol., Process Bio-
chem., 1969, str, 71-74/.

US patent ¢&. 3383289 popisuje zplsob biochemické oxidace
methylskupin v aromatickych uhlovodicich kmenem mikroorganismu
rodu Nocardia.

Nevyhodou tohoto zplsobu je, Ze napr¥. pfi oxidaci methyl-
skupin se od aromatickych uhlovodikl benzenového kruhu od&tépuje
odpovidajici kyselina. :

O Pseudomonas putida ATCC 33015 je znamo, Ze biochemickéa
oxidace toluenu na benzoovou kyselinu probihd ve 3 stupnich. Pa-
sobenim - toluen-monoxygendzy vznikd nejprve benzylalkohol, ktery
je v dalsich dvou stupnich, katalyzovanych alkohol— a aldehyd-
dehydrogendzou, preveden na kysellnu

v tomto kmenu jsou v plasmidu pWWO uloZeny rovnéZz Xylgeny,
které koduji enzym, odbourdvéni xylenu, 3jakoZ i geny, které jsou
odpovedné za regulaci Xyl-genu. Tento archaetypicky Tol-plasmid
je v molekularni biologii v Sirokém rozsahu vyuzivédn (Harayama
a spol., J. Bacteriol. 171, 1989, str. 5048-5055, Burlage
a spol., Appl. Environ Microbiol. 55, 1989, str. 1323-1328/.

Z literatury jsou rovnéZ zndmy mikrobiologické zpusoby oxi-
dace methylskupin N-heterocyklu. Podle SU patentu ¢. 417468 se
2-methylpyridin oxiduje.kmenem gramp021t1vn1ho mikroorganismu ro-
du Nocardla na odpovidajici kyselinu.

SU patent ¢. 228688 popisuje mikrobiologicky zplsob vyroby
kyseliny nikotinové ze 3-methylpyridinu grampozitivnim mikroorga-
nismem rodu Mycobakterium. Ze SU patentu ¢&. 302341 je znam mikro-
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biologicky zpisob vyroby kyseliny nikotinové grampozitivnimi bak-
teriemi rodu Nocardia. ! ’

Nevyhodou oxidace methylskupin N-heterocykll grampozitivnimi
bakteriemi Jje, Ze pri téchto alkan-vyuzivajicich bakterii musi
byt presné dodrZen ve smési pomér alkanu k oxidaéni substanci,
aby bylo moZno dosdhnout biotransformace a e neprobihd biotrans-
formace substratu za nepritomnosti alkanu, tj. Ze k indukci pou-
Zity alkan musi byt vidy, i prfi reakci substratu, pfitomen. Srov-
navacim pokusem s grampozitivni bakterii Nocardia a nasi gram-
negativni Pseudomonas bylo prokadzdno, Ze Nocardia i v pritomnosti
alkanu, napr. dodekanu, neoxiduje 3-methylpyridin na odpovidajici
kyselinu nikotinovou.

US patent &. 4859592 popisuje zplUsob vyroby kyseliny pikoli-
nové pomoci Pseudomonas putida, ve kterém tvori alkylsubstituova-
ny uhlovodik za pritomnosti molekuldrniho kysliku v prvnim stupni
pisobenim dioxygendzy semialdehyd 2-hydroxymukonové kyseliny,
ktery ve druhém stupni reaguje s amoniakem nebo primdrnim aminem
na odpovidajici kyselinu nikotinovou.

Nevyhodou tohoto zpusobu je, 2e'odpovidajici kyselina piko-
linova se tvori teprve ve druhém stupni reakci semialdehydu
2-hydroxymukonové kyseliny s amoniakem.

Mikrobiologicky zplUsob oxidace methylskupin na heterocyklech
Je rovnéz popsén ve &Svycarské patentové prihlasce ¢&. 458/90.

V tomto zplsobu se mikroorganismy nejprve kultivuji v kulti-
vaénim médiu s p-xylenem jako jedinym zdrojem uhliku a energie,
pak se oddeli a nakonec se provede biotransformace pridavkem
eduktu. VycCerpanim aktivity biomasy se v tomto dvojstupnovém zpi-
sobu dosdhne relativné nizké koncentrace produktu.

Podstata vyndlezu

Ulohou - ‘predlozeného vyndlezu je odstranit nevyhody tohoto
postupu a nalézt zpusob, Kktery je mozZno provadét ve velkém mérit-
ku ve vysokych objemovych vytéZcich za cas, pri kterém se dosahu-
je mnohem vétsi koncentrace produktu a pri kterém se karboxylova
kyselina po izolaci ziskd ve vy&sim vytézku.

Predmétem tohoto vyndlezu je zpusob mikrobiologické oxidace
methylovych skupin na aromatickych 5 nebo 6 ¢lennych kyslikatych,
dusikatych nebo sirnych heterocyklech neobsahujicich Zadny subs-
tituent na sousedicim uhlikovém atomu methylové skupiny, kterd se
md oxidovat, na odpovidajici karboxylové kyseliny.

Podstata zpusobu podle Vynélézu spo¢ivd v tom, Ze se do kul-
tivac¢niho prost¥edi, obsahujiciho mikroorganismy druhu Pseudomo-
nas putida, zhodnocujici toluen, xylen nebo cymen privadi

a) induktor; jako . Jjsou mono- a disubstituované methyl-,
ethyl a chlortolueny, benzylalkoholy, p-chlorbenzaldehyd,
o-xylen nebo o-cymen, :
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b) methylovany aromaticky 5 nebo 6 ¢lenny kyslikaty, dusika-
ty nebo sirny heterocyklus jako substrdt pro biotransformaci
a popripadé

c) alespon jeden zdroj uhliku a energie a po dosaZeni maxi-
malni koncentrace produktu se karboxylovd kyselina oddéli, pri-
cemZ se jako induktor pridavaji bud slouéeniny, Xteré slouzi
mikroorganismu jako zdroj uhliku a energie, jako je alespon jedna
sloucCenina z rady toluen, xylen nebo jeho isomery, nebo cymen ne-
bo jeho isomery, nebo se jako induktor priddvaji sloudeniny, kte-
ré neslouzi mikroorganismu jako zdroj uhliku a energie.

Reakce miZe byt provadéna s mikroorganismy, zhodnocujicimi
toluen, xylen nebo cymen rodu Pseudomonas, vyhodné druhu Pseudo-
monas putida, zejména s kmenem mikroorganismu Pseudomonas putida,
vyuzivajicim xylen, uloZenym v American Type Culture Collection,
12301 Parklawn Drive Rockville, Maryland 20852, USA, pod ¢islem
ATCC 33015. '

Pro zplsob jsou rovnéZ vhodné mutanty téchto mikroorganismi
jakoz i jiné mikroorganismy, do Kkterych byl bud Xkonjugaci nebo
metodami genovych manipulaci zabudovdn pro reakci nezbytny
Tol-plasmid. '

Zpisob podle vyndlezu pro oxidaci methylskupin v aromatic-
kych 5 nebo 6 clennych heterocyklech se vyhodné provadi tak, Ze
se v prvnim stupni zpusobu a/ podle patentového ndroku 4, v tak
zvané Dbatch-fazi, pripravi produkce schopnd biomasa. Proto se
mikroorganismy znamym zpusobem podle CH patentové prihlasky ¢&.
458/90 pokryji bud zastupci fady sloudenin, tvorené toluenem,
xylenem a jejich isomery nebo cymenem a Jjeho isomery Jjako je
p-xylen, p-cymen nebo m-cymen jako induktorem a jedinym zdrojem
uhliku a energie v minerdlnim médiu, nap¥. Kulla a spol., Arch.
Microbiol. 135, 1983, str. 1-7, nebo se pokryji zastupci rady
sloucenin, - ktera zahrnuje toluen, xylen a jejich isomery nebo
cymen a Jjeho isomery, jako Jje p-xylen, m-xylen, p-cymen nebo
m-cymen jako induktorem v komplexnim médiu jako je napf. "Nutri-
ent Broth Nr.2", Oxoid Ltd., Anglie, nebo v minerdlnim médiu, ja-
ko napr¥. podle Kully a spol., Arch. Microbiol. 135, 1983, str.
1-7, se zdroji uhliku, jako jsou uhlohydraty, cukerné alkoholy,
nizkovrouci alifatické alkoholy, alifatické mastné kyseliny nebo
aminokyseliny jako zdroj uhliku a energie.

Slouceniny, které mikroorganismu slouzi jako zdroj uhliku
a energie, jako p-xylen, m-xylen, p-cymen, m-cymen nebo toluen,
slouzi vyhodné popripadé k indukci mikroorganismového enzymu,
ktery je odpovédny za reakci. Tato indukce enzymu muaZe byt také
provaddéna sloudeninami, které neslouzi jako zdroj uhliku a ener-
gie, jako je napriklad mono- nebo disubstituovany methyl-, ethyl-
a chlortoluen, benzylalkohol a p-chlorbenzaldehyd, o-xylen,
o-cymen, které jsou jiZ znamé jako induktory enzymu pro odboura-
vadni aromatickych uhlovodikt (Abril M. A. a spol., J. Bacteriol.,
sv. 171, 1989, str. 6782-6789). Tyto slouc¢eniny se vyhodné priva-
déji napriklad plynné, podle Hoslera a Eltze (Microbiol. Conver-
sion of p-xylenen in stirred Fermenters, Fermentation Advances,
str. 789-805, Acad. Press. Inc. NY 1969). Slouceniny pouZité pro
indukci mohou byt takeé privadény v kapalné formé.
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Vyhodné se induktor pridadvad tak, ze specificka rychlost
odbourdavani induktoru je mezi 0,01 a 50 mmol/g su$iny/ hodinu.

Vyhodné se kultivuji mikroorganismy v minerdalnim médiu
s p-xylenem, az do ziskdni su$iny bunééné suspenze 0,01 aZ 200 g.

Vyhodné se mikroorganismy kultivuji pfi hodnoté PH od 5 do
9, zvlasté pri hodnoté pH od 7 do 8.

Kultivace se pri vSech stupnich zplsobu provadi pri teploté
od 15 do 90 °C, vyhodné pri 25 az 35 °C.

Vypeéstovanou biomasou mohou byt oékovény dalsi kultury, kte-
ré pak vyhodné maji stejné sloZeni.

Pri zplUsobu podle vyndlezu je vypéstovana biomasa vychozi
- latkou pro mikrobiologickou oxidaci methylskupin v heterocyklech
v tak zvané biotransforma¢ni f&zi, kterd miZe byt provadéna kon-
tinualné nebo diskontinudlné. ‘

Po vytvoreni biomasy muzZe byt b) privod induktoru podle pa-
tentového naroku 4 prerusen. '

Stupné zplusobu c) aZ e) podle patentového naroku 4 vyznacuji
v tomto zpusobu tak zvanou biotransformaéni fazi.

Kultivac¢ni médium a kultivaéni podminky v biotransformaéni
fazi jsou podobné podminkam pro kultivaci biomasy.

Faze biotransformace je charakterizovana tim, ze

c) se ke kultivaénimu médiu privadi edukt, methylovany aromaticky
5- nebo 6-Clenny heterocyklus a zdroj uhliku a energie, az
mikroorganismy vykazuji ztratu aktivity pro biotransformaci,

d) pak se regeneruje aktivita mikroorganisma privodem induktoru,
popripadé’ jesté ‘soucasnym prerusenim zdroje uhliku a energie,
az se dosdhne specifické rychlosti odbourdvani induktoru mezi
0,01 a 50 mmol/1 su&iny/hodinu a

~e) stupné b) aZz d) se opakuji, &imZ je mozZno provadét biotrans-
formaci po delsi dobu a dosdhnout maximdlni koncentrace pro-
duktu a/nebo uskutec¢nit kontinudlni zpésob vyroby a dosahnout
vysokého vytézku, vztaZeno na prostor a cas.

Edukt, heterocyklus, se vyhodné zavaddi tak, Ze koncentrace
v kultivacnim médiu Je mezi 0,0001 a 5 %, vyhodné mezi 0,01 a

1 %.

Jako zdroje uhliku a energie mohou byt pouzity v oboru zna-
mé, a nap¥. pro kmeny Pseudomonas popsané, slouceniny (The Proka-
ryotes, vyd. M. P. Starr, H. Stolp, H. G. Triiper, A. Balow, H. G.
Schlegel, Springer Verlag 1981). - - - ' '

Vyhodné jsou'zdroje uhliku a * energie uhlohydréaty, cukerné
alkoholy, nizko vrouci alifatické alkoholy, alifatické mastné Ky~
seliny nebo aminokyseliny.
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Vyhodné se pouZivaji glukoza a/nebo glycerin a/nebo gluta-
mat. Tyto zdroje wuhliku a energie se vyhodné zavadéji tak, ze
specificka rychlost odbourdvani substratu je mezi 0,01 a 200
mmol/g susina/hodinu. ’ - :

Po kultivaci v diskontinudlné provedené biotransformacni fa-
zi, obvykle 10 aZz 250 h, je mozZno dosdhnout koncentrace produktu
v kulture vétsi nez 100 mmol/1l.

Pri modifikaci zpusobu je také moZné po ukonéeni fermentace
cast kultivac¢niho roztoku oddélit a se zbyvajici &&sti, doplnénou
novym kultivaénim médiem, znovu provadét biotransformaci-kultiva-
ci. 4 :

Takzvanym opakovanym biotransformadnim zpusobem se podarilo
snizit objemovou produktivitu fermentace. Objemova produktivita
miZe jesté byt dale zvysSena, jestliZe se soucasné zavadi nové mé-
dium a kultivac¢ni roztok se odtahuje (kontinualni zpusob).

Kultivaci je moZno napomoci tak, Ze se edukt (heterocyklus)
odsoli a ¢isti pomoci ménice iontd nebo elektrodialyzy.

Ziskdni produktu z kultivaéniho roztoku se provadi obvyklymi
zpusoby a vyhodné miZe byt provddéno kontinudlné nebo diskonti-
nualné, pric¢emzZ vyhodnéjsi je kontinuadlni ziskavani.:

Oddéleni biomasy mlZe byt napriklad provedeno odstredénim,
ultrafiltraci nebo mikrofiltraci.

Jak pri elektrodialyze, tak pri pouZiti ménicéu iontua ziskané
koncentrované roztoky produktd mohou byt zakoncentrovany odpare-
nim, nebo pouzZitim osmotického zpracovidni a nakonec azeotropné
odvodnény.

Pri ziska&vani produktu kontinudlni elektrodiél?zou (napz.
podle Eymondta a Wandreye, 1990, Chem. Ing. Tech. 62, &. 2, str.
134-135), miZe byt produktivita jesté ddle zvysSena.

Vyhodné se timto zpusobem vyrdbi 5-methyl-2-pyrazinkarboxy-
lova kyselina nebo 6-methyl-2-pyrazinkarboxylova kyselina.

Priklady provedeni vyndlezu

Priklad 1
Vyroba 5-methyl-2-pyrazinkarboxylové kyseliny

Pseudomonas putida ATCC 33015 se v minerdlnim médiu (Kulla
a spol., Arch. Microbiol. 135, 1983, str. 1-7) pokryje p-xylenem
jako jedinym zdrojem uhliku a energie ve fermentoru pri pH 7,0
a teploté 30 °C. Induktor enzymu p-xylen se privadi plynny podle
Haslera a Eltze ("Microbiol-Conversion of p-Xylene in Stirred
Fermenters", Fermentation Advances, str. 789-805, Acad. Press.
Inc. NY 1969), aZz se dosdhne koncentrace biomasy 7,8 g/1
(susina/1). : . :
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Nakonec se privod induktoru prerusi a do fermentoru se dav-
kuje 2,5-dimethylpyrazin a 50% roztok glukézy rychlosti 1 g/1/h. "
Po 4 h, kdyZ biotransformadni aktivita biomasy klesla na asi 80
%, se opét davkuje p-Xylen (2 h) aZ do specifické rychlosti
odbourdvani induktoru 0,51 mmol/g suSiny/h, za soudasného preru-
Seni ddvkovani glukézy. Pokles biotransformaéni aktivity biomasy

byl stanoven spottebou louhu, ktery byl spot¥ebovan pro neutrali-
zaci produktu. '

Potom se davkuje glukdza a P-xylen jak bylo popsano, az se
dosdhne koncentrace >-methyl-2-pyrazinkarboxylové kyseliny 101
mmol/1, coZ odpovida vytézku 95 %, vztaZeno na pouzity 2,5-
-dimethylpyrazin.

Priklad 2
Vyroba 6-methyl-2-pyrazinkarboxylové kyseliny

Pseudomonas putida ATCC 33015 se kultivuje analogicky pfi—
kladu 1, aZ do dosaZeni koncentrace biomasy 7,8 g sudiny/1.

Nakonec se preru$i privod induktoru a do fermentoru se dav-
kuje 50% roztok glukézy rychlosti 1 g/1/h. Po 4 h kdyZ biotrans-
forma¢ni aktivita biomasy klesne asi na 75 %, davkuje se opét
p-xylen /2 h/ az do specifické rychlosti odbourdvani  induktoru
0,45 mmol/g su$iny/h a privod glukézy se prerudi. Pokles bio-
transformaéni aktivity biomasy byl stanoven spotrebou louhu, kte-
ry byl nutny pro neutralizaci produktu.

Pak byla davkovana glukdza a p-xylen, jak je popsdno, az by-
lo dosaZeno koncentrace 6-methyl-2-pyrazinkarboxylové kyseliny
105 mmol/1, coZ odpovida vytézku 95 %, vztaZeno na pouZity 2,6-
~dimethylpyrazin.
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PATENTOVE NAROKY

Zpusob mikrobiologické oxidace methylovych skupin na aromatic-
kych 5 nebo 6 ¢lennych Kkyslikatych, dusikatych nebo sirnych
heterocyklech, neobsahujicich Z&dny substituent na sousedicim

uhlikovém atomu methylové skupiny, kterd se m& oxidovat, na

odpovidajici karboxylové kyseliny, vyznacuijici
s e t im, Ze se do kultivaéniho prostfedi, obsahujiciho
mikroorganismy druhu Pseudomonas putida, zhodnocujici toluen,
xylen nebo cymen privadi

a) induktor, coz jsou bud sloucdeniny, které sloui mikroorga-
nismu jako zdroj uhliku a energie, jako je alespon jedna
sloucenina z rady toluen, xylen nebo jeho isomery nebo cy-
men nebo Jjeho isomery, nebo slouceniny, které neslouzi
mikroorganismu jako zdroj uhliku a energie, jako jsou mono-
a disubstituované methyl-, ethyl- a chlortolueny, benzyl-
alkoholy, p-chlorbenzaldehyd, o-xylen a o-cymen,

b) methylovany aromaticky 5 nebo 6 ¢lenny kyslikaty, dusikaty
nebo sirny heterocyklus jako substradt pro biotransformaci
a popripadé

c) alespon jeden zdroj uhliku a energie, jako je alespon jedna
sloucenina z Trady toluen, xylen nebo jeho isomery nebo cy-
men a jeho isomery.

a po dosazeni maximadlni koncentrace produktt se karboxylova
kyselina oddéli.

'Zpﬁsob podle naroku l, vyznacuijici s e t imn,

Ze se

a) mikroorganismus nakultivuje s uvedenym induktorem, aZ se
dosédhne dostatecneho mnoZstvi bunék, potfebnych pro produk-
ci, '

b) omezi se privod induktoru

c) pridd se methylovany 5 nebo 6 ¢&lenny heterocyklus a zdroj
uhliku a energie, aZz mikroorganismy projevuji ubytek akti-
vity p¥i biotransformaci,

d) aktivita mikroorganismu se regeneruje privodem induktoru,
a energie a

postupy b) az d) se opakuji, pricemz se induktor pridava tak,
Ze mérna rychlost -odbouravani induktoru je mezi 0,01 a 50
mmol/g susSiny za hodinu, methylovany aromaticky 5 nebo 6 ¢len-
ny heterocyklus se priddva tak, Ze Jjeho koncentrace v kulti-
vaénim prostredi se pohybuje v rozmezi 0,0001 aZ 5 % a zdroj
uhliku a energie se pridava tak, Ze se mérna rychlost odbourd-
vani substrédtu pohybuje mezi 0,01 a 200 mmol/g susiny za hodi-
nu.

@
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Zpusob podle alespon jednoho z ndrokd 1 a 2, vyznadu-
Jici s e t im, Ze se jako zdroj uhllku a energie dale
pouzivaji uhlohydrdty, cukerné alkoholy, niZevrouci alifatické
alkoholy, alifatické mastné kyseliny nebo aminokyseliny.

Zpusob podle alespon jednohd Zz naroka 1 az 3, vyzna ¢ u-
j1ici s e tim, 2Ze se produkt oddéluje kontinudlné ne-
bo diskontinudlné.

Zpusob podle alespon jednoho z naroka 1 az 4, vy zna¢déu-.
jici s e t i m, Ze se reakce provddi s mikroorganismy
kmene Pseudomonas putida s oznaCenim ATCC 33015, zuzitkovava-
jicimi xylen. C

Zplsob podle narokd 1 a2z 5 pro vyrobu 5-methyl-2-pyrazin-
karboxylové kyseliny, vy znac¢uijici s e t im,
Ze se jako substrat pouziva 2,5-dimethylpyrazin.

Zpusob podle narokd 1 aZ 6 pro vyrobu 6-methyl-2-pyrazin-
karboxylové kyseliny, vy znac¢uijici s e t im,
Ze se jako substrat pouZivad 2,6-dimethylpyrazin.

Konec dokumentu
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