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(57 Sammendrag

Det beskrives en mikrobiologisk fremgangsméte for

fremstilling av R X X
heteroaromatiske karboksylsyrer og deres fysiologisk IO]\ /EO:L
fordragelige salter med de RN T COOH HO”" "N” TCOOH
i generelle formler . I

hvori R', R er like cller forskjellige og betyr et
hydrogen- eller halogenatom, og X et nitrogenatom R X X
eller -CH-. Omsetningen utferes slik at man som Iol [Ol
substrat omsetter heteroaromatiske nitriler med de 'y

generelle formler:

hvori R' R?, og X har den nevnte betydning, ved hjelp
av 2-cyanpyridinmetaboliserende mikroorganismer av
slekten Alcaligenes, som for biotransformasjonen blir
dyrket 1 nervaer av en dikarboksylsyre,
tikarboksylsyre eller et karbohydrat, til den
tilsvarende karboksylsyre, og eventuelt oveforer
sistnevnte i fysiologisk fordragelige salter.
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Oppfinnelsen vedrarer en ny mikrobiologisk fremgangsmate for fremstilling
av heteroaromatiske karboksylsyrer eller deres fysiologisk fordragelige salter med
de generelle formler:

oL 0L
R INj\cooﬂ HO N~ “COOH
I . S |

hvori R', R? er like eller forskjellige og betyr et hydrogen- eller halogenatom, og X
et nitrogenatom eller -CH-.

Heteroaromatiske karboksylsyrer sasom f.eks. 6-hydroksypikolinsyre, er
viktige mellomprodukter for fremstilling av farmaseytika som f.eks. for fremstilling
av 2-oksypyrimidin (Berichte der Deutschen Chemischen Gesellschaft 1912, 45,
5.2456-2467) eller for fremstilling av herbicider (EP-A 0 447 004).

Generelt er det kjent at mikroorganismer som innsholder nitrilhydrataser og
amidaser eller nitrilaser omsetfer nitriler til de tilsvarende syrer.

Eksempelvis beskriver EP A 0 187 680 en mikrobiologisk fremgangsmate
for fremstilling av organiske syrer som f.eks. nikotinsyre, ved hjelp av
mikroorganismer av slekten Corynebacterium, Nocardia, Bacillus, Bacteridium,
Micrococcus og Brevibacterium. Denne reaksjonen utferes obligatorisk i naervaer
av lysenergi. Fra EP-A 0 444 640 er det kjent en mikrobiclogisk fremgangsmate
for fremstilling av organiske syrer som f.eks. nikotinsyre, ved hjelp av mikro-
organismer av slekten Rodococcus. Denne omsetningen utferes obligatorisk i
narveer av et laktam.

Videre er det kjent at mikroorganismer av arten Rodococcus rhodochrous
J1 omsetter f.eks. 2-cyanpyrazin til pyrazinkarboksylsyre (Kobayashi et al., J. of
Antibiotics, Vol.43, Nr. 10, 1990, s. 1316-1320).

Disse mikroorganismene kan imidlertid ikke omsette 2-cyanpyridin til
pikolinsyre (Mathew et al., Appl. Environmental Microbiology, Vol. 54, Nr. 4, 1988,
s. 1030-1032).

Det er ogséa kjent at 2-cyanpyridin-utnyttende mikroorganismer av slekten
Alcaligenes omsetter 2-cyanpyridin til 6-hydroksypikolinsyre (EP-A 0 504 818).
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Med denne fremgangsmaten er det en ulempe at 6-hydroksypikolinsyren bare
dannes i matelig utbytte.

Oppgaven for foreliggende oppfinnelse var a tilveiebringe en ekonomisk
mikrobiologisk fremgangsmaéte for fremstilling av heteroaromatiske karboksylsyrer
eller deres fysiologisk fordragelige salter, sdasom pyrazinkarboksylsyre, pikolinsyre
eller krompikolinat, ved hjelp av mikroorganismer av slekten Alcaligenes,
hvorunder de dannede karboksylsyrer eller deres fysiologisk fordragelige salter
dannes i godt utbytte.

Denne oppgaven ble Igst ved fremgangsmaéten ifelge krav 1.

Ifelge oppfinnelsen utferes fremgangsmaten ved at man som substrat

omsetter et heteroaromatisk nitril med de generelle formler

R\ _ X | X
m K.

hvori X, R! og R? har nevnte betydning, ved hjelp av 2-cyanpyridin-
metaboliserende mikroorganisrﬁer av slekten Alcaligenes, som far
biotransformasjonen ble dyrket i naervaer av en dikarboksylsyre, trikarboksylsyre
eller et karbohydrat, til heteroaromatiske karboksylsyrer med formel | eller |l.
Heteroaromatiske karboksylsyrer overferes deretter eventuelt i fysiologisk
fordragelige salter. Som fysiologisk fordragelige salter av disse karboksylsyrer
forstas i det felgende henholdsvis krom-, kalsium- eller ammoniumsalter.

Far den egentlige biotransformasjon dyrkes det pa vanlig mate
mikroorganismer av slekten Alcaligenes som anvendes for fremgangsmaten, og
deres virksomme enzymer induseres hensiktsmessig med 2-cyanpyridin.

For dyrking og induksjon kan 2-cyanpyridin anvendes i en konsentrasjon pa
0,01 til 20 vekt %, fortrinnsvis i en konsentrasjon pa 0,1 til 1 vekt %.

Med en dikarboksylsyre forstas i det felgende fumarsyre, ravsyre, eplesyre,
glutarsyre, malonsyre, henholdsvis deres salter og derivater savel som estere.

Med en trikarboksylsyre forstas i det felgende sitronsyre, isositronsyre,
henholdsvis deres salter og derivater sasom estere. Som salter og derivater av
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disse dikarboksylsyrer og trikarboksylsyrer kan det anvendes fumarat, malat,
malonat, oksalacetat, sitrat, aconitat, isositrat, 2-oksoglutarat, suksinat eller
suksinyl-CoA. Fortrinnsvis anvendes fumarat, malonat eller suksinat.

Som karbohydrater anvendes i det felgende monosakkarider sasom
glukose, disakkarider sdsom sakkarose, trehalose eller maltose, trisakkarider
sasom raffinose, sukkeralkoholer sasom glycerol. Fortrinnsvis anvendes glycerol
som karbohydrat.

Hensiktsmessig anvendes dikarboksylsyren, trikarboksylsyren, henholdsvis
karbohydratet i en konsentrasjon fra 0,1 til 20 vekt %, fortrinnsvis i en
konsentrasjon pa 0,5 til 5 vekt %.

Som dyrkningsmedium kan de medier anvendes som er vanlige innen
fagomradet, som f.eks. mineralsaltmediet ifalge Kulla et al. (Arch. Microbiol., 135,
1-7, 1983}, lavmolare fosfatbuffere eller den ifelge Tabell 1. Fortrinnsvis
anvendes den som er beskrevet i Tabell 1.

Etter dyrkningsfasen, henholdsvis for den egentlige substrattilsetning,
hastes mikroorganismene enten ved hjelp av en separasjonsprosess eller
substratet settes direkie til mikroorganismene.

Substratene som anvendes for biotransformasjonen, de heteroaromatiske
nitriler med formel Ili og IV, som f.eks. 2-cyanpyridin, er forbindelser i handelen.

| de generelle formler I-IV betyr X et nitrogenatom eller -CH-, fortrinnsvis
-CH-. Resten av R’ og R? er like eller forskjellige og betyr hydrogen eller halogen
sasom fluor, klor, brom eller jod.

Mulige substrater er falgelig 2-cyanpyridin, 6-klor-2-cyanpyridin, 5,6-diklor-
2-cyanpyridin, 2-cyanpyrazin, 6-klor-2-cyanpyrazin, 5-brom-6-klor-2-cyanpyrazin.
Hensiktsmessig anvendes som substrater 2-cyanpyridin, 2-cyanpyrazin eller
6-klor-2-cyanpyridin.

Substratet kan tilsettes for biotransformasjonen en gang eller kontinuerlig.
Hensiktsmessig skjer substrattilsetningen slik at substratkonsentrasjonen i mediet
ikke overstiger 20 vekt %, fortrinnsvis ikke overstiger 10 vekt %.

Biotransformasjonen som normalt utfares med hvilende celler, utfares
hensiktsmessig med de kjente 2-cyanpyridin-metaboliserende mikroorganismer av
arten Alcaligenes faecalis med betegnelsen DSM 6335 kjent fra EP-A 0 504 818
samt med de funksjonelt ekvivalente varianter og mutanter. Denne

mikroorganismen ble deponert 3. Januar 1991 ved der Deutschen Sammlung von
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Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1b, D-38124
Braunschweig, ifelge Budapestkonvensjonen.

Med «funksjonelt ekvivalente varianter og mutanter» forstas mikro-
organismer som i det vesentlige har de samme egenskaper og funksjoner som
opprinnelsesmikroorganismene. Slike varianter og mutanter kan dannes tilfeldig,
f.eks. ved hjelp av UV-bestraling.

For biotransformasjon kan de samme medier anvendes som for dyrking av
mikroorganismene.

Biotransformasjonen kan ogsa skje i narvaer eller fraveer av de forut
beskrevne dikarboksylisyrer, trikarboksylsyrer, henholdsvis karbohydrater.

pH-verdien ligger hensiktsmessig i et omrade pa 4 til 10, fortrinnsvis i et
omrade pa 5 til 9. Biotransformasjonen kan utferes ved en temperatur pa 10 il
50°C, fortrinnsvis ved en temperatur pa 20 til 40°C.

Etter en vanlig omsetningstid pa 6 til 100 timer, kan sa de tilsvarende
karboksylsyrer med formel | eller Il erholdes gjennom vanlige opparbeidings-
metoder som f.eks. ved surgjering. Karboksylsyrene kan ogsa isoleres i form av
salter som f.eks. ammonium- eller kromsalt,

Fremstilles som heteroaromatiske karboksylsyrer i posisjon 6 hydroksylerte
heteroaromatiske karboksylsyrer (generell formel 11), utfares biotransformasjonen
hensiktsmessig under aerobe betingelser. Fremstilles imidlertid en ikke-
hydroksylert heteroaromatisk karboksylsyre sa som f.eks. pikolinsyre, utferes
biotransformasjonen hensiktsmessig under anaerobe betingelser.

Eksempler
Eksempel 1
Fremstilling av 6-hydroksypikolinsyre

For fremstillingen av 6-hydroksypikolinsyre med stammen Alcaligenes
faecalis DSM 6335 valgtes falgende betingelser. Det anvendtes en 7,5 |
fermentor med 5 | arbeidsvolum. Alcaligenes faecalis DSM 6335 ble dyrket i et
mingralsaltmedium (Tabell I) med natriumfumarat som eneste karbon- og
energikilde, og 2-cyanpyridin som induktor ved 30°C, 600 opm, og en pH-verdi pa
7,0. Luftingshastigheten var derunder ca. 3 I/min. Tilsetningen av natrium-
fumaratet fant derunder sted pO, -styrt ved en pO, pa >30 %. Det anvendtes en
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20 %ig stamlgsning av natriumfumarat blandet med 0,5% 2-cyanpyridin. Cellene
ble dyrket opp til en optisk tetthet, malt ved 650 nm {ODaso), pa 16 innenfor 23
timer for biotransformasjonen ble startet. For vekstfasen bruktes ca. 160 g
natriumfumarat i form av en 20 %ig lesning (ca. 800 ml).

Under den aerobe biotransformasjonen av 2-cyanpyridin til 6-hydroksy-
pikolinsyre ble det ikke tilsatt en karbon- og energikilde. Biotransformasjonen fant
sted med hvilende celler.

Tilsetningen av 2-cyanpyridinet fant sted begrensende ved hjelp av en
pumpe. Pumpehastigheten ble derunder overvaket «on line» ved hjelp av HPLC.
Konsentrasjonen av mellomproduktet pikolinsyre, hvis dannelseshastighet er ca.
2,5 ganger hoyere enn omsetningshastigheten av pikolinsyre til 6-hydroksy-
pikolinsyre (10 g/l/time til 4g/l/t) ble begrenset til verdier mindre enn 2 g/, da
omvandlingen av pikolinsyre til 6-hydroksypikolinsyre ellers ble inhibert.

Da 2-cyanpyridin er et fast stoff ved romtemperatur, var det nedvendig a
oppvarme startbeholderen som inneholdt 2-cyanpyridin til 50°C for at 2-cyan-
pyridin kunne tilsettes i flytende form.

Med denne fremgangsmaten var det mulig & fremstille 75 g/l 6-
hydroksypikolinsyre i lopet av 31 timer.

Mellomproduktet pikolinsyre kunne ikke lenger pavises pa slutten av
biotransformasjonen.

For isolering av 6-hydroksypikolinsyre, ble cellene separert ved hjelp av
filtrering. Deretter ble den cellefrie lesningen oppvarmet til 60°C og surgjort med
konsentrert saltsyre til en pH pa 2-2,5. Ved denne pH falt 6-hydroksypikolinsyren
ut fra lesningen.

Deretter ble det langsomt avkjalt til 4°C under raring, filtrert, resten vasket
med mineralfritt vann og tarket (100 mbar, 55°C).

| moderluten forble derunder ca. 2g/l 6-hydroksypikolinsyre. Utbyttet var 87
% beregnet pa utgangsmaterialet 2-cyanpyridin.
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Tabell 1:

Sammensetning

Fumarsyre-dinatriumsalt

Gjeerekstrakt
MgCl,*6H0
Na>SO4
(NH4)2S04
NH.CI

NaCl
CaCl*2H,0
MnSO,
HaBO;

NiCl,
NaMoO,
FeS04*7H.0
Na,EDTA*2H-.O
2-cyanpyridin
KH2PO4
Na;HPO,

Eksempel 2

Fremstilling av pikolinsyre

konsentrasjon (g/1):

10

1
0,8
0,25
1,0
2,33
0,2
0,16
1,8*102
3*10°
2*10°
3*10°
0,3
0,75

0,4
0,96

Dyrking av biomasssen fant sted som beskrevet i Eksempel 1. Dannelssen

av pikolinsyre fant sted under strengt anaerobe betingelser.

For biotransformasjonen anvendtes en 500 ml glassflaske med gummi-

septum, fyllt med 400 ml biomasse av ODgso= 20. Det inkubertes ved 30°C. Far

man begynte med biotransformasjonen, ble satsen gjort anaerob med ren

nitrogen. For dette ble satsen gasset i 30 min. gjennom kanyler under raring med
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nitrogen (50 mbar overtrykk) for & drive oksygenet kvantitativt ut. For a utelukke
oksygeninngang under biotransformasjonen eller ved tilsetningen av 2-cyan-
pyridin, ble gassingen opprettholdt under biotransformasjonen (ca. 10 mbar
overtrykk).

Tilsetningen av 2-cyanpyridin fant sted i 12 trinn pa 10g/l hver gang etter 1
times forlep. Tilsetningen kan imidlertid ogsa forega kontinuerlig. Ved hjelp av
HPLC ble undersekt om 2-cyanpyridin var fullstendig omsatt i pikolinsyre for
tilsetning av en ytterligere porsjon. Under biotransformasjonen kunne ingen
dannelse av pikolinsyreamid pavises.

Med denne fremgangsmaten var det mulig & fremstille ca. 150g/l pikolinsyre
i lzpet av 26 timer. 6-hydroksypikolinsyre ble derunder ikke dannet.

For isoleringen ble den cellefrie pikolinsyrelasningen utfelt med
CaCly/H2S04. For dette ble den cellefrie pikolinsyrelesningen fra Ekempel 2
fortynnet 3 ganger og blandet under rering med 0,5 ekvivalenter CaCl, pr.
ekvivalent pikolinsyre etter at den cellefrie fermenteringslasning var forvarmet til
90°C. Det dannede kalsium-pikolinsyrekompleks falt derunder straks ut, Det
dannede kompleks ble avkjslt til 4°C under raring, frafiltrert gjennom et glass-filter
(porasitet 3), og vasket med mineralfritt vann.

Filterkaken ble oppslemmet i mineralfritt vann og surgjort med konsentrert
svovelsyre til en pH pa 2,5. Derunder ble pikolinsyren lgst ut fra komplekset og
samtidig dannet det seg uleselig kalsiumsuifat. Da den frie pikolinsyren er meget
godt vannigselig, kunne kalsiumsulfat skilles fra gjennom filtrering. Pikolinsyre-
lzsningen ble inndampet til tarrhet og analysert. Rautbyttet var ca. 70 % med en
renhet pa 86 % ifalge titrering. Vanninnholdet 1a pa 0,7 % malt med Karl-Fischer-
metoden.

Eksempel 3
Fremstilling av krom(lif)-pikolinat

Til en ammoniumpikolinatiesning (271,4 g; 0,325 mol; 16,8 %), plasserti en
500 ml kolbe, dryptes ved 73°C vandig kromtriklorid-hekahydrat-lasning (23,85 g,
0,09 mol krom i 63 ml vann) over et tidsrom pa 3,5 timer. Den erholdte, fiolette
lesning ble rert videre enda en time og deretter avkjelt langsomt til 3°C. Etter
presipitering av det dannede rede faststoff, ble den avre bla fasen dekanten fra.
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Faststoffet ble oppslemmet med 100 ml vann i 30 minutter og deretter igjen
dekantert fra. Etter en andre oppslemming med 50 ml vann (30 min.), ble
faststoffet filtrert fra og torket ved 50°C under vakuum. Det ble oppnadd 33,64 g
morkerade krystaller (90 % utbytte).

Eksempel 4
Dyrking av Alcaligenes faecalis DSM 6335 med forskjellige karbonkilder

For dyrking av Alcaligenes faecalis (DSM 6335) anvendtes 300 mi
Erlenmeyerkolber med 100 ml A + N Medium (Tabell 1 uten fumarsyre-
dinatriumsalt). Mediet ble i tillegg blandet med 2g/l 2-cyanpyridin og 10g/l av
felgende karbonkildler:

Fumarsyre-dinatirumsait
Glycerol
Malonsyre-dinatriumsalt

Ravsyre-dinatriumsalt

Inkubasjonen fant sted pa en rystemaskin ved 30°C. Etter 16 timer vekst,
ble cellene sentrifugen fra, og det friske A + N medium (uten karbonkilde) som
inneholdt 10g/l 2-cyanpyridin gjenoppsiemmet. Den optiske tettheten til
cellesuspensjonen malt ved 650 nm (ODgsg) var 10. Deretter ble
cellesusperisjonen (totalvolum 10-20 ml) pa nytt inkubert ved 30°C. Dannelsen av
6-hydroksypikolinsyre ble fulgt spektrofotometrisk ved maling av absorbsjonen til
den cellefrie lasningen ved 308 nm. Faelgende gjennomsnittlige produktiviteter ble
bestemt for dannelsen av 6-hydroksypikolinsyre:

Karbonkilde Produktivitet (i gI"'h™)
Fumarsyre-dinatriumsalt 2,4
Glycerol 2,0
Malonsyre-dinatriumsalt 4.2

Bernsteinsyre-dinatriumsalt 0,14
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Eksempel 5
Fremstilling av 6-hydroksypyrazinkarboksylsyre

Dyrkingen av Alcaligenes faecalis (DSM 6335) fant sted som i Eksempel 4
med fumarsyre som karbonkilde. De vaskede celler ble gjenoppslemmet i A+N-
medium inneholdende 10 g/l 2-cyanpyrazin (ODgso=10) og inkubert ved 30°C.
Dannelsen av 6-hydroksypyrazinkarboksylsyre ble fulgt spektrofotometrisk ved
maéling av absorbsjonen til den cellefrie losning ved 320 nm. Reduksjonen av
konsentrasjonen av 2-cyanpyrazin (substrat) kunne bestemmes ved méling av
absorbsjonen ved 270 nm. Etter 7 timer var den innfarte mengde 2-cyanpyrazin
omsatt til 6-hydroksypyrazinkarboksylsyre.

Eksempel 6
Fremstilling av 6-klorpikolinsyre og pyrazinkarboksylsyre

Dyrking av Alcaligenes faecalis (DSM 6335) fant sted som i Eksempel 4
med fumarsyre som karbonkilde. De vaskede celler ble gjenoppslemmet i A+N
medium i glasskar (ODggo = 10) som kunne lukkes med gummipropper, og gasset
ved hjelp av kanyler med nitrogen for & fieme opplest oksygen. Deretter ble
cellesuspensjonene tilsatt 2-cyanpyrazin henholdsvis 6-klor-2-cyanpyridin som
substrat til en sluttkonsentrasjon pa 10g/l og inkubert ved 30°C. Etter 3 timer var
utgangssubstansene kvantitativt omsatt til de tilsvarende syrer [Pavising med
tynnskiktkromatografi; kiselgel 60 med fluorescensindikaktor, eluent: kloroform 30
/ etanol 55 / NH4OH(25 %) 10 / HzO 5].
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Patentkrav

1. Mikrobiologisk fremgangsmate for fremstilling av heteroaromatiske
karboksylsyrer sller deres fysiologisk fordragelige salter med de generelle

formler:

R X / X
:IOJ\ HO /[Cr?l¢OOH |
1 . I

hvori R, R? er like eller forskjellige, og betyr et hydrogen- eller halogenatom og
X et nitrogenatom eller -CH-, karakterisert ved at mansom

substrat omsetter heteroaromatiske nitriller med de generelle formier:

hvori R', R? og X har den nevnte betydning, ved hjelp av 2-cyanpyridin-
metaboliserende mikroorganismer av slekten Alcaligenes, som far bio-
transformasjonen er dyrket i narveer av en dikarboksylsyre, trikarboksylsyre
eller et karbohydrat, til den tilsvarende karboksylsyre, og eventuelt omsetter
sistnevnte til fysiologisk fordragelige salter.

2. Mikrobiologisk fremgangsmate ifalge krav 1, karakterisert ved at
man utforer biotransformasjonen med mikroorganismer av anten Alcaligenes
faecalis med betegnelsen DSM 6335 samt med deres funksjonelt ekvivalente
varianter og mutanter,
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3. Mikrobiologisk fremgangsmate ifelge krav 1 eller2, karakterisert ved
a t man utferer biotransformasjonen ved en pH pa 4 il 10 og en temperatur pa
10 til 50°C.

4. Mikrobiologisk fremgangsméte for fremstilling av picolinsyre og dens fysiologisk
fordragelige salter, karakterisert ved at man som substrat omsetter
2-cyanpicolin ved hjelp av 2-cyanpyridinmetaboliserende mikroorganismer av
slekten Alcaligenes, som far biotransformasjonen ble dyrket i naervaar av en
dikarboksylsyre, under anaerobe betingelser, il picolinsyre, og eventuelt
overfarer sistnevnte i det fysiologisk fordragelige sait.
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