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{57) Anotace:

Popsiny jsou nové mikroorganismy rodu Pseudomas,
které jsou schopné amidy a-aminokarboxylovych ky-
selin, ve formé racematu nebo jeho opticky aktivnich
isomerdi, obecného vzorce I, kde A spolu s -NH- a
-CH- znamena popfipadé substituovany péti¢lenny
nebo Sesti¢lenny nasyceny heterocyklickych kruh,
zuzitkovat jako jediny zdroj dusiku a amidy (RS)-a-
-aminokarboxylovych kyselin shora definovaného
vzorce | pfevést na kyselinu S-a-aminokarboxylovou
obecného vzorce I, kde A ma uvedeny vyznam.
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Mikroorganismy rodu Pseudomonas a zpiisob mikrobiologické vyroby S-a-aminokarboxy-
lovych kyselin a amidi R-a-aminokarboxylovych kyselin

Oblast techniky

Vynalez se tyka novych mikroorganismi, které jsou schopné zuzitkovat amid o-

aminokarboxylové kyseliny ve formé racematu nebo jeho opticky aktivnich izomerd, obecného
vzorce |

A
‘::::CH NH,
" "HT(
o

(1)

ve kterém A spolu s -NH- a -CH- znamena popfipadé substituovany pétilenny nebo 3esti¢lenny
nasyceny heterocyklicky kruh, jako jediny zdroj dusiku apfevést amid (RS)-a-
aminokarboxylové kyseliny jiz definovaného vzorce Ina S-a-aminokarboxylovou kyselinu

obecného vzorce 11
A \
I /CHYOH
NH
(0]

ve kterém A ma jmenovany vyznam. Tyto mikroorganismy, popfipadé jejich bezbun&lné
enzymy, se pouzivaji pro novy zpiisob ptipravy S-o-aminokarboxylovych kyselin (vzorec II)
a/nebo pro ptipravu amidii R-a-aminokarboxylovych kyselin obecného vzorce 11

(1I)

A

N

CH NH,

Nl/ T

(1)

kde A ma jmenovany vyznam.
S-a-aminokarboxylové kyseliny vzorec II jako naptiklad kyselina S-a-pipekolinova jsou duleZité

meziprodukty pro vyrobu mnoha bioaktivnich slougenin, jako naptiklad pro Thioridazin nebo
Pipradol (Ng-Youn-Chen a spol., J. Org. Chem., sv. 59, €. 8, 1994).

Dosavadni stav techniky

Vedle mnozstvi chemickych §tépeni racematu kyseliny (RS)-pipekolinové, popfipadé jejich
derivatl, jsou znamé také biotechnologické 3tépeni recemati. Tak popisuje naptiklad Huh a spol.
(Biosci. Biotech. Biochem., 56 (12), 2081-2082) 3tépeni racematu kyseliny (RS)-pipekolinové
pomoci R-aminokyselinové oxydasy. Ptitom se specificky oxiduje R-izomer na kyselinu L
piperidein-2-karboxylovou, pfiem? vznikne kyselina S-pipekolinova. Po chemické redukci
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kyseliny '-piperidein-2-karboxylové na kyselinu (RS)-pipekolinovou vznikne pak vlivem R-
aminokyselinové oxidasy opét kyselina S-pipekolinova. Pfitom stale vice ubyva kyseliny R-
pipekolinové. Analogicky zplsob pfipravy S-prolinu je popsan v J. Ferm. Bioeng., 74, 189-190,
1992. Oba tyto zplsoby jsou viak nevyhodné v tom, Ze nejsou schiidné pro velkovyrobu. Dal3im
nedostatkem je, Ze se musi pouzit ¢isténa R-aminokyselinova oxidasa.

Dale je znamo, Ze racemické estery kyseliny pipekolinové za pisobeni lipasy z Aspergillus niger
se pfeménuji na kyselinu S-pipekolinovou a estery kyseliny R-pipekolinové (Ng-Youn-Chen
a spol., 1994, ibid). Tento zpisob ma v3ak ten nedostatek, ze se kyselina S-pipekolinova ziska
s enantiomerni ¢istotou ee=93 %.

Podstata vynalezu

Ukolem ptedlozeného vynilezu je poskytnout jednoduchy a technicky schidny biotechnologicky
zpisob vyroby cyklickych S-a-aminokarboxylovych kyselin, které se mohou izolovat s dobrou
enantiomerni ¢istotou.

Tento ukol se fe3i pomoci mikroorganismi podle naroku 1 a zpiisobem podle naroku 3.

Mikroorganismy podle vynalezu se mohou izolovat ze vzorkd plidy, kalu nebo odpadni vody za

pomoci obvyklych mikrobiologickych postupii. Podle vynalezu se izolace téchto mikroorganismi
uskuteéni tak, ze se :

a) obvyklym zpisobem péstuji v médiu s amidem a-aminokarboxylové kyseliny (vzorec I) ve
formé racematu nebo jeho opticky aktivnich izomeri jako jedinym zdrojem dusiku a
s vhodnym zdrojem uhliku
b)
b) zkultury ziskané péstovanim se pak izoluji takové, které jsou stabilni a jsou schopné
pfeménit amid (RS)-a-aminokarboxylové kyseliny (vzorec I) na S-a-aminokarboxylovou
kyselinu (vzorec II).

K tomu se mohou pouzit v3echny mikroorganismy, které specificky obsahuji tyto S-
aminokyselinové amidasy. Uteln& se podrobi selekci ty mikroorganismy, které zuzitkuji
piperazinkarboxamid nebo pipekolinamid ve formé& racematu nebo opticky aktivnich izomert
jako jediny zdroj dusiku. Vyhodné se podrobi selekci ty mikroorganismy, které zuzitkuji
piperazinkarboxamid nebo pipekolinamid jako jediny zdroj dusiku.

Jako zdroj uhliku mohou mikroorganismy uzit naptiklad cukry, alkoholické cukry, karboxylové
kyseliny nebo alkoholy jako ristovy substrat. Jako cukry se mohou pouzit hexosy jako napiiklad
glukosa nebo pentosy. Jako karboxylové kyseliny se mohou pouzit dikarboxylové kyseliny nebo
trikarboxylové kyseliny, poptipadé jejich soli, jako napfiklad kyselina citronova nebo sukcinat.
Jako alkohol se miZe pouzit trojmocny alkohol, jako napiiklad glycerin. Vyhodné se jako zdroj
pouziva uhliku trojmocny alkohol jako glycerin.

Jako selekéni a ristova média se mohou pouzit béZna média pouzivana v oboru, jako napiiklad
médium obsahujici mineralni soli podle Kulla a spol., (Arch. Microbiol., 135, 1-7, 1983) nebo

médium popsané v tabulce 1. Vyhodné se pouziva médium popsané v tabulce 1.

Béhem péstovani a selekce se G¢eln& indukuji G¢inné enzymy mikroorganismu. Jako enzymovy
induktor se mizZe napiiklad pouZit piperazinkarboxamid, pipekolinamid nebo acetamid.

Ucelné se péstovani a selekce uskuteéiiuje pii teploté od 15 do 50 °C, vyhodné od 20 do 45 °C
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a pti hodnoté pH mezi pH 5 a pH 10, vyhodné mezi pH 6 a pH 9.

Vyhodné mikroorganismy se specifickou aktivitou S-aminokyselinové amidasy jsou
mikroorganismy zuzitkujici pipekolinamid rodu Pseudomonas, zejména druhu Pseudomonas
putida s oznagenim DSM 9923 nebo druhu Pseudomonas fluorescens s oznacenim DSM 9924,
jakoz ijejich funkéné ekvivalentni varianty a mutanty. Tyto mikroorganismy byly uloZeny
20.04.1995 u Némecké sbirky mikroorganismi a bunéénych kultur GmbH, Mascheroderweg 1b,
D-38124 Braunschweig, podle Budapest'ské umluvy.

Pod pojmem "funké&né ekvivalentni varianty a mutanty” se rozuméji mikroorganismy, které maji
v podstaté stejné vlastnosti a funkce jako pivodni mikroorganismy. Takové varianty a mutanty
mohou nahodné vzniknout, napiiklad UV-ozafenim.

Zpiisob piipravy S-a-aminokarboxylovych kyselin obecného vzorce I

A
N
Nl /CHI‘/OH

ve kterém A ma jmenovany vyznam, a/nebo amidi R-a-aminokarboxylovych kyselin obecného
vzorce I11

(1)

A
CH NH,

>y
(1)

ve kterém A ma jmenovany vyznam, spo&iva podle vynalezu vtom, Ze se vamidu (RS)-a-
aminokarboxylové kyseliny obecného vzorce I

A

\\\CH NH,
NH/// “T(/

o)

(D)

ve kterém A ma jmenovany vyznam, amid S-a-aminokarboxylové kyseliny pfeméni pomoci
specifickych jiz popsanych mikroorganismii nebo pomoci bezbunénych enzymi ztéchto
mikroorganismi na S-a-aminokarboxylovou kyselinu a ta se izoluje, pfi¢emz pti biotransformaci

vedle S-a-aminokarboxylové kyseliny vznikd amid R-a-aminokarboxylové kyseliny, ktery se
piipadné izoluje.
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Edukty, amidy (RS)-a-aminokarboxylovych kyselin obecného vzorce 1

A
\CH NH,
D

o)

N

(D)

ve kterém A spolu s -NH- a -CH- znamena péti¢lenny nebo 3esti¢lenny nasyceny heterocyklicky
kruh, poptipadé substituovany, ve kterém je heteroatom vybran zkysliku, dusiku nebo siry,
mohou byt ziskany z odpovidajicich aromatickych amidd v oboru obvyklou hydrogenaci.

Jako amidy aminokarboxylovych kyselin vzorce I s péti¢lennym nasycenym heterocyklickym
kruhem se mohou pouzit popiipadé substituovany prolinamid, pyrazolidinkarboxamid,
imidazolidinkarboxamid, oxazolidinkarboxamid, isoxazolidinkarboxamid, thiazolidinkarboxamid
nebo triazolidinkarboxamid. Jako substituovany prolinamid se muaze napfiklad pouzit
indolinamid.

Jako amidy aminokarboxylovych kyselin vzorce I se Sesticlennym nasycenym heterocyklickym
kruhem se mohou pouZit piperazinkarboxamid, pipekolinamid, morfolinkarboxamid,

perhydrochinolinkarboxamid (chinolinankarboxamid), perhydroisochinolinkarboxamid (iso-

chinolinankarboxamid), perhydrochinoxalinkarboxamid (chinoxalinankarboxamid), které jsou
rovnéz popiipadé substituované. Zastupci amidt aminokarboxylovych kyselin se substituovanym
Sesti¢lennym nasycenym heterocyklickym kruhem mohou byt C,-C,-alkyl-substituované jako
napfiklad 4-methylpipekolinamid, H,N-CH,-substituované jako napiiklad 4-aminomethyl-
pipekolinamid nebo CN-substituované jako naptiklad 4-kyanpipekolinamid. Vyhodné se pouziva
piperazinkarboxamid, pipekolinamid nebo 4-methylpipekolinamid.

Enzymy pro bezbunéény systém lze ziskat v oboru béZznym zplisobem rozbitim mikroorganismu.
Naptiklad lIze pro tento postup pouzit ultrazvuk, Frenchovo tlakové zafizeni nebo metodu
s lysozymy. Tyto bezbunééné enzymy se mohou také imobilizovat na vhodném nosici.

Pro zpisob jsou zvlasté vhodné vyse popsané specifické mikroorganismy druhu Pseudomonas
putida DSM 9923 a druhu Pseudomonas fluorescens DSM 9924, jakoz i jejich bezbunéfné

enzymy. Stejné vhodné jsou funk&né ekvivalentni varianty amutanty popsanych
mikroorganism.

Biotransformace se miize provadét po obvyklém napéstovani mikroorganismi s buiikami v klidu

(nerostouci buriky, které jiZz nepotfebuji Zadny zdroj uhliku a energie) nebo s rostoucimi
burikami.

Jako média pro postup s buitkami v klidu mohou slouzit v oboru bézna média, jako napfiklad
piedtim popsané médium s mineralnimi solemi podle Kulla aspol., 1983 (ibid),
nizkomolekularni fosfatové pufry, HEPPES-pufr, nebo médium popsané v tabulce 1. Pro postup
s rostoucimi buiikami se obvykle pouziva médium, které obsahuje zdroj uhliku a dusiku, jako
napiiklad komer&né bézna média nebo médium podle tabulky 1. Vyhodné se pfi postupu pouzije
médium podle tabulky 1.

Utelné se biotransformace provadi za jednorazového nebo kontinualniho ptiddvani amidu (RS)-
a-aminokarboxylové kyseliny tak, Zze koncentrace amidu (RS)-c-aminokarboxylové kyseliny
nepiesahne 20 % hmotnostnich, vyhodné 10 % hmotnostnich.
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Hodnota pH média mizZe byt v rozmezi od pH 5 do pH 11, vyhodné od pH 7 do pH 10.

Ucelné se biotransformace provadi pfi teploté od 25 do 65 °C, vyhodné od 30 do 60 °C.

Po obvyklé reakéni dobé od 1 do 100 h je amid S-a-aminokarboxylové kyseliny vzorce [ plné
pfeménén na S-a-aminokarboxylovou kyselinu, pfi¢emz vznika také amid R-a-
aminokarboxylové kyseliny.

Timto zpusobem ziskané S-a-aminokarboxylova kyselina a/nebo amid R-c-aminokarboxylové

kyseliny lze izolovat obvyklymi postupy zpracovani, jako naptiklad okyselenim, chromatografii
nebo extrakei.

Piiklady provedeni vynalezu

Piiklad 1
[zolace mikroorganismi, které zuzitkuji pipekolinamid jako jediny zdroj dusiku

100 ml B-média, jehoZ sloZeni je uvedeno v tabulce 1, bylo dano do 300 ml Erlenmeyerovych
banék a smichano s ca. 2 g vzorki pidy. Baiiky byly po 3 dny inkubovény v klidu pfi pokojové
teploté. Pak byly Zerstvé baiiky se stejnym médiem smichany s2 ml z pfedchozich kultur
a inkubovany v klidu po 4 dny pti 30 °C. Tento obohacovaci cyklus byl celkem 3 krat opakovan,
piicemz dva posledni kroky byly provedeny steriln&. Posledni krok byl jeSté dodatecné proveden
na tfepatce pri 140 otadkdch za minutu. Nakonec byly obohacené kultury rozetfeny na B-
médium s pfidanymi 16 g/l agaru ke vzniku jednotlivych kolonii. Podrobeny selekci pak byly
takové kolonie, jejichz vlastnost preméiiovat (RS)-pipekolinamid na kyselinu pipekolinovou,
byla stabilni. K tomu byly kultury rozetfeny na Zivny agar (Nutrient Agar) a po nékolika dnech
ristu byly zdestidek se Zivnym agarem rozetfeny na desticky s pipekiliamidem a glukosou. 2
kmeny, které mély pozadovanou stabilni vlastnost, byly identifikovany po Gram-barveni
aoxidasovém testu s20 NE API prouzky. Byly identifikovany 2 druhy Pseudomonas:
Pseudomonas putida. DSM 9923 a Pseudomonas fluorescens, DSM 9924.

Tabulka |
B-médium:

Pro ptipravu tohoto média bylo k dale popsanému minimélnimu médiu pfidano 1 gl! (RS)-
pipekolinamidu a 4 gl glukosy.

Minimalni médium:

Slozeni Koncentrace (mg/l)
extrakt drozdi 500

Na2804 100

Na,HPO, 2000

KH,PO, 1000

NaCl 3000

MgClx6H,0 400

CaClLx2H,0 14,5

FeCl;x6H,0 0,8
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ZnSO,x7H,0 100x10°
MnClx4H,0 90x107
H;BO; 300x10°
CoCl,x6H-0 200x107
CuCl,x2H,0 10x10°
NiClx6H,0 20x10°
Na;MoO,x2H,0 30x10°
EDTANa,x2H,0 5
FeSO4X7H20 2
Priklad 2

Piiprava kyseliny S-pipekolinové:

S kmeny izolovanymi v pfikladu 1 byly uskuteénény 1% pipekolinamidové biotransformace
(koncentrace substratu 1 %) v 0,1 M fosfatovém pufru pfi pH 7,0, pii 30 °C a pfi 130 otackach za
min. Biomasa z pfedkultur byla zahus$téna a ptidana k 0,1 M fosfatovému pufru pH 7,0, aby se
ziskala koncentrace biomasy ODgson=10. Nasazené kultury byly inkubovany na tfepadce pfi
30°C, 130 otackach za min. a odebirany vzorky v riznych &asovych bodech. Bezbunétné
supernatanty byly testovany pomoci tenkovrstevné chromatografie (silikagel, vyvijeci
rozpoudtédlo: 11 dild ethanolu, 6 dild CHCl;, 6 dild NH,OH 25%) na obsah zbylého amidu
a vytvofené kyseliny pipekolinové. Pak byly bezbunééné supernatanty testovany pomoci
vysokotlakové kapalné chromatografie (HPLC; tvorba isothiokyanatovych derivatl), aby se
otestovala enantiomerni Cistota vytvofené kyseliny pipekolinové. Vysledky ukazaly, ‘e
Pseudomonas putida a Pseudomonas fluorescens produkuji kyselinu S-pipekolinovou o optické
istoté nad 90 %. Optimalni podminky pro biotransformaci s Pseudomonas putida byly pfi
pH 8,0 a teploté 30 °C, pro Pseudomonas fluorescens pH 8,0 a 50 °C.

Jestlize se biotransformace uskutednila s Pseudomonas putida, ziskala se kyselina S-
pipekolinova s ee-hodnotou 95,0 %;

jestlize se biotransformace uskute¢nila s Pseudomonas fluorescens, ziskala se kyselina S-
pipekolinova s ee-hodnotou 97,3 %.

ee-hodnota znamena enantiomerni piebytek (enantiomeric excess).

Ptiklad 3
Priprava kyseliny S-piperazinkarboxylové

Se dvéma izolovanymi kmeny, jak v pfikladu 1 popséno pro pipekolinamid, byla uskute¢néna
1% piperazinkarboxamidova biotransformace pfi pH 7,0, pti 30 °C a pii 130 otackach za min.
Bezbunééné supernatanty byly rovnéZ testovany na obsah zbylého piperazinkarboxamidu
a vytvofené kyseliny piperazinkarboxylové pomoci tenkovrstevné chromatografie. HPLC-
analyza umozZnila testovat optickou &istotu vytvorené kyseliny piperazinkarboxylové. Jestlize by
se biotransformace uskuteénila sPseudomonas putida, ziskala se kyselina S-
piperazinkarboxylova s ee-hodnotou 73,9 %; jestlize by se biotransformace uskutecnila
s Pseudomonas fluorescens, ziskala se kyselina S-piperazinkarboxylova s ee-hodnotou 59,5 %.
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PATENTOVE NAROKY

1. Mikroorganismy, druhu Pseudomonas putida DSM 9923 nebo druhu Pseudomonas
fluorescens DSM 9924, které jsou schopné zuzitkovat amidy a-aminokarboxylovych kyselin, ve
formé racematu nebo jeho opticky aktivnich isomert, obecného vzorce I

A
\ >CH NH,
o

()
kde A spolu s-NH a-CH znamena nesubstituovany nebo substituovany péti¢lenny nebo
SestiClenny nasyceny heterocyklicky kruh, ve kterém je heteroatom vybran z kysliku, dusiku

nebo siry, jako jediny zdroj dusiku a pfevést amidy (RS)-a-aminokarboxylovych kyselin shora
definovaného vzorce I na kyselinu S-a-aminokarboxylovou obecného vzorce 11

A

AN
NL /CFYOH

o
(1I)

kde A ma uvedeny vyznam.

2. Mikroorganismy podle naroku 1, které jsou schopné zuZitkovat pipekolinamid nebo
piperazinkarboxamid ve formé racematu nebo jeho opticky aktivnich isomert jako jediny zdroj
dusiku.

3. Zpusob mikrobiologické vyroby kyselin S-a-aminokarboxylovych obecného vzorce 11

A

N
Nl /CHIrOH

kde A ma uvedeny vyznam a/nebo amidit R-a-aminokarboxylovych kyselin obecného vzorce I11

(1r)

A

N

CH., _NH,

NH/ ',I;)r

(1)
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kde A ma uvedeny vyznam, vyznadujici se tim, Ze se vamidu (R,S)-«-
aminokarboxylové kyseliny obecného vzorce I

A

\CH NH,
NH/ %ﬂ/

o)

(D)

kde Ami uvedeny vyznam, pfevede amid S-ac-aminokarboxylové kyseliny pomoci
mikroorganismid rodu Pseudomonas nebo pomoci bezbunéénych enzymi z téchto
mikroorganismil na kyselinu S-a-aminokarboxylovou a izoluje se, pti¢emz pii biotransformaci
vznikne vedle kyseliny S-a-aminokarboxylové amid kyseliny R-a-aminokarboxylové, ktery se
popiipadé izoluje.

4. Zpusob podle naroku 3, vyzmacujici se tim, Ze se biotransformace provadi
pomoci mikroorganismii druhu Pseudomonas putida DSM 9923 nebo druhu Pseudomonas
fluorescens DSM 9924 nebo s jejich funkéné ekvivalentnimi variantami a mutanty nebo
s bezbunéénymi enzymy z téchto mikroorganismi.

5. Zpuisob podle narokii 3 nebo4, vyznadujici se tim, Ze sejako amid (R,S)-a-
aminokarboxylové kyseliny pouzije (R,S)-pipekolinamid, (R,S)-piperazinkarboxamid, (R,S)-4-
methylpipekolinamid nebo (R,S)-prolinamid.

6. Zplsob podle alespoil jednoho z narokti 3 az 5, vyznadujici se tim, Ze se
biotransformace provadi za jednorazového nebo kontinualniho p#idani amidu (R,S)-a-
aminokarboxylové kyseliny tak, aby koncentrace amidu (R,S)-a-aminokarboxylové kyseliny
v kultiva¢nim médiu nepfesahla 20 % hmotnostnich.

7. Zpisob podle alespoil jednoho znaroki 3 az 6, vyznadujici se tim, Zese
biotransformace provadi pti hodnoté pH od 7 do 10 a pi teploté od 30 do 60 °C.

Konec dokumentu
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