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(57) Anotace:

Pops4ny jsou nové mikroorganismy rodu Klebsiella.
které jsou schopné amidy a-aminokarboxylovych kyse-
lin, ve formé racematu nebo jeho opticky aktivnich
isomerQ. obecného vzorce I, kde A spolu s -NH- a -CH-
znamena popfipadé substituovany péti¢lenny nebo
$esti¢lenny nasyceny heterocyklicky kruh, zuzitkovat
jako jediny zdroj dusiku a amidy {(RS}-a-aminokarbo-
xylovych kyselin shora definovaného vzorce I pfevést
na kyselinu S-«-aminokarboxylovou obecného vzorce
11, kde A ma uvedeny vyznam.
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Mikroorganismy rodu Klebsiella a zpiisob mikrobiologické vyroby S-a-aminokarboxy-
lovych kyselin a amidé R-a-aminokarboxylovych kyselin

Oblast techniky

Vynalez se tykd novych mikroorganisma, které jsou schopné zuzitkovat amid o-aminokar-
boxylové kyseliny ve formé racematu nebo jeho opticky aktivnich izomert, obecného vzorce I

CH NH, :
T ®

NH 0

ve kterém A spolu s -NH- a -CH- znamena popfipadé substituovany péti¢lenny nebo 3estitlenny

nasyceny heterocyklicky kruh, jako jediny zdroj dusiku apfevést amid (RS)-o-amino-

karboxylové kyseliny jiz definovaného vzorce I na S-a-aminokarboxylovou kyselinu obecného
OH

vzorce II
A>C“Y (I,

NH 0

ve kterém A md jmenovany vyznam. Tyto mikroorganismy, popfipadé jejich bezbunééné
enzymy, se pouzivaji pro novy zpisob pfipravy S-a-aminokarboxylovych kyselin (vzorec II)
a/nebo pro pfipravu amidi R-a-aminokarboxylovych kyselin obecného vzorce 111

’> N (1),
NH

0, NH
i

0]

kde A ma jmenovany vyznam.
S-a-aminokarboxylové kyseliny vzorce II, jako napiiklad kyselina S-a-pipekolinova, jsou

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

Dosavadni stav techniky

Vedle mnozstvi chemickych St€peni racematu kyseliny (RS)-pipekolinové, poptipadé jejich
derivati, jsou znamé také biotechnologicka $tépeni racemati. Tak popisuje naptiklad Huh a spol.
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(Biosci. Biotech. Biochem., 36 (12), 2081-2082) 3tépeni racematu kyseliny (RS)-pipekolinové
pomoci R-aminokyselinové oxydazy. Pfitom se specificky oxiduje R-izomer na kyselinu
|-piperidein-2-karboxylovou. pficemz vznikne kyselina S-pipekolinova. Po chemické redukci
kyseliny |-piperidein-2-karboxylové na kyselinu (RS)-pipekolinovou vznikne pak vlivem
R-aminokyselinové oxidazy opét kyselina S-pipekolinova. Pritom stile vice ubyva kyseliny R-
pipekolinové. Analogicky zpiisob pfipravy S-prolinu je popsin v J. Ferm. Bioeng., 74. 189-190,
1992. Oba tyto zpisoby jsou viak nevyhodné v tom, ze nejsou schidné pro velkovyrobu. DalSim
nedostatkem je, Ze se musi pouzit ¢isténa R-aminokyselinova oxidaza.

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

Podstata vynalezu

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

Tento tkol se fe$i pomoci mikroorganismu podle naroku 1 a zpGsobem podle naroku 3.

Mikroorganismy podle vynalezu se mohou izolovat ze vzorkl pldy, kalu nebo odpadni vody
za pomoci obvyklych mikrobiologickych postupli. Podle vynalezu se izolace téchto mikro-
organismu uskute¢ni tak, ze se

a) obvyklym zplisobem péstuji v médiu s amidem a-aminokarboxylové kyseliny (vzorec I)

ve formé racematu nebo jeho opticky aktivnich izomert jako jedinym zdrojem dusiku a
s vhodnym zdrojem uhliku

b) z kultury, ziskané péstovanim, se pak izoluji takové, které jsou stabilni a jsou schopné
pteménit amid (RS)-a-aminokarboxylové kyseliny (vzorec I) na S-a-aminokarboxylovou
kyselinu (vzorec 1I).

K tomu se mohou pouzit viechny mikroorganismy, které specificky obsahuji tyto S-amino-
kyselinové amidazy. Utelné se podrobi selekci ty mikroorganismy, které zuZitkuji
piperazinkarboxamid nebo pipekolinamid ve formé racematu nebo opticky aktivnich izomerl
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 napiiklad cukry, alkoholické cukry, karboxylové
kyseliny nebo alkoholy jako ristovy substrat. Jako cukry se mohou pouZit hex6zy, jako napfiklad
glukdza nebo pentdzy. Jako karboxylové kyseliny se mohou pouzit dikarboxylové kyseliny nebo
trikarboxylové kyseliny, popfipadé jejich soli, jako napfiklad kyselina citronova nebo sukcinat.
Jako alkohol se muZe pouZit trojmocny alkohol, jako napfiklad glycerin. Vyhodné se jako zdroj
uhliku pouziva trojmocny alkohol. jako glycerin.

Jako selekéni a ristova média se mohou pouzit béZzna média, pouzivana v oboru, jako napfiklad
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.



20

30

35

40

45

50

CZ 282098 B6

-----

induktor se mGze napriklad pouzit piperazinkarboxamid, pipekolinamid nebo acetamid.

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

Vyhodné mikroorganismy se specifickou aktivitou S-aminokyselinové amidazy jsou mikro-
organismy, zuzitkujici piperazinkarboxamid rodu Klebsiella, zejména druhu Klebsiella
pueumoniae s ozna¢enim DSM 9175 a DSM 9176, nebo druhu Klebsiella terrigena s ozna¢enim
DSM 9174, jakoz i jejich funkéné ekvivalentni varianty a mutanty. Tyto mikroorganismy byly
ulozeny 25. 04. 1994 uNémecké sbirky mikroorganismi abunéénych kultur GmbH,
Mascheroderweg 1b, D-38124 Braunschweig, podle Budapest'ské amluvy.

Pod pojmem "funk&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, naptiklad UV-ozatenim.

Védecky popis mikroorganismu DSM 9175, identifikovany jako Klebsiella pneumoniae

Vlastnosti kmene

bunééna forma ty¢inky
Sirka pm 0,8-1,0
délka pm 1,0-3,0
pohyblivost B
Gram-reakce -
lyze 3 %nim KOH +
aminopeptidaza (Cerny) +
spory B
oxidaza -

katalaza +

rust
anaerobni +

kyselina z (OF-test)

glukozy aerobné +
glukozy anaerobné +
plyn z glukozy +
kyselina z (ASS)
glukézy +
fruktézy +
xylozy +
erythritolu -
adonitu +
D-mandzy +
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L-rhamnozy
dulcitu
inositu
sorbitu

o-methyl-D-glukosidu

cellobidzy
maltézy
laktozy
L-sorbézy
L-fukézy
D-arabitolu

ONPG

ADH

LDC

ODC

VP

indol

tvorba H,S

Simmonuv citrat

fenylalanindesaminaza

ureaza

hydrolyza

Zelatiny
DNA

CZ 282098 B6

+

++ 4+ + 4

- Zkratky:

- ASS  =Kkys. acetylsalicylova
OF = oxidace-fermentace

ONPG = O-nitrofenylgalaktosidaza
- ADH = alkoholdehydrogenaza
- VP = Voges Proskauer

Védecky popis mikroorganismu DSM 9176, identifikovany jako Klebsiella pneumoniae

Vlastnosti kmene
bunééna forma
Sifka um
délka pm
pohyblivost
Gram-reakce
lyze 3 %nim KOH

aminopeptidaza (Cerny)

spory

ty¢inky
0,8-1,0
1,0-3,0
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oxidaza
katalaza

rust
anaerobni

kyselina z (OF -test)
glukozy aerobné
glukézy anaerobné

plyn z glukdzy

kyselina z (ASS)
glukozy
fruktozy
xylozy
erythritolu
adonitu
D-mandzy
L-rhamnozy
dulcitu
inositu
sorbitu
a-methyl-D-glukosidu
cellobidzy
maltozy
laktozy
L-sorbdzy
L-fukézy
D-arabitolu

ONPG

ADH

LDC

ODC

VP

indol

tvorba H,S

Simmoniv citrat
fenylalanindesaminaza
uredza

hydrolyza

CZ 282098 B6
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Védecky popis mikroorganismu DSM 9174, identifikovany jako Klebsiella terrigena

Vlastnosti kmene
bunéé¢na forma

sitka pm
délka pm

pohyblivost

Gram-reakce
lyze 3 %nim KOH
aminopeptidaza (Cerny)

spory
oxidaza
katalaza

rast
anaerobni

kyselina z (OF-test)
glukézy aerobné
gluko6zy anaerobné

plyn z glukézy

kyselina z (ASS)
glukozy
fruktdzy
xylézy
erythritolu
adonitu
D-manézy
L-rhamnézy
dulcitu
inositu
sorbitu
a-methyl-D-glukosidu
cellobidzy
maltozy
laktdzy
L-sorbozy
L-fukézy
D-arabitoiu
5-ketoglukonatu

ty¢inky

0,8-1,0
1,0-2,0

+ 4+ +

+ + + !

A+
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ONPG +
ADH -
LDC +
oDC +
VP +
indol -
tvorba H,S -
Simmondv citrat +
fenylalanindesaminaza -
uredza -
hydrolyza

zelatiny -

DNA -

Zpsob piipravy S-a-aminokarboxylovych kyselin obecného vzorce 11

A

\ OH
/ Y (In.

NH O

CH

ve kterém A md jmenovany vyznam, a/nebo amidi R-a-aminokarboxylovych kyselin obecného

vzorce III
\CH ] Ny
/ “w & (IID),

NH O

ve kterém A ma jmenovany vyznam, spo¢iva podle vynalezu v tom, Ze se v amidu (RS)-a-amino-
karboxylové kyseliny obecného vzorce |

.
CH NH,
e
NH 0
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ve kterém A ma jmenovany vyznam. amid S-a-aminokarboxylové kyseliny pfeméni pomoci
specifickych jiz popsanych mikroorganismi nebo pomoci bezbunéénych enzymi z téchto
mikroorganismu na S-c-aminokarboxylovou kyselinu a ta se izoluje, pti¢emz pti biotransformaci
vedle S-a-aminckarboxylové kyseliny vznika amid R-a-aminokarboxylové kyseliny, ktery se
ptipadné izoluje.

Edukty, amidy (RS)-a-aminokarboxylovych kyselin obecného vzorce [

/\CH g 0

NH o

ve kterém A spolu s -NH- a -CH- znamena péti¢lenny nebo Sesti¢lenny nasyceny heterocyklicky
kruh, popfipadé substituovany, mohou byt ziskany z odpovidajicich aromatickych amidii v oboru
obvyklou hydrogenaci.

Jako amidy aminokarboxylovych kyselin vzorce I s péticlennym nasycenym heterocyklickym
kruhem se mohou pouzit popfipadé substituovany prolinamid, pyrazolidinkarboxamid,
imidazolidinkarboxamid, oxazolidinkarboxamid, isoxazolidinkarboxamid, thiazolidinkarboxamid
nebo triazolidinkarboxamid. Jako substituovany prolinamid se muze naptiklad pouzit indolin-
amid.

Jako amidy aminokarboxylovych kyselin vzorce I se Sesti¢lennym nasycenym heterocyklickym
kruhem se mohou pouzit piperazinkarboxamid, pipekolinamid, morfolinkarboxamid,
perhydrochinolinkarboxamid (chinolinankarboxamid), perhydroisochinolinkarboxamid (isochi-
nolinankarboxamid), perhydrochinoxalinkarboxamid (chinoxalinankarboxamid), které jsou
rovnéz popiipadé substituované. Zastupci amidli aminokarboxylovych kyselin se substituovanym
SestiClennym nasycenym heterocyklickym kruhem mohou byt C,-C;-alkyl-substituované, jako
napfiklad 4-methylpipekolinamid, H,N-CH,-substituované, jako naptiklad 4-aminomethyl-
pipekolinamid, nebo CN-substituované, jako napiiklad 4-kyanpipekolinamid. Vvhodné se
pouziva piperazinkarboxamid, pipekolinamid nebo 4-methylpipekolinamid.

Enzymy pro bezbunéény systém lze ziskat v oboru béznym zpiisobem rozbitim mikroorganismi.
Napiiklad lze pro tento postup pouzit ultrazvuk, Frenchovo tlakové zafizeni nebo metodu
s lysozymy. Tyto bezbunééné enzymy se mohou také imobilizovat na vhodném nosici.

Pro zplsob jsou zvlasté vhodné vySe popsané specifické mikroorganismy druhu Klebsiella
terrigena DSM 9174, Klebsiella pneumoniae DSM 9175 a DSM 9176, jakoz i jejich bezbunééné
enzymy. Stejné vhodné jsou funkéné ekvivalentni varianty a mutanty popsanych
mikroorganisma,

Biotransformace se miaze provadét po obvyklém napéstovani mikroorganisma s buitkami v klidu
(nerostouci bunky, které jiz nepotiebuji Zadny zdroj uhliku aenergie) nebo s rostoucimi
burikami.

Jako meédia pro postup s buiikami v klidu mohou slouzit v oboru bézna média, jako naptiklad
predtim popsané médium s mineralnimi solemi podle Kulla aspol., 1983 (ibid), nizko-
molekularni fostatové pufry, HEPPES-pufr, nebo médium, popsané v tabulce 1. Pro postup
s rostoucimi buitkami se obvykle pouziva médium, které obsahuje zdroj uhliku a dusiku, jako
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napiiklad komercné bézna média nebo médium podle tabulky 1. Vyhodné se pfi postupu pouzije
médium podle tabulky 1.

Ugelné se biotransformace provadi za jednorazového nebo kontinualniho ptidavani amidu (RS)-
a-aminokarboxylové Kyseliny tak, ze koncentrace amidu (RS)-a-aminokarboxylové kyseliny
nepiesahne 20 % hmotnostnich, vyhodné 10 % hmotnostnich.

Hodnota pH média mize byt v rozmezi od pH 5 do pH 11, vyhodné od pH 7 do pH 10.

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

Po obvyklé reakéni dobé od I do 100 hod je amid S-c-aminokarboxylové kyseliny vzorce [ tplné
pfeménén na S-c-aminokarboxylovou kyselinu, pfiéemz vznika také amid R-a-aminokarbo-
xylové kyseliny.

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

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

Prikladv provedeni vvnalezu

Priklad 1

a) Izolace mikroorganismii, které jsou schopné zuzitkovat racemicky piperazinkarboxamid jako
jediny zdroj dusiku:

Pro izolaci mikroorganismd, které jsou schopné zuzitkovat racemicky piperazinkarboxamid jako
jediny zdroj dusiku, se pouzilo A-médium, jehoZ sloZeni je uvedeno v tabulce 1. 100 ml tohoto
média se dalo do 300 ml Erlenmeyerovy baiiky asmichalo sriznymi vzorky puady (2 g)
z provozniho arealu firmy LONZA AG ve Visp. Svycarsku. Baiiky byly inkubovany v klidu
pii 30 °C po dobu 5 dni. Pak se pouzil 1 ml tohoto A-média, aby se naoékovala Eerstva barka se
stejnym médiem. Tato barika byla opét inkubovana za stejnych podminek. Celkové se tento
obohacovaci cyklus opakoval 5-krat. Potom byly tyto obohacené kultury rozetfeny na agarové
médium (A-médium s 16 gl agaru) jako jednotlivé kolonie. Izolované mikroorganismy byly
testovany nasledujicim kvalitativnim testovacim systémem na stereoselektivni amidézy. Pouzily
se jednotlivé kolonie pro naockovani 100 ml A-média do 300 ml Erlenmeyerovych banék. Tyto
bariky byly tfi dny inkubovany na tfepacce pfi 30 °C, pfiCemz byly kultury jiz po jednom dni
vymyty. Pak byly bezbunééné supernatanty kultur testovany na obsah kyseliny
piperazinkarboxylové a piperazinkarboxamid pomoci tenkovrstevné chromatografie (silikagel,
vyvijeci rozpoustédlo: 11 dild ethanolu, 6 dild CHCL,;, 6 dila NH,OH (25 %), dikaz pomoci
ninhydrinu). Mikroorganismy, které preménily asi polovinu vneseného mnozstvi (RS)-piper-
azinkarboxamidu, byly pouzity pro biochemické testy ke zjisténi, které kmeny obsahovaly
S-specifické amidazy.

b) Biochemické testy pro indetifikaci mikroorganismi s S-specifickymi amidazami:

Pro ptipravu proteinového surového extraktu byly buiky kultivovany v 1 litru A-média pti 30 °C
a pak byly sebrany a promyty. 5 g bun€k (mokra vaha) bylo resuspendovano v 10 ml 69 mMol
fosfatového pufru, pH 7,0, a pomoci FRENCH®-tlakového zafizeni byly buiiky rozbity. Surové
extrakty po odstfedéni 2 hodiny pti 40 000 x g byly v porcich zmrazeny pfti -20 °C. Pro urdeni
stereoselektivity byly porovnavany hydrolyzaty R-prolinamidu a S-prolinamidu. K tomu byl
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pouzit nasledujici enzymovy test: objem assaye 1 ml, obsahujici 69 mMol fosfatového pufru.
pH 7.0. 100 - 800 pg proteinového surového extraktu, 2 mg S-prolinamid.HCI respektive
R-prolinamid.HC1. doba inkubace 1 - 24 hodin, teplota inkubace 30 °C, detekce pomoci
ninhydrinu po chromatografii na tenké vrstvé (viz nahote). Amidazy kmena DSM 9174, DSM
9175 a DSM 9176 ukazaly velmi pomalou hydrolyzu R-prolinamidu. Tyto kmeny byly pouzity
pro piipravu opticky aktivnich cyklickych derivati a-aminokyselin.

Surové extrakty kmenu DSM 9175 a DSM 9176 ukazaly pti stejnych podminkach hydrolyzu
(RS)-piperazinkarboxamidu a (RS)-pipekolinamidu. Zménou inkubaéni teploty a hodnoty
pH roztoku assave bylo zjiSténo, Ze specificka aktivita amidaz byla nejvyssi mezi teplotou
od 30 - 60 °C a hodnotou pH od 7 - 10.

Tabulka 1

A-médium:

Pro pFipravu tohoto média bylo k dale popsanému minimalnimu médiu pfidano 2 gl (RS)-piper-
azinkarboxamidu a 10 gI”' glycerinu.

Minimalni médium:

Slozeni Koncentrace (mg/1)
extrakt drozdi 500
Na,SO; 100
Na,HPO, 2000
KH,PO, 1000

NaCl 3000
MgCl, x 6H,O 400
CaClz X EHQO 14,5
FeCl; X 6H30 0,8
ZnSO, x 7H,0 100 x 107
MnCl, x 4H,0 90 x 10°
H;BO; 300x 107
CoCl, x 6H,0 200 x 107
CuCl, x 2H,0O 10x 107
NiCl, x 6H,0 20x 107
Na,MoO; x 2H>0 30x 10
EDTANa, x 2H-0 5
FeSO, x 7H,0 2

Pfiklady 2 - 4
Ptiprava kyseliny S-piperazinkarboxylové

Pro ptipravu kyseliny S-piperazinkarboxylové pomoci kmeni DSM 9174, DSM 9175 a DSM
9176 byly zvoleny nasledujici podminky. Pro biotransformaci byl pouzit 1,5 1 fermentor,
vybaveny fizenim pH, o pracovnim objemu 1 I. Pro fermentace bylo v A-médiu zvy3eno
mnozstvi glycerinu na 30 gl' a mnozstvi (RS)-piperazinkarboxamidu na 20 gl’!. Buiiky byly
kultivovany pfi pH 7,0, teploté 30 °C a provétravani 0,5 Imin™'. V jednom piipadé (piiklad 4)
byly bufiky nejdfive kultivovany 16 hodin za téchto podminek, pak byla teplota zvySena na 40 °C
a pH média bylo zvyseno na 8,0. Po urditych Casovych intervalech bylo stanoveno mnozstvi
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vytvorené Kyseliny S-piperazinkarboxylové pomoci chromatografie na tenké vrstvé a fermentace
byla pferusena po 36 - 72 hodinich, kdy byla piiblizné polovina pouzitého piperazin-
karboxamidu pfeménéna. K tomuto okamziku byly optické hustoty bunééné suspenze pii 650 nm
mezi 6 al0. Pro izolaci kyseliny S-piperazinkarboxylové byl bezbunéény roztok zahuitén
za snizeného tlaku na 100 ml. Roztok byl okyselen koncentrovanou HCl na pH 1.0, aby kyselina
vypadla jako dihydrochlorid. [zolovana kyselina byla piekrystalizovana v 0,1 m HCI a susena.
Pro stanoveni ee-hodnoty (enantiomeric excess - enantiomerni pfebytek) vytvoiené kyseliny byla
nejprve kyselina ptevedena na derivaty pomoci 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glukopyranosyliso-
thiokyanatu a analyzovana pomoci kapilamni elektroforézy (podminky kapilamni elektroforézy
Jsou uvedeny v tabulce 2). Vysledky jsou popsany v tabulce 3.

Tabulka 2

Podminky kapilarni elektroforézy

CE zafizeni: Hewlett-Packard HP°°CE

Detektor: Detektor Hewlett-Packard s diodovou fadou

Pufr: 10 mM Di-natriumhydrogenfosfatu, 10 mM
kyselina borova, 150 mM Natriumdodecylsulfatu, pH 9,0

Elektrolyt: 900 ml pufru plus 100 m! methanolu
Kapilara: HP G1600-61211

Elektrické pole: 20 kV

Proud: ca. 24 -30 pA

Teplota ohfivace: 20°C

Nastaveni detektoru:
Doba migrace:

210 nm (Sitka svazku 5 nm)
ca. 17,1 min. (S-kyselina)
ca. 17,7 min. (R-kyselina)

Tabulka 3
Ptiklad Surovy produkt |  Prekrystali- Vytézek ee-hodnota
Kmen ZOVano
¢.2 DSM 9175 1282 ¢ 10,74 g 68.3 % 99,6
¢.3DSM 9174 15,53 g 13,1¢g 83,3 % 99,4
¢.4 DSM 9176 21,23 g 11,32 g 72,0 % 99,6
Priklad 5

Priprava kyseliny S-pipekolinové pomoci Klebsiella:

Buriky v klidu kment Klebsiella pneumoniae DSM 9175 a DSM 9176 pieménily 20 gl (RS)-
pipekolinamidu pti 47 °C a hodnoté pH 8,0 b&hem 6 hodin na (S)-kyselinu.

Kdyz se tato preména provadéla s Klebsiella pneumoniae DSM 9175, ziskala se kyselina
S-pipekolinova s ee-hodnotou 96,5 %.
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Priklad 6
Ptiprava kyseliny S-4-methylpipekolinové

Pro tuto reakci byl pfeménén racemicky 4-methylpipekolinamid (substrat) proteinovym surovym
extraktem z Klebsiella pneumoniae DSM 9175 nebo Klebsiella terrigena DSM 9174 podobné
jako v pikladu 1b. Po inkubaci 24 hodin pfi pH 8,0 a 47 °C bylo z 0,2%niho roztoku substratu
preménéno ca. 50 % vneseného amidu (méfeno analyzou pomoci chromatografie na tenké
vrstve).

PATENTOVE NAROKY

1. Mikroorganismy druhu Klebsiella terrigena DSM 9174 nebo druhu Klebsiella pneumoniae
DSM 9175 a DSM 9176, které jsou schopné zuzitkovat amidy a-aminokarboxylovych kyselin,
ve formé racematu nebo jeho opticky aktivnich isomert, obecného vzorce |

\CH NH,
s o

NH o)

kde Aspolu s-NH a-CH znamena popiipadé 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 Il

[

/CHY ().

NH 0
kde A ma uvedeny vyznam.

2. Mikroorganismy podle naroku 1, které jsou schopné zuzitkovat pipekolinamid nebo pipe-
razinkarboxamid ve formé racematu nebo jeho opticky aktivnich isomeru jako jediny zdroj
dusiku.

3. Zpisob mikrobiologické vyroby kyselin S-a-aminokarboxylovych obecného vzorce II
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CHY (1D,

kde A ma uvedeny vyznam a/nebo amidii R-a-aminokarboxylovych kyselin obecného vzorce I1I

e CH""'n/ Rk (1),
NH

o)

kde A ma uvedeny vyznam, vyznadujici se tim, Ze se vamidu (R,S)-a-amino-
karboxylové kyseliny obecného vzorce |

.‘\

> N
//cu%n/ H O,

NH 0

kde Ama uvedeny vyznam, pfevede amid S-a-aminokarboxylové kyseliny pomoci
mikroorganismii rodu Klebsiella nebo pomoci bezbunéénych enzymil z téchto mikroorganismi
na kyselinu S-a-aminokarboxylovou a izoluje se, pficemz pti biotransformaci vznikne vedle
kyseliny S-a-aminokarboxylové amid kyseliny R-a-aminokarboxylové, ktery se poptipadé
izoluje.

4. Zpusob podle niroku 3, vyznaéujici se tim, Ze se biotransformace provadi
pomoci mikroorganismit druhu Klebsiella terrigena DSM 9174 nebo druhu Klebsiella
pneumoniae DSM 9175 a DSM 9176 nebo s jejich funk&né ekvivalentnimi variantami a mutanty,
nebo s bezbunéénymi enzymy z téchto mikroorganismii.

S.  Zpasob podle naroku 3 nebo 4, vyznaéujici se tim, Ze se jako amid (R,S)-a-
aminokarboxylové kyseliny pouZije (R,S)-pipekolinamid, (R,S)-piperazinkarboxamid, (R,S)-4-
methylpipekolinamid nebo (R,S)-prolinamid.

6. Zpisob podle alespoii jednoho znarokit 3 a2 5, vyznadujici se tim, Zese
biotransformace provadi za jednorazového nebo kontinuélniho ptidani amidu (R,S)-a-amino-
karboxylové kyseliny tak, aby koncentrace amidu (R,S)-a-aminokarboxylové kyseliny
v kultivaénim médiu neptesahla 20 % hmotnostnich.
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7. Zpuasob podle alespori jednoho zndroki 3 az 6, vyznacdujici se
biotransformace provadi pti hodnoté pH od 7 do 10 a pfi teploté od 30 do 60 °C.

Konec dokumentu
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