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Mikrobiologinen menetelmi 5-hydroksipyratsiinikarboksyyli-

hapon valmistamiseksi

Keksint6 koskee uutta menetelm&d 5-hydroksipyrat-
siinikarboksyylihapon ja/tai sen suolojen valmistamiseksi
pyratsiinikarboksyylihaposta ja/tai sen suoloista nikotii-
nihappoa ja/tai sen suoloja hyvéksi k&yttdvien mikro-orga-
nismien avulla.

Nikotiinihapolla, pyratsiinikarboksyylihapolla ja
5-hydroksipyratsiinikarboksyylihapolla tarkoitetaan seu-
raavassa myds niiden suoloja, kuten esimerkiksi alkalime-
talli- ja ammoniumsuoloja.

5-hydroksipyratsiinikarboksyylihappoa voidaan kayt-
taa esimerkiksi valituotteena ld&keaineiden valmistukses-
sa, kuten esimerkiksi sellaisten pyratsiininukleosidiana-
logien valmistuksessa, joilla on sytostaattinen wvaikutus
[M. Bobek, J. Heterocyclic Chem. 28 (1991) 1131].

On tunnettua, ettd 5-hydroksipyratsiinikarboksyyli-
happoa muodostuu koirien ja ihmisten aineenvaihdunnassa
pyratsiiniamidista pyratsiinikarboksyylihapon kautta [J.
Pharmaco. Exp. Ther. 180 (1972), nro 2, 411 - 434].

On esitetty 5-vaiheinen menetelmd 5-hydroksipyrat-
siinikarboksyylihapon valmistamiseksi esimerkiksi furfu-
ryyliglyoksaalista [J. Heterocyclic Chem. 19 (1982) 402].
Sen puutteena on kuitenkin se, ettd sitd ei voida soveltaa
suuressa mittakaavassa.

Mikrobiologista menetelmdé 5-hydroksipyratsiinikar-
boksyylihapon valmistamiseksi ei ole t&h&n saakka viela
tunnettu.

Tamdn keksinndn pdaméddrédnd oli tarjota kaytettévak-
si yksinkertainen, taloudellinen ja ekologisesti hyvaksyt-
tdva menetelmd@ 5-hydroksipyratsiinikarboksyylihapon val-
mistamiseksi.

Téh&n pdam&drdédn pdadstiin uuden, patenttivaatimuk-

sen 1 mukaisen menetelmdn avulla.



Keksinndén mukaisesti on ehdotettu, ettd substraat-
tina kdytettdvd pyratsiinikarboksyylihappo muunnetaan sel-
laisten mikro-organismien avulla, jotka kasvavat k&dyttden
ainoana hiilen, typen ja energian l&hteen&dn nikotiinihap-

5 poa, 5-hydroksipyratsiinikarboksyylihapoksi, joka akkumu-
loituu kasvualustaan.

Menetelmddn soveltuvat periaatteessa kaikki sellai-
set mikro-organismit, jotka hajottavat nikotiinihappoa 6-
hydroksinikotiinihapon kautta. N&itd mikro-organismeja

10 voidaan erist&8d tavanomaisin mikrobiologisin tekniikoin
esimerkiksi vedenpuhdistuslaitoksista, joissa ké&ytetdén
kasvualustana nikotiinihappoa. Voidaan esimerkiksi kdayt-

td8 sellaisia sukuja kuin Pseudomonas, Achromobacter,

Bacillus, Azorhizobium, Sarcina ja Mycobacterium, joita on

15 kuvattu jo EP-hakemusjulkaisussa 152 948. Muuntaminen voi-

daan toteuttaa sekd ndiden mikro-organismien seoksilla
ettd eristetyilld puhtailla mikro-organismeilla, sekad ste-
riileills ettéd epésteriileills.
' Tarkoituksenmukaisuussyistd menetelmd8 toteutetaan
20 mikro-organismilajilla
Pseudomonas acidovorans DSM 4746,

Achromobacter xylosoxydans DSM 2402,

.o

Achromobacter xylosoxydans DSM 2783,
Pseudomonas putida NCIB 10 521,
25 Pseudomonas putida NCIB 8176
tai niistd polveutuvilla lajeilla tai niiden mutanteills,

.
« oo o
.

.

edullisesti Pseudomonas acidovorans DSM 4746 -lajilla.
Pseudomonas acidovorans DSM 4746 -lajin mikro-orga-

el nismit talletettiin kokoelmaan Deutsche Sammlung von Mik-

ﬁ'“ 30 roorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroderweg 1b,

... D-3300 Braunschweig, 25. heindkuuta 1988.

Ji My6s lajeihin Achromobacter xylosoxydans DSM 2402

e’ ja DSM 2783 kuuluvat mikro-organismit on talletettu edella

mainittuun instituuttiin, ja niitd on kuvattu jo EP-hake-

*i*e: 35 musjulkaisussa 152 948.
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Lajeihin Pseudomonas putida NCIB 10 521 ja NCIB
8176 kuuluvat mikro-organismilajit on talletettu kokoel-
Torry
Skot-

maan National Collection of Industrial Bacteria,
Research Station, 135 Abbey Road, Aberdeen AB98DC,
lanti.

Ennen varsinaista muuntamista toteutetaan tavalli-
sesti sek8 mikro-organismien viljely ettd indusointi niko-
tiinihapolla.

Viljely ja indusointi tehdddn edullisesti kdyttden
ainoana hiilen, typen ja energian l&hteend& nikotiinihap-
poa.

Mikro-organismit voidaan sitten korjata talteen
ennen substraatin (pyratsiinikarboksyylihapon) lis&ystd ja
suspendoida uudelleen tuoreeseen kasvualustaan tai subst-
raatti (pyratsiinikarboksyylihappo) voidaan lis&td suoraan
alkuperédisessa kasvualustassa oleviin mikro-organismeihin.
Varsinaista prosessia varten solususpension optinen tiheys
aallonpituudella 650 nm on tarkoituksenmukaista s&ataa
- 100, edullisesti alueelle 10 - 30.

sekd viljelyssd ettd varsinaisessa

sitten alueella 1

Kasvualustoina,
muuntamisessa, voidaan kdyttd& alalla tavanomaisia alusto-
ja. Edullisesti k&ytet&&n alustaa, jonka koostumus on esi-
tetty taulukossa 1.

Substraatti
lis&td yhdelld kertaa tai sitd voidaan lisdatd jatkuvatoi-

(pyratsiinikarboksyylihappo) voidaan
misesti.

Substraatin lis&ys on tarkoituksenmukaista tehda
niin, ett& substraatin pitoisuus ei kohoa suuremmaksi kuin
20 paino-%, edullisesti suuremmaksi Kuin 5 paino-%. Pyrat-
siinikarboksyylihapon ja/tai sen suolojen muuntaminen 5-
hydroksipyratsiinikarboksyylihapoksi ja/tai sen suoloiksi
toteutetaan tavallisesti lepotilassa olevilla soluilla.

Muuntaminen on tarkoituksenmukaista toteuttaa aero-
bisissa olosuhteissa pH:ssa 4 - 10, edullisesti pH:ssa 6 -
8.
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Ladmpdtilan on tarkoituksenmukaista olla 10 °C:n ja
60 °C:n v31ills, edullisesti alueella 15 - 45 °C.

Tavanomaisen reaktioajan jdlkeen, joka on 4 - 100
tuntia, tuote voidaan saostaa lisd&&mdlld soluja sisglté-
mattdmdé&n liuokseen happoa ja saada talteen ammattimiehel-
le tutuin eristysmenetelmin. 5-hydroksipyratsiinikarbok-
syylihapon natriumsuolan tapauksessa tuote saostuu jo
muuntamisen aikana.

Esimerkki ‘1

Pseudomonas acidovorans DSM 4746 -lajia viljeltiin
fermenttorissa mineraalisuola-alustassa (taulukko 1), jo-
hon lisdttiin jatkuvatoimisesti natriumnikotinaattia
(0,6 g/1/h), pH:ssa 7,0 ja lampttilassa 30 °C, kunnes saa-
vutettiin optinen tiheys (aallonpituudella 650 nm) 10.
Solut erotettiin sitten sentrifugoimalla ja suspendoitiin
uudelleen 2 litraan liuosta, joka sisdlsi 1 moolin (146 g)
pyratsiinikarboksyylihapon natriumsuolaa (pH 7,0). Optinen
tiheys aallonpituudella 650 nm oli silloin 20. 16 tunnin

inkubointiajan jdlkeen, joka inkubointi tehtiin aerobisis-

sa olosuhteissa pH:ssa 7,0 ja lamp&étilassa 30 °C, ei UV-
spektroskopian avulla kyetty end8 havaitsemaan lainkaan
l&htdainetta. Osa muodostuneesta 5-hydroksipyratsiinikar-
boksyylihapon natriumsuolasta kiteytyi jo ndissd& koeolo-
suhteissa. Saostunut tuote erotettiin yhdessd@ biomassan
kanssa sentrifugoimalla. Muodostunut sakka suspendoitiin
sitten uudelleen 500 ml:aan vettd ja erotettiin taas sen-
trifugoimalla. Soluja sisdltdmdttOmédt supernatantit yhdis-
tettiin, vékevditiin pydrshaihduttimella 300 ml:n tilavuu-
teen ja j&8hdytettiin 0O °C:seen. Muodostuneet kiteet ero-
tettiin suodattamalla ja kuivattiin. Kyettiin erist&m&an
yhteensd 0,67 moolia (108 g) 5-hydroksipyratsiinikarbok-
syylihappoa, mikd vastaa 67 %:n saantoa kdytetyn pyratsii-

nikarboksyylihapon natriumsuolan pohjalta laskettuna.
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Esimerkki 2
Pseudomonas acidovorans DSM 4746 -lajia viljeltiin

fermentterissé& mineraalisuola-alustassa (taulukko 1), jo-
hon lisattiin  jatkuvatoimisesti natriumnikotinaattia
(0,6 g/1/h), pH:ssa 7,0 ja lampdtilassa 30 °C, kunnes saa-
vutettiin optinen tiheys (aallonpituudella 650 nm) 10.
Solut erotettiin sitten sentrifugoimalla ja suspendoitiin
uudelleen 100 ml:aan liuosta, joka sis&lsi 0,056 moolia
(7,9 g) pyratsiinikarboksyylihapon ammoniumsuolaa (pH
7,0). Optinen tiheys aallonpituudella 650 nm oli silloin
20. 24 tunnin inkubointiajan j&lkeen, joka inkubointi teh-
tiin aerobisissa olosuhteissa pH:ssa 7,0 ja lé&mp®ttilassa
30 °C, ei UV-spektroskopian avulla kyetty endd havaitse-
maan lainkaan l&httainetta. Sen jdlkeen soluja sisdltamét-
tém&n supernatantin pH sé&ddettiin wv&kevdlld rikkihapolla
arvoon 2,0 5-hydroksipyratsiinikarboksyylihapon saostami-
seksi. Suspensio jd&dhdytettiin sitten 4 °C:seen ja suoda-
tettiin. Suodatusj&&nnds pestiin kahdesti 10 ml:1lla vetta
ja kuivattiin. Kyettiin erist&m&&n yhteensd 0,054 moolia
(7,56 g) 5-hydroksipyratsiinikarboksyylihappoa, mik& vas-
taa 96 %:n saantoa kaytetyn pyratsiinikarboksyylihapon
ammoniumsuolan pohjalta laskettuna. 5-hydroksipyratsiini-

karboksyylihappopitoisuus o0li HPLC:n mukaan > 90 %.

Taulukko 1

Mineraalisuola-alustan koostumus

MgCl,-6H,0 0,8 g/1
CacCl, 0,16 g/1
Na,SO, 0,25 g/1
KH,PO, 0,4 g/1
Na,HPO, 0,9 g/1
SLF 1 ml/1

FeEDTA 15 ml/1



Mineraalisuola-alustan hivenaineiden (SLF) koos-

tumus
KOH 15 g/1
EDTANa, - 2H,0 100 g/1
5 ZnS0O,-7H,0 9 g/l
MnCl,-4H,0 4 g/1
H,BO, 2,7 g/1
CoCl,-6H,0 1,8 g/1
CuCl,-2H,0 1,5 g/1
10 NiCl,.6H,0 0,18 g/1
Na,Mo0, * 2H,0 0,2 g/1
FeEDTA:n koostumus
EDTANa, - 2H,0 5 g/1
15 FeS0,+7H,0 2 g/l

(Liuoksen pH s#&dettiin arvoon 7,0.)
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Patenttivaatimukset

1. Mikrobiologinen menetelmd 5-hydroksipyratsiini-
karboksyylihapon Jja/tai sen suolojen valmistamiseksi,
tunnettu siitad, ettd substraattina kaytettava py-
ratsiinikarboksyylihappo ja/tai sen suola muunnetaan sel-
laisten mikro-organismien awvulla, Jjotka kuuluvat su-
kuun/sukuihin Pseudomonas ja/tai Achromobacter ja/tai Ba-
cillus ja/tai Azorhizobium ja/tai Sarcina ja/tai Mycobac-
terium ja jotka kasvavat kayttden ainoana hiilen, typen ja

energian ldhteenddn nikotiinihappoa ja/tai sen suoloja, 5-
hydroksipyratsiinikarboksyylihapoksi ja/tai sen suolaksi,
joka akkumuloituu kasvualustaan.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siit3d, ettid muuntaminen toteutetaan mik-

ro-organismilajilla Pseudomonas acidovorans DSM 4746 tai
siita polveutuvilla lajeilla tai sen mutanteilla. ‘

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelnd,
tunnettu siitd, ettd muuntaminen toteutetaan mik-

ro-organismilajilla Pseudomonas putida NCIB 10 521 ja/tai

mikro-organismilajilla Pseudomonas putida NCIB 8176 tai

niista polveutuvilla lajeilla tai niiden mutanteilla.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettid muuntaminen toteutetaan mik-
ro-organismilajilla Achromobacter =xylosyxydans DSM 2402

ja/tai mikro-organismilajilla Achromobacter xylosyxydans
DSM 2783 tai niistd polveutuvilla lajeilla tai niiden mu-
tanteilla.

5. Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 4 mukainen me-
netelma, tunnettu siitd, ettd muuntaminen to-
teutetaan lisdten substraatti yhdelld kertaa tai lisaten
sita jatkuvatoimisesti niin, ettad substraatin pitoisuus ei
kohoa suuremmaksi kuin 20 paino-%.

6. Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 5 mukainen me-
netelms, tunnettu siita, etta muuntaminen to-
teutetaan aerobisissa olosuhteissa pH:ssa 4 - 10 ja lampo-
tilassa 10 - 60 °C.
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nen toteutetaan lis&ten substraatti yhdelld kertaa tai
lisdten sitda jatkuvatoimisesti niin, ettd substraatin pi-
toisuus ei kohoa suuremmaksi kuin 20 paino-%.

7. Ainakin jonkin patenttivaatimuksista 1 - 6 mu-
kainen menetelmd8, tunnettu siitd, ettd muuntami-
nen toteutetaan aerobisissa olosuhteissa pH:ssa 4 - 10 ja
l&mpdtilassa 10 - 60 °C.
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