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Sposob mikrobiologickej vyroby kyseliny 5-hydroxypy-
razinkarboxylovej a/alebo jej soli je zaloZeny na tom, Ze
sa kyselina pyrazinkarboxylové a/alebo jej soli ako sub-
strat premenia pomocou mikroorganizmov  rodu
Pseudomonas alalebo Achromobacter, ktoré rasta s ky-
selinou nikotinovou a/alebo jej solami ako jedinym
zdrojom uhlika, dusika a energie, na kyselinu 5-hydro-
xypyrazinkarboxylovil a/alebo jej soli, ktoré sa akumu-
luji v médiu.
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Spbsob mikrobiologickej viroby kyseliny S-hydroxypyrazinkarboxylovej

Oblast techniky

Vynalez sa tyka naBho spodsobu vyroby kyseliny 5-.l;1zdroxypyrazin-
karboxylovej a/alebo jej soli pomocou mikroorganizmov spracﬂfjfacich kyselinu
nikotinova a/alebo jej soli, pricom vychodiskovou latkou je kyselina pyrazin-
karboxylova a/alebo jej soli.

V' nasledujicom texte sa pod pojmami kyselina nikotinova, kyselina
pyrazinkarboxylova a kyselina S-hydroxypyrazinkarboxylova rozumeju tiez ich soli,
ako su napriklad ich alkalické soli alebo amonné soli.

Doterajsi stav techniky

Kyselinu 5-hydroxypyrazinkarboxylovil je mozné pouzit napriklad ako
medziprodukt na vyrobu farmaceutickych prostriedkov, ako napriklad na vyrobu
pyrazin-nukleozidovych analdgov s cytostatickym cinkom (M. Bobek, J. Hetero-
cyclic Chem., 1991, 28, str. 1131).

Je zname, Ze sa kyselina S-hydroxypyrazinkarboxylova tvori pri metabo-
lizme u psov a ludi z pyrazinamidu cez kyselinu pyrazinkarboxylovl (J. Pharma-
col. Exp. Ther., 1972, 180(2), 411-434).

Opisuje sa pétstupiovy chemicky spdsob vyroby kyseliny 5-hydroxy-
pyrazinkarboxylovej, pri ktorom sa vychadza naprikiad z furfurylglyoxalu (J.
Heterocyclic Chem. 19, 1982, str. 402). Nevyhoda tohto postupu v8ak spociva v
tom, Ze je nevhodny pre priemyselné vyuzitie.

Mikrobiologicky spdsob vyroby kyseliny S-hydroxypyrazinkarboxylovej nie je
az dosial znamy.

Podstata vynalezu

Ulohou predioZeného vynalezu je dat k pouZitiu jednoduchy, hospodarny a
ekologicky spdsob vyroby kyseliny S-hydroxypyrazinkarboxylove;.

Uloha bola vyrie§ena novym spdsobom podla patentového naroku 1.

Podla vynalezu sa kyselina pyrazinkarboxylova ako substrat premeni
pomocou mikroorganizmov, ktoré rastl s kyselinou nikotinovou ako jedinym
zdrojom uhlika, dusika a energie, na kyselinu 5-hydroxypyrazinkarboxylovi. Tato
kyselina sa akumuluje v médiu.



Pre tento postup st vhodné v podstate vietky mikroorganizmy, ktoré odbu-
ravaju kyselinu nikotinovu cez kyselinu 6-hydroxynikotinovi. Tieto mikroorganizmy
je mozne izolovat obvyklymi mikrobiologickymi postupmi napriklad z d&istiacich
zariadeni pomocou kyseliny nikotinovej ako rastového substratu. Napriklad je
mozne pouzit' také mikroorganizmy rodu Pseudomonas, Achromobacter, Bacillus,
Azorhizobium, Sarcina a Mycobacterium, ktoré st uz popisané v EP-A 152 948.
Reakciu je mozné uskutoénit ako so zmesami, tak aj s Cistymi izolatmi tychto
mikroorganizmov, sterilne alebo nesterilne. '

Postup sa uskutociuje ucelne s mikroorganizmami druhu

Pseudomonas acidovorans DSM 4746

Achromobacter xylosoxydans DSM 2402

Achromobacter xylosoxydans DSM 2783

Pseudomonas putida NCIB 10521

Pseudomonas putida NCIB 8176
ako i s ich descedentami a mutantami, vyhodne s Pseudomonas acidovorans
DSM 4746.

Mikroorganizmy druhu Pseudomonas acidovorans DSM 4746 boli ulozené
25. jula 1988 do Nemeckej zbierky mikroorganizmov a bunkovych kultar s. r. o.
(DSM), Mascheroderweg 1b, D-3300 Braunschweig.

Mikroorganizmy druhu Achromobacter xylosoxydans DSM 2402 a DSM
2783 su tiez ulozené u vyssie menovanej institucie a st uz popisané v EP-A 152
948.

Mikroorganizmy druhu Pseudomonas putida NCIB 10521 a NCIB 8176 su
uloZzené v Narodnej zbierke priemyselnych baktérii, Torry Research Station, 135
Abbey Road, Aberdeen AB98DC, Scotland.

Z%Saige sa pred vlastnou reakciou uskutocriuje ako kultivacia tak aj
indukciaYmikroorganizmov pomocou kyseliny nikotinovej. Vyhodne sa kultivacia a

indukcia uskuto¢nuju pomocou kyseliny nikotinovej ako jediného zdroja uhlika,
dusika a energie. P

Pred pridanim substratu kyseliny pyrazinkarboxylovej mézu sa mikro-
organizmy ziskat’ bud’ pomocou obvyklych deliacich postupov a resuspendovat' v
Cerstvom médiu, alebo sa substrat kyselina_pyrazinkarboxylova pridava priamo k
mikroorganizmom v pdvodnom rastovom médiu. Pre vlastny postup sa potom
bunkova suspenzia ucelne upravi na hodnotu optickej hustoty pri 650 nm od 1 do
100, vyhodne od 10 do 30.

Ako médidsa ako pre kultivaciu. & aj pre vlastnu reakciu pouzivaju média
obvyklé v odbore. Vyhodne sa pouziva médium, ktorého zloZenie je/uvedené v
tabulke 1. Substrat kyselina pyrazinkarboxylova sa pridava jednorazovo alebo



pehe

kontinualne. Substrat sa Ucelne pridava tak, aby\/koncentrécia substratu nepre-
siahla 20 % hmotnostnych, vyhodne 5 % hmotnostnych. ZvyCajne sa premena
kyseliny pyrazinkarboxylovej al/alebo jej soli na kyselinu 5-hydroxypyrazin-
karboxylov( a/alebo jej soli uskuto&iuje s bunkami v kfude.

Reakcia sa ucelne uskutocnuje za aerc/)bn)'Ich podmienok pri hodnote pH od
4 do 10, vyhodne pri hodnote pH od 6 do 8. Teplota je ucelne medzi 10 a 60 °C,
vyhodne medzi 15 a 45 °C. Po zvycajnej dobe reakcie od 4 do 100 hodin sa
produkt vyzraza okysglenim bezbunkového roztoku a ziska sa pomocou v odbore
bezne pouzZivanych metéd spracovania. V pripade sodnej soli kyseliny 5-
hydroxypyrazinkarboxylovej sa produkt vyzraza uz v priebehu reakcie.

Priklady uskutocnenia vynalezu

Priklad 1

Pseudomonas acidovorans DSM 4746 sa pestuje v médiu obsahujicom
mineraine soli (tabulka 1) za kontinudineho pridavania nikotinatu sodného (0,6
g/I/h),vo fermentore pri pH 7,0 a pri teplote 30 °C az X optickej hustot? 10 pri 650
nm. Potom sa bunky odstredia a resuspenduju v 2 | roztoku, ktory obsahuje 1 mol
(146 g) sodnej soli kyseliny pyrazinkarboxylovej, pH 7,0. Hodnota optickej hustoty
pri 650 nm je potom 20. Po 16 hodinovej inkubacnej dobe za aerébnflch
podmienok poEiokBQJ],O a teplote 30 °C sa uz neda dekézat pomocou UV-
spektroskopie¥ziadny edukt. Cast vytvorenej sodnej soli kyseliny 5-hydroxy-
pyrazinkarboxylovej vykrystalizuje uz za tychto podmienok pokusu. VyzréZany
produkt sa odstredi spolu s biomasou. Vytvoreny sediment sa potom resus-
penduje v 500 ml vody a znovu odstredi. Bezbunkové supernatanty sa spoja a
zahustia az na 300 m! pomocou rotaéného odparovacieho zariadenia a ochladia
na 0 °C. Vytvorené krystaly sa sfiltruji a vysuSia. Celkove sa ziska 0,67 mol (108
g) sodnej soli kyseliny 5-hydroxypyrazinkarboxylovej. To zodpoveda vytazku 67
%, vztazené na vnesenu sol kyseliny pyrazinkarboxylovej.

Priklad 2

Pseudomonas acidovorans DSM 4746 sa pestuje v médiu obsahujucom
mineralne soli (tabulka 1) za kontinualneho pridavania nikotinatu sodného (0,6
g/l/h) vo fermentore pri pH 7,0 a pri teplote 30 °C az k optickej hustote 10 pri 650
nm. Potom sa bunky odstredia a resuspenduju v 100 ml roztoku, ktory obsahuje
0,056 mol (7,9 g) amo/nnej soli kyseliny pyrazinkarboxylovej, pH 7,0. qunota




optickej hustoty pri 650 nm je potom 20. Po 24 hodinovej inkubaénej dobe za
aerobnych podmleﬁok pri pH 7,0 a teplote 30 °C sa uz neda dekazat pomocou
UV- spektroskople‘/madny edukt. Potom sa bezbunkovy supernatant okys]i
koncentrovanou kyselinou sirovou az na pH 2,0, aby sa vyzrazala kyselina 5-
hydroxypyrazinkarboxylova. Potom sa suspenzia ochladi na 4 °C a filtruje. Zvy$ok
po filtracii sa dvakrat premyje 10 ml vody a vysusi. Celkove sa ziska 0,054 mol
(7,56 g) kyseliny 5-hydroxypyrazinkarboxylovej. To zodpoveda vytazku 96 %
vztazené na vnesenu amonnu sol kyseliny pyrazinkarboxylovej. Obsah kyseliny 5-
hydroxypyrazinkarboxylovej je pomocou HPLC vacsi ako 90 %.

Priklad 3

Achromobacter xylosoxydans DSM 2738 sa pestuje v styroch 500 m! Erlen-
meyerovych bankach, obsahujucich kazdd-200 ml média s mineralnymi sofami
(tabulka 1), na trepacom zariadeni pri teplote 30 °C. Ako zdroj uhlika a energie sa
k médiu pridaju 2 g/l (13,7 mmol na liter) nikotinatu sodného. Po 36 hod. sa bio-
masa odstredi a jedenkrat sa premyje v rovnakom meédiu bez kyseliny nikotinovej.
Potom sa bunky resuspenduju v 100 ml rovnakého média, ktoré obsahuje 35,3 g/l
(24, 2 mmol) sodnej soli kyseliny pyrazinkarboxylovej. Hodnota optickej hustoty
bunEeﬁej suspenzie je 20 pri 650 nm. Po daliej 16 hod inkubacii pri 30 °C na tre-
pacom zariadeni sa v bezbune@om supernatante\/pektrofotometrlcky nedokaze
Zadna kyselina pyrazinkarboxylova. Koncentracia kyseliny 5- hydroxypyrazm-
karboxylovej je 36 g/l (25,7 mmol) pomocou UV-spektroskople M/ zodpoveda
kvantitativnemu vytazku, vztiahnuté Ma vnesend kyselinu pyrazmkarboxylovu Pre
vypocet koncentracie kyseliny 5-hydroxypyrazinkarboxylovej sa pouzije molarny
extinkény koeficient 5° 603 M cm ™ pri 308 nm, H ,0, PH 7,0.

Tabulka 1: Zlozenie média obsahujuceho mineralne soli

- MgCly . 6 HoO 08 gl
- CaCly 0,16 g/l
- NapxS04 0,25 gl
- KHoPO4 04 4
- NasHPO4 09 gl
- SLF 1 mi/l

- FeEDTA 15 mii



Zlozenie stopovych prvkov (SLF) v médiu obsahujicom minerélne soli

- KOH 15 g/l
- EDTANas . 2 HyO 100 g/l
- ZnS0O4 .7 H2O 9 gll
- MnCiz.4H20 4 gl
- H3BO3 2,7 gl
- CoClp. 6 HyO 1.8 g/l
- CuCly . 2H20 1,5 gl
- NiClo . 6 HoO 0,18 g/l
- NapMoQ4 . 2 H20O 02 gl

Zlozenie FeEDTA:

- EDTA Na2 .2 H20 5 afl
- FeSO4 .7 H20 2 g/l

(pH roztoku sa upravi na hodnotu 7,0)
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PATENTOVE NAROKY

Spdsob mikrobiologickej vyroby kyseliny 5-hydroxypyrazinkarboxylovej
alalebo jej soli, vyznacd¢ujuci sa tym 2ze sa kyselina
pyrazinkarboxylova a/alebo jej soli ako substrat premenia pomocou mikro-
organizmov rodov Pseudomonas al/alebo Achromobacter, ktoré rastd
s kyselinou nikotinovou a/alebo jej sofami ako jedinym zdrojom uhlika, du-
sika a energie, na kyselinu 5-hydroxypyrazinkarboxylova a/alebo jej soli,
ktoré sa akumuluju v mediu.

Sposob podia naroku 1, vyznadéujlci sa tym, Ze sa premena
uskuto&nuje s mikroorganizmami rodu Pseudomonas acidovorans DSM
4746 alalebo s ich spontannymi mutantami, ktoré si zachovavaju funkéné
schopnosti materského mikroorganizmu.

Sposob podia naroku 1, vyznadcujlci sa tym, Ze sa premena
uskuto&nuje s mikroorganizmami druhu Pseudomonas putida NCIB 1 0521
alalebo s mikroorganizmami druhu Pseudomonas putida NCIB 8176
alalebo sich spontannymi mutantami, ktoré si zachovavaju funkéné
schopnosti materského mikroorganizmu.

Spésob podia naroku 1, vyznacujuci sa tym, zZe sa premena
uskutociiuje s mikroorganizmami druhu Achromobacter xylosoxydans
DSM 2402 a/alebo s mikroorganizmami druhu Achromobacter xylosoxy-
dans DSM 2783 a/alebo s ich spontannymi mutantami, ktoré si zachova-
vaju funkéné schopnosti materského mikroorganizmu.

Sposob podia aspori jedného z narokov 1az 4, vyznac ujuci sa
ty m, ze sa premena uskutodfiuje pri jednorazovom alebo kontinualnom
pridavani substratu, tak aby koncentracia substratu nepresiahla 20%
hmotnostnych. "

Sposob podia aspon jedného z narokov 1az 5, vyzna ¢ujacisa
ty m, Ze sa premena uskutochuje za aerébnych podmienok pri hodnote
pH od 4 do 10 a pri teplote od 10 do 60 °C.
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