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Beschreibung
Technisches Gebiet

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfah-
ren zur Herstellung einer Amidverbindung aus einer
Nitrilverbindung unter Verwendung eines Mikroorga-
nismus mit Nitrilhydratase-Aktivitat.

Technischer Hintergrund

[0002] Kirzlich wurde ein Verfahren zur Synthetisie-
rung einer Verbindung unter Verwendung eines
Bio-Katalysators zur Herstellung einer Vielzahl von
Verbindungen verwendet, da es Vorteile, wie bei-
spielsweise milde Reaktionsbedingungen, verein-
fachte Reaktionsverfahren und eine hohe Reinheit
der Reaktionsprodukte aufgrund geringer Mengen an
Nebenprodukten gibt.

[0003] Seit der Entdeckung von Nitrilhydratase, ei-
nem Enzym, das eine Nitrilverbindung in eine
Amidverbindung umwandelt, ist die Verwendung ei-
nes Biokatalysators zur Herstellung von Amidverbin-
dungen aktiv untersucht worden (JP Patentverdéffent-
lichung (Kokai) Nr. 11-123098, JP Patentverdffentli-
chung (Kokai) Nr. 7-265091, JP Patentveroffentli-
chung (Kokoku) Nr. 56-38118 und JP Patentverof-
fentlichung (Kokai) Nr. 11-89575).

[0004] Gegenwartig wird ein Mikroorganismus, der
Nitrilhydratase-Aktivitat besitzt, zur Herstellung von
Acrylamid, Nicotinamid oder ahnlicher auf industriel-
lem Niveau fir ein verbessertes Reaktionsverfahren
unter Gesichtspunkten der Durchfihrbarkeit, der Si-
cherheit, der wirtschaftlichen Effizienz und anderer
Faktoren verwendet.

[0005] Bis heute sind eine betrachtliche Anzahl Mi-
kroorganismen gefunden worden, die Nitrilhydrata-
se-Aktivitaten aufweisen. Beispiele hierfur schlieRen
Mikroorganismen ein, die zu den Genera Nocardia,
Corynebacterium, Bacillus, Pseudomonas, Micrococ-
cus, Rhodococcus, Acinetobacter, Xanthobacter,
Streptomyces, Rhizobium, Klebsiella, Enterobacter,
Erwinia, Aeromonas, Citrobacter, Achromobacter,
Agrobacterium und Pseudonocardia gehoéren.

[0006] Hierunter exprimieren die Genera Pseudo-
monas, Bacillus, Rhodococcus und Pseudonocardia
eine Nitrilhydratase mit sehr hohem Niveau an Aktivi-
tat und Stabilitat. Daher werden diese auf industriel-
lem Niveau oder dhnlichen Niveaus verwendet.

[0007] Des Weiteren ist bei der Kultivierung dieser
Mikroorganismen bekannt, dass eine mikrobielle Zel-
le mit hoher aktiver Nitrilhydratase durch ein Verfah-
ren gewonnen wird, bei dem Nitrile oder Amide (JP
Patentveréffentlichung (Kokoku) Nr. 61-43996 und
61-43999) zugegeben werden, ein Verfahren, bei
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dem Aminosaure hinzugegeben wird (JP Patentver-
offentlichung (Kokoku) Nr. 61-43997 und 61-43998),
ein Verfahren, bei dem eine Art von Metallionen hin-
zugegeben wird (JP Patentverdffentlichung (Kokai)
Nr. 61-162193, JP Patentverdffentlichung (Kokoku)
Nr. 6-55148 und JP Patentverdffentlichung (Kokai)
Nr. 8-187092), oder ahnliche.

[0008] Im Gegensatz dazu hat ein Biokatalysator im
Hinblick auf die Warme eine geringe Stabilitat, und
daher missen die Reaktionen bei niedrigen Tempe-
raturen durchgefihrt werden. Das fihrt zu einer ver-
minderten Reaktionsgeschwindigkeit pro Katalysator.
Wenn eine Verbindung hergestellt wird, indem ein Bi-
okatalysator auf industriellem Niveau hergestellt
wird, sollte die Katalysatorkonzentration im Reakti-
onsgefall daher erhoht werden.

[0009] Ein derzeit bekanntes industrielles Verfahren
zur Herstellung einer Amidverbindung aus einer Nit-
rilverbindung unter Verwendung eines Biokatalysa-
tors wird gleichermalRen durch die Immobilisierung
mikrobieller Zellen durchgefiihrt, um sie partikelfor-
mig zu machen, die Katalysatorkonzentration im Re-
aktionsgefal® zu erhéhen, und die Abtrennung des
Katalysators zu erleichtern (siehe Kagaku to Kogyo
(Chemistry and Chemical Industry) Vol. 43, Nr. 7, S.
1098-1101 (1990), JP Patentverdffentlichung (Kokai)
Nr. 54-143593 und 54-144889). Ebenfalls wird ein
Verfahren zur Immobilisierung der Zelle untersucht
(siehe JP Patentverdffentlichung (Kokai) Nr.
57-39792 und 62-294083). Wenn die effiziente Pro-
duktion einer Amidverbindung auf industriellem Ni-
veau beabsichtigt wurde, wurde die Immobilisierung
von Zellen in einer héheren Konzentration als wichtig
angesehen (siehe JP Patentverdffentlichung (Kokai)
Nr. 7-203964).

[0010] Jedoch haben die vorstelligen Erfinder eine
mikrobielle Zelle, die eine starke Nitrilhydratase-Akti-
vitat aufweist ,entrap"-immobilisiert und sie in der Re-
aktion verwendet. Im Ergebnis wurde bestatigt, dass
eine Nitrilverbindung als ein Reaktionssubstrat
und/oder eine Amidverbindung als Reaktionsprodukt
Diffusionsdefekte bei ,entrap"-immobilisierten Parti-
keln verursacht, und die Reaktionsgeschwindigkeit
wurde signifikant vermindert.

[0011] Beispielsweise war die Reaktionsgeschwin-
digkeit abhangig von den Reaktionsbedingungen bei
einem Vergleich der anfanglichen Reaktionsge-
schwindigkeiten zwischen den ,entrap"-immobilisier-
ten Zellen und den nicht immobilisierten Zellen signi-
fikant auf ein Zehntel oder darunter vermindert. Nicht
nur die anfangliche Reaktionsgeschwindigkeit wird
signifikant verringert, sondern auch die Aktivitat des
Enzyms in dem ,entrap"-immobilisierten Katalysator,
welcher aufgrund eines Diffusionsdefektes nicht voll-
stédndig an der Reaktion teilnehmen kann, so dass
diese wahrend der Reaktion vermindert wird. Dies
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vermindert auch die Menge der Amidverbindung, die
pro Menge Zelleinheiten produziert wird.

[0012] Genauer fuhrt die verminderte Reaktionsge-
schwindigkeit oder die verringerte Menge der
Amidverbindung, die pro Menge Zelleinheiten herge-
stellt wird, wie oben erwahnt wurde, zu nachteiligen
Bedingungen. Unter derartigen Bedingungen dauert
es lange, um die Zielverbindung anzuhdufen, wenn
eine Amidverbindung in einer Batch-Reaktion herge-
stellt wird, und die GréRRen der Anlagen missen im
Falle einer kontinuierlichen Reaktion vergréfert wer-
den.

[0013] Daher ist es ein Ziel der vorliegenden Erfin-
dung, Probleme zu I8sen, die beim Verfahren zur
Herstellung einer Amidverbindung aus einer Nitrilver-
bindung unter Verwendung eines Biokatalysators
auftreten, wie beispielsweise die verringerte Reakti-
onsgeschwindigkeit oder die verminderte Menge der
Amidverbindung, die pro Menge Zelleinheit herge-
stellt wird. Diese Probleme werden durch die Verwen-
dung einer immobilisierten mikrobiellen Zelle verur-
sacht, die eine starke Hydrilhydratase-Aktivitat auf-
weist.

[0014] Um das obige Ziel zu erreichen, haben die
vorstelligen Erfinder konzentrierte Untersuchungen
bezlglich einer besser geeigneteren Form eines Ka-
talysators als des immobilisierten Katalysators durch-
gefihrt. Im Ergebnis haben sie herausgefunden,
dass eine Amidverbindung effizienter hergestellt wer-
den koénnte, wenn eine mikrobielle Zelle verwendet
wird, die eine hohe Nitrilhydratase-Aktivitat von 50 U
oder daruber pro mg trockener Zellen bei 10°C auf-
weist, und bei der die mikrobielle Zelle mit einer Nit-
rilverbindung in Kontakt gebracht wird, wahrend die-
se in einem wassrigen Medium suspendiert sind, als
im Falle, wenn die Zelle immobilisiert wird. Dies hat
zur Vollendung der vorliegenden Erfindung gefuhrt.

[0015] Genauer gesagt betrifft die vorliegende Erfin-
dung ein Verfahren zur Herstellung einer Amidverbin-
dung aus einer Nitrilverbindung unter Verwendung ei-
nes mikrobiellen Katalysators, wobei eine mikrobielle
Zelle mit Nitrilhydratase-Aktivitat von 50 U oder héher
pro mg Trockenzellmasse bei Reaktionstemperatu-
ren von 10°C mit einer Nitrilverbindung in einem
wassrigen Medium in Kontakt gebracht wird, ohne
immobilisiert zu sein.

Offenbarung der Erfindung

[0016] Die vorliegende Erfindung wird nachfolgend
im Detail beschrieben.

[0017] In der vorliegenden Erfindung kann ein Mi-
kroorganismus verwendet werden, der eine Nitrilhyd-
ratase-Aktivitat hat, die 50 U oder darlber pro mg
Trockenzellmasse bei einer Reaktionstemperatur
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von 10°C betragt, welche durch FERM BP-1478 defi-
niert wird.

[0018] Die Einheit ,U" der Enzymaktivitat, die erfin-
dungsgemal’ verwendet wird, bedeutet, dass 1 pmol
der entsprechenden Amidverbindung aus einer Nitril-
verbindung pro Minute hergestellt wird. Der Begriff
»=Enzymaktivitat", der hier verwendet wird, bezieht
sich auf den Wert der Enzymaktivitat, welcher unter
Verwendung einer Nitrilverbindung gemessen wird,
die in der Produktion verwendet wird.

[0019] Die Enzymaktivitat wird durch das Platzieren
von 5 ml 50 mM Phosphatpuffer, welcher auf einen
optimalen pH des Enzyms eingestellt ist (z. B. pH 7)
in einem Testréhrchen mit einem Durchmesser von
30 mm, das Suspendieren von 2 mg der kultivierten
und gewaschenen Zellen (Trockengewicht) hierin so-
wie das Schitteln des Roéhrchens in einem Wasser-
bad bei 10°C gemessen. Ungefahr 5 Minuten spater
wird ein Phosphatpuffer, der zuvor hergestellt worden
ist, und 1 bis 5% Nitrilverbindung enthalt, bei 10°C
platziert und auf den optimalen pH-Wert eingestellt
wurde, hinzugegeben. Die Konzentration der
Amidverbindung, die nach einer gewahlten Reakti-
onsdauer generiert wird, wird unter Verwendung ei-
ner Analyseausristung gemessen, wie beispielswei-
se der Gas-Chromatographie oder FlUssig-
keits-Chromatographie, wodurch die Enzymaktivitat
berechnet wird.

[0020] Die Reaktionsdauer wird so bestimmt, dass
eine Reaktionslésung eine Nitrilverbindung in einer
Konzentration zurlickhalt, bei der die Reaktionsge-
schwindigkeit nicht verringert wird, und die Konzent-
ration der Amidverbindung, welche erzeugt wird,
hoch genug ist, um am Ende der Reaktion akkurat
gemessen zu werden.

[0021] Die vorliegende Erfindung ist effizient, wenn
eine mikrobielle Zelle mit einer Enzymaktivitat von 50
U oder héhe pro mg Trockenzellmasse bei 10°C ver-
wendet wird. Sie ist effizienter unter Verwendung ei-
ner mikrobiellen Zelle mit einer Enzymaktivitat von 80
U oder daruber, und noch effizienter bei einer Aktivi-
tat von 100 U oder daruber.

[0022] Die Nitrilverbindung wird durch die Einwir-
kung der Nitrilhydratase in eine entsprechende
Amidverbindung umgewandelt. Beispiele hierfur
schliel3en ein: aliphatische gesattigte Nitrile, die bei-
spielsweise dargestellt werden durch Acetonitril, Pro-
pionitril, Succinonitril und Adiponitril; aliphatische un-
gesattigte Nitrile, die beispielhaft dargestellt werden
durch Acrylonitril und Methacrylonitril; aromatische
Nitrile, die beispielhaft dargestellt werden durch Ben-
zonitril und Phthalodinitril; und heterozyklische Nitri-
le, die beispielhaft dargestellt werden durch 3-Cyano-
pyridin und 2-Cyanopyridin. Aufgrund der chemi-
schen und physikalischen Eigenschaften einer Nitril-



DE 601 33130 T2 2009.02.26

verbindung sind die Substratspezifitat eines Nitrilhyd-
rataseenzyms und vom industriellen Standpunkt aus
gesehen, sind Acrylonitril und Cyanopyridin als Ziel-
verbindungen der vorliegenden Erfindung bevorzugt.

[0023] Erfindungsgemal ist ein mikrobieller Kataly-
sator, der durch FERM BP-1478 definiert wird, ohne
Lentrap”-immobilisiert zu sein, so, dass die Membran
der mikrobiellen Zelle mit der Reaktionslésung in di-
rektem Kontakt ist. Ein Beispiel hierfur ist eine Form
eines Katalysators, der in einem ,entrap"-Immobili-
sierungsverfahren behandelt wird, bei dem die Zelle
nicht von hoch-molekulargewichtigen Substanzen,
wie Polyacrylamid, Polyvinylalkohol, Carrageenan,
Agar, Gelatine oder Alginsaure eingefangen ist. Ge-
nauer gesagt ist der ,Katalysator ohne ,entrap"-im-
mobilisiert zu sein" gemal der vorliegenden Erfin-
dung eine mikrobielle Zelle, die durch FERM
BP-1478 definiert wird, welche kultiviert wurde, und
gegebenenfalls gewaschen oder anderen Behand-
lungsformen unterworfen wurde, eine mikrobielle Zel-
le, die chemisch mit einer Substanz behandelt wor-
den ist, welche eine polyfunktionale Gruppe hat, bei-
spielsweise Glutaraldehyd, oder eine mikrobielle Zel-
le, die chemisch an eine Oberflache eines Glaskilgel-
chens, Harzes, Kieselsauregels oder ahnlicher ge-
bunden wurde.

[0024] Die Verwendung einer Zelle als Katalysator,
die chemisch mit Glutaraldehyd behandelt wurde, ist
insbesondere unter dem Standpunkt der Verbesse-
rung der Stabilitdt der Katalysator-Enzymaktivitat
vorzuziehen.

[0025] Der Arbeitsschritt, der eine mikrobielle Zelle
mit einer Nitrilverbindung in einem wassrigen Medi-
um in Kontakt bringt, bezieht sich darauf, eine mikro-
bielle Zelle mit Nitrilhydratase-Aktivitat mit einer Nitril-
verbindung in Wasser oder in einem wassrigen Medi-
um in Kontakt zu bringen, das beispielsweise durch
Lésen eines Stabilisators fir die Innenstarke,
pH-Puffer-Kapazitat, oder Nitrilhydratase-Aktivitat im
Wasser hergestellt wurde. Diese kann in einem
Batch-Verfahren oder kontinuierlichen System durch-
gefihrt werden. Die Form der Reaktion wird in Ab-
hangigkeit von Eigenschaften des Reaktionssubstra-
tes, der Reaktionslésung, der Zielverbindung und
ahnlicher oder dem Ausmalfd der Produktion und des
Reaktionsapparats, der entworfen wurde, welcher
hierauf beruht, ausgewahit.

[0026] Vorzugsweise werden die Reaktionsbedin-
gungen, wie beispielsweise die Reaktionstemperatur
und der pH-Wert so kontrolliert, dass sie optimal da-
fur sind, dass eine Amidverbindung in geringerem
Ausmal} oder in geringerer Zeit hergestellt werden
kann.

[0027] Die Konzentration der Amidverbindung, die
in dem oben erwahnten Verfahren angehauft wird,
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betragt vom industriellen Standpunkt aus gesehen
vorzugsweise 20% oder mehr, mehr bevorzugt 50%
oder mehr.

[0028] Diese Beschreibung schlielt alles oder ei-
nen Teil des Inhalts ein, der in der Beschreibung der
Japanischen Patentanmeldung Nr. 2000-387537 of-
fenbart ist, welche ein Prioritdtsdokument der vorlie-
genden Anmeldung ist.

Beste Arten der Durchfihrung der Erfindung

[0029] Die vorliegende Erfindung wird nachfolgend
im Detail unter Bezugnahme auf die folgenden Bei-
spiele beschrieben, obwohl sie nicht hierauf be-
schrankt ist. In den folgenden Beispielen bedeutet
.7%" Masse-Prozent, sofern es nicht anders angege-
ben wurde.

[Beispiel 1] (Herstellung von Acrylamid unter Verwen-
dung einer mikrobiellen Zelle in einem wassrigen Me-
dium)

(1) Zellkultur
(i) Bedingungen der Prakultur:
(Zusammensetzung des Mediums)

2% Fructose, 5% Polypepton (Nihon Pharmaceutical
Co., Ltd.), 0,3% Hefeextrakt (Oriental Yeast Co.,
Ltd.), 0,1% KH,PO,, 0,1% K,HPO,, 0,1%
MgSO,7H,0, pH 7

(Kulturverfahren)

[0030] Medium (100 ml) wurde in konische Kolben
von 500 ml aufgeteilt, und der Kolben wurde mit
Baumwollstoff verschlossen, und er wurde dann in ei-
nem Autoklav bei 121°C fir 20 Minuten sterilisiert.
Rhodococcus rhodochrous J1 (FERM BP-1478) wur-
de inokuliert und fiir 48 Stunden bei 30°C einer
Schattelkultur unterworfen.

(ii) Bedingungen der Hauptkultur:
(Zusammensetzung des Mediums)

Ausgangsmedium: 0,2% Hefeextrakt, 0,1% KH,PO,,
0,1% K,HPO,, 0,1% MgSO,7H,O, pH 7, 0,002%
COCl,-6H,0, 0,025% Ammoniumsulfat, 2% Fructo-
se, 2% Harnstoff, 0,4% Ethanol, 0,1% Pluronic L61
(Asahi Denka Co., Ltd.), pH 7 Spater zugefligtes Me-
dium: 20% Fructose, 5% Ethanol, 6% Ammoniumsul-
fat, pH 6,5

(Kulturverfahren)

[0031] Das Ausgangsmedium (2 Liter) wurde in ei-
nem 3-Liter-Mini-Bottich-Fermenter gegeben und in



DE 601 33130 T2 2009.02.26

einem Autoklav bei 121°C fiir 20 Minuten sterilisiert.
Separat wurden Fructose, Ethanol und Harnstoff
aseptisch durch ein 0,45 Mikrometer Filterpapier (Ad-
vantec Toyo Kaisha, Ltd.) filtriert und zum Medium
gegeben.

[0032] Die Kultur wurde unter Druck-Bedingungen
innerhalb des Gefalles von 0,098 MPa, einer Rihrra-
te von 600 UpM, einer Luftzufuhrrate von 1 vvm, und
einem pH-Wert von 7 sowie einer Temperatur von
30°C durchgefiihrt. Die Kultur wurde beendet, sobald
die maximale Enzymaktivitat erreicht wurde. Danach
wurde das Kulturprodukt mit einem 50 mM Phosphat-
puffer (pH 7,7) gewaschen, und eine Zellsuspension
(Gewicht der Trockenzellen: 15%) wurde gewonnen.

(2) Messung der Nitrilhydratase-Aktivitat

[0033] 50 mM Phosphatpuffer (4,98 ml, pH 7,7) und
20 pl der Zellsuspension wurden in ein Testréhrchen
gegeben und gemischt, das einen Durchmesser von
30 mm hat, und das Réhrchen wurde in einem Tank
bei 10°C fir 5 Minuten geschiittelt. 50 mM Phosphat-
puffer (5 ml, pH 7,7), welcher 5,0% Acrylonitril ent-
halt, welcher zuvor auf 10°C eingestellt wurde, wurde
zugegeben, und das Produkt wurde fur 10 Minuten
reagieren gelassen, die Zellen wurden durch Filtrie-
ren abgetrennt und das erzeugte Acrylamid wurde
mittels Gaschromatographie (GC-14B, Shimadzu
Corporation) quantifiziert. Die Analyse wurde unter
Verwendung einer 1 m Glassaule, die mit Parabox
PS (einem Saulenflllmittel, Waters) gefullt war, bei
einer Saulentemperatur von 230°C durchgefiihrt und
die FID-Detektion wurde bei 250°C durchgefiihrt.
Das Ergebnis zeigte, dass 1,2% des Acrylamids er-
zeugt wurden. Wenn ,1 U" als die Menge an Aktivitat
definiert wird, die daraus hervorgeht, wenn 1 pmol
Acrylonitril in Acrylamid bei einer Reaktionstempera-
tur von 10°C innerhalb einer Reaktionsdauer von 1
Minute umgewandelt wird, betrug die Aktivitat der
Zelle zur Umwandlung von Acrylonitril in Acrylamid
56 U pro mg Trockenzellmasse bei 10°C.

(3) Umwandlung von Acrylonitril in Acrylamid

[0034] 50 mM Tris-(2-Amino-2-hydroxyme-
thyl-1,3-propandiol)hydrochloridpuffer (664 g, pH
7,7) wurde in einem abtrennbaren umhillten 1-Li-
ter-Kolben platziert. Die Suspension der Zellen, die
oben gewonnen wurde, wurde hinzugegben, um sie
auf das Gewicht an Trockenzellmasse von 90 mg zu
bringen. Acrylonitril wurde kontinuierlich bei einer
Ruhrrate von 180 UpM bei 18°C zugegeben, um die
Acrylonitril-Konzentration bei 2% zu halten.

[0035] Im Ergebnis erreichte die Konzentration des
Acrylamids, die 25 Stunden nach der Initiierung der
Acrylonitrilzugabe hergestellt worden war, das Zielni-
veau von 45%.
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[Vergleichsbeispiel 1] (Herstellung von Acrylamid un-
ter Verwendung einer ,entrap"-immobilisierten micro-
biellen Zelle)

(1) Immobilisierung von Zellen

[0036] Die Suspension der Zellen, die in Beispiel 1
gewonnen wurde mit einer Aktivitat von 56 U im Hin-
blick auf die Umwandlung von Acrylonitril und Acryla-
mid, wurde zu einer aquivalenten Menge einer wass-
rigen Lésung gut durchmischten 3% Natriumalginats
(Kanto Kagaku) gegeben und gut durchmischt. Die-
ses Gemisch wurde durch ein Silikonréhrchen mit ei-
nem inneren Durchmesser von 2 mm trépfchenweise
zu einer wassrigen Lésung aus 1 M Calciumchlorid
gegeben. Auf diese Weise wurden Partikel aus im-
mobilisierten Zellen mit PartikelgrofRen von ungefahr
3 mm gewonnen. Die Partikel derimmobilisierten Zel-
len wurden mit einer 50 mM Tris-Hydrochloridpuffer
(eingestellt auf pH 7,7) gewaschen, um immobilisier-
te Zellen zu erhalten.

(2) Umwandlung von Acrylonitril in Acrylamid

[0037] 50 mM Tris-Hydrochloridpuffer (664 g, pH
7,7) wurden in einer getrennten 1-I-Flasche mit Ver-
schluss platziert. Die immobilisierten Zellen, die oben
gewonnen wurden, wurden hinzugegeben, um das
Gewicht der Trockenzellmasse auf 90 mg zu bringen.
Acrylonitril wurde kontinuierlich zugegeben, um die
Acrylonitrilkonzentration bei einer Rihrrate von 180
UpM bei 18°C bei 2% zu halten.

[0038] Im Ergebnis erreichte die Acrylamidkonzent-
ration nicht das Zielniveau von 45%, selbst 50 Stun-
den nach dem Beginn der Acrylonitrilzugabe.

[Beispiel 2] (Herstellung von Acrylamid unter Verwen-
dung einer mikrobiellen Zellen in einem wassrigen
Medium)

(1) Zellkultur

[0039] Pseudomonas chlororaphis B23 (FERM
BP-187) Zellen wurden in der Weise kultiviert, wie im
Beispiel der JP Patentverdffentlichung (Kokai) Nr.
2-177883 beschrieben. Die Aktivitat dieser Zellen zur
Umwandlung von Acrylonitril in Acrylamid wurde in
gleicher Weise wie in Beispiel 1 bei pH 7,7 gemes-
sen. Im Ergebnis betrug die Aktivitat 90 U pro mg Tro-
ckenzellmasse bei 10°C.

(2) Umwandlung von Acrylonitril in Acrylamid

[0040] 50 mM Phosphatpuffer (850 ml, pH 7,7) und
0,4 g Zellen (auf Trockengewichtsbasis) wurden in
ein getrenntes verschlieRbares Gefal® gegeben (In-
nenvolumen 1 Liter). Die Reaktion wurde unter konti-
nuierlicher Zugabe von Acrylonitril unter Rihren bei
3°C durchgefihrt, um die Acrylonitrilkonzentration
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bei 2% zu halten.

[0041] Die Acrylamidkonzentration erreichte das
Zielniveau von 20% drei Stunden spater.

[Vergleichsbeispiel 2] (Produktion von Acrylamid un-
ter Verwendung der ,entrap"-immobilisierten mikrobi-
ellen Zelle)

(1) ,Entrap"-Immobilisierung von Zellen

[0042] Eine wassrige Lésung eines Monomerge-
mischs wurde hergestellt, um 30%, 1% und 4% an
Acrylamid, Methylenbisacrylamid bzw. 2-Dimethyla-
minopropylmethacrylamid zu enthalten.

[0043] AnschlieBRend wurde die Suspension der Zel-
len mit Aktivitat von 90 U im Hinblick auf die Umwand-
lung von Acrylonitril in Acrylamid, welche in Beispiel
2 gewonnen wurde, eine wassrige Monomerlésung,
eine wassrige Losung aus 10% N,N,N',N'-Tetrame-
thylethylendiamin und eine wassrige LOsung von
10% Ammoniumpersulfat einer Leitungsmischung in
einem Mischverhaltnis von 50:20:1:1 unterworfen.
Die Abflisse wurden nacheinander auf eine Scheibe
mit einer GroéRRe von 300 x 300 x 30 mm gegeben und
dann hierauf polymerisiert.

[0044] Die hergestellte Zell-immobilisierte Gel-
schicht wurde in kleine Stiicke von ungefahr 0,5 mm?
unter Verwendung eines Messers zerschnitten, um
Partikel aus Acrylamidpolymer ,entrap"-immoblisier-
ten Zellen zu gewinnen. Die Partikel der immobilisier-
ten Zellen wurden fir die Herstellung durch Eintau-
chen in eine wassrige Lésung aus 0,1% Natrium-
acrylat gewaschen (eingestellt auf pH 7 mit Hilfe von
Natriumhydroxid).

(2) Umwandlung von Acrylonitril in Acrylamid

[0045] Acrylonitrii wurde unter Verwendung des
Verfahrens und des Apparats, wie in Beispiel 2 be-
schrieben, umgewandelt.

[0046] Die Acrylamidkonzentration erreichte das
Zielniveau von 20% acht Stunden spater nicht.

[Vergleichsbeispiel 3] (Herstellung von Acrylamid un-
ter Verwendung einer mikrobiellen Zelle mit niedriger
Nitrilhydratase-Aktivitat)

(1) Kultur der Zelle und Herstellung des Katalysators

[0047] In gleicher Weise wie in Beispiel 1 wurde die
Rhodococcus rhodochrous J1 (FERM BP-1478) Zel-
le kultiviert. Wenn die Aktivitat der Zelle zur Umwand-
lung von Acrylonitril in Acrylamid, welche auf Grund-
lage des Verfahrens zur Messung der Aktivitat, das in
Beispiel 1 beschrieben worden ist, gemessen wurde,
20 U pro mg Trockenzellmasse bei 10°C erreichte,
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wurde die Kultur gestoppt. Danach wurde das Kultur-
produkt mit 50 mM Phosphatpuffer (pH 7,7) gewa-
schen, und eine Zellsuspension (Trockengewicht der
Zellen: 15%) wurde gewonnen.

(2) Umwandlung von Acrylonitril in Acrylamid

[0048] In Ubereinstimmung mit dem Verfahren, das
in Vergleichsbeispiel 2 beschrieben wurde, wurde zu-
erst eine Suspension aus Acrylamidpolymer ,ent-
rap"-immobilisierten Zellen hergestellt.

[0049] AnschlieRend wurde die zuvor erwahnte
Suspension der immobilisierten Zelle oder Suspensi-
on der nicht immobilisierten Zelle als ein Mikroorga-
nismus in einer Menge von 225 mg bezogen auf das
Gewicht der Trockenzelle verwendet, wodurch Acry-
lonitril in Acrylamid umgewandelt wurde. Im Ergebnis
erreichte die Acrylamidkonzentration ungefahr 100
Stunden spater das Zielniveau von 45% unter Ver-
wendung einer Suspension von entweder den immo-
bilisierten oder nicht immobilisierten Zellen.

[0050] Genauer gesagt gab es keinen signifikanten
Unterschied zwischen immobilisierten Zellen und
nicht immobilisierten Zellen, wenn die Zelle eine Ak-
tivitat von 20 U aufwies.

Industrielle Anwendbarkeit

[0051] In dem erfindungsgemalen Verfahren wird
eine mikrobielle Zelle, die durch FERM BP-1478 mit
50 U oder mehr pro mg Trockenzellmasse bei einer
Reaktionstemperatur von 10°C, welche eine starke
Nitrilhydratase-Aktivitat aufweist, in der Reaktion ver-
wendet, ohne ,entrap"-immobilisiert zu sein. Auf die-
se Weise kann eine Amidverbindung wirksam aus ei-
ner Nitrilverbindung ohne die Probleme der verringer-
ten Reaktionsgeschwindigkeit oder der geringeren
hergestellten Menge pro Menge der Zelleinheit, wel-
che durch die ,Entrap"-Immobilisierung verursacht
werden, hergestellt werden. Demgemal kann eine
Amidverbindung innerhalb einer sehr kurzen Zeit-
spanne im Fall einer Batch-Reaktion und mit einer
sehr kleinen Anlage im Fall einer kontinuierlichen Re-
aktion hergestellt werden.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Herstellung einer Amidverbin-
dung aus einer Nitrilverbindung unter Verwendung ei-
nes mikrobiellen Katalysators, wobei eine mikrobielle
Zelle, die durch FERM BP-1478 definiert ist, mit Nit-
rilhydratase-Aktivitat von 50 U oder hdher pro mg des
Gewichts der trockenen Zellen, bei einer Reaktions-
temperatur von 10°C mit einer Nitrilverbindung in ei-
nem wassrigen Medium in Kontakt gebracht wird,
ohne durch Einfangen immobilisiert zu sein.

2. Verfahren zur Herstellung einer Amidverbin-
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dung gemalf Anspruch 1, wobei die Nitrilverbindung
Acrylonitril oder Cyanopyridin ist.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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