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{57) Sammendrag:

Et stabiliseret enzympraparat, der onfatter en {mmobiliseret
hydantoinase, anvendes til fremstilling af en D(-)(eventuelt
substitueret phenyl)glycin eller et N-carbamoyl derivat deraf ved
hydrolyse af en 5-(eventuelt substitueret phenyl)hydantoin.

Enzyrpraparatet omfatter celler eller behandlede celler af en
hydantoinaseproducerends organisame, hvilke celler eller behandlede
celler er immobiliseret { sller pd en hensigtsmassipg fast barer,
eller et enzym, som stammer fra organiswen, og som er sdsorberet pd
eller bundet til en polyserberer, sampen med divalente metalioner,

son stabiliserer praparatet og ger det suligt at genbruge dette.

Enzympraparatet fremstilles ved, ot cellerns eller de behandlede
celler immobiliseres pd den faste barer, eller ved at enzymet
adsorberes til polymerbareren. Et eksempel pd ot komnercielt vigrigt
slutprodukt, der fremstilles ved brug af enzympraparatet, er D(-) (&~
hydroxyphenyl)glycin.
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Den foreliggende opfindelse angdr et immobiliseret praparat

til brug i fremstillingen af D(-)a-aminosyrer via en enzyma-
tisk rute og angdr isar et praparat til brug i en fremgangs-
mdde til fremstilling af D(-) (substitueret phenyl)glyciner,

sdsom D(-) (p-hydroxyphenyl)glycin, som anvendes som udgangs-
materiale til fremstilling af antibiotikalt amoxycillin.

Det er kendt, for eksempel fra GB 1452591 og 1506067, at der
findes mange enzymer, som er i stand til at omdanne 5- (sub-
stitueret phenyl)hydantoiner til D-w@-aminosyrer. De mest
hensigtsmzssige enzymer fremstilles af bakterielle organis-
mer, og GB 1534426 og 1564982 omhandler hydantoinase-produ-
cerende organismer, som kan hydrolysere 5- (substitueret
phenyl)hydantoiner til D(-)N-carbamoyl- (substitueret phenyl) -
glyciner. Derudover omhandler GB 1587116 en enzymatisk frem-
gangsmade til fremstilling af D-wa-aminosyre ud fra 5- (substi-
tueret phenyl)hydantoin.

Indenfor teknikkens stade er det velkendt, at immobiliserin-
gen af en enzymproducerende celle eller af enzymet medferer
en renere enzymbehandlingsvaske, og at dette er fordelagtigt
for efterfelgende ekstraktionsprocesser. GB 1564982 redeger
for, at celler eller behandlede celler af hydantoinase-produ-
cerende organismer kan immobiliseres ved hjalp af almindelige
metoder. I praksis er de immobiliserede systemer, der er
fremstillet pd denne mdde, imidlertid ikke tilstrakkeligt
stabile til at give en kommerciel holdbar fremgangsmade. Et
kommercielt holdbart system skal kunne genbruges i et til-
strzkkeligt antal enzymbehandlinger for at kunne dzkke om-
kostningerne ved dets fremstilling. Dette vil typisk vare ca.
15 gange.

Det har overraskende vist sig, at tilstedevarelsen af en
divalent metalion i sddant et immobiliseret enzymsystem giver
stabilitet til praparatet, sid det kan genanvendes.

I overensstemmelse hermed angdr den foreliggende opfindelse
et immobiliseret enzympraparat til brug i fremstillingen af
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en D(-) (eventuelt substitueret phenyl)glycin eller et N-car-
bamoyl derivat deraf ud fra 5- (eventuelt substitueret phe-
nyl)hydantoin, hvilket enzympraparat omfatter celler eller
behandlede celler af en organisme, som producerer et hydan-
toinaseenzym, der er i stand til at hydrolysere 5- (eventuelt
substitueret phenyl)hydantoin, hvilke celler eller behandlede
celler er immobiliseret i eller pd en hensigtsmassig barer,
eller et enzym, som stammer fra organismen, og som er adsor-
beret pd en positivt ladet polymerbazrer eller kovalent bundet
til en funktionaliseret polymerbarer, sammen med en effektiv
mengde af en stabiliserende divalent metalion valgt fra
gruppen bestdende af Mn**, Co** og Ni**.

Den effektive mezngde stabiliserende divalent metalion som
beskrevet heri afhanger af den anvendte ion og kan variere
fra en spormzngde, dvs. det som forbliver bundet til enzym-
praparatet, efter at et overskud af tilsat divalent metalion
er blevet fjernet, til et niveau pa, for eksempel, 2 mM, nar
enzymprzparatet er suspenderet i et vandigt medium.

En sarligt foretrukken divalent metalion er Mn**.

Ved udtrykket D(-) (eventuelt substitueret phenyl)glycin for-
stds i1 narvarende beskrivelse og krav D(-)phenylglycin og
D(-) (mono-,di-eller tri-substitueret phenyl)glyciner. Hen-
sigtsmessige substituenter omfatter hydroxy, C(1-6)2lkyl,
C(1-g)alkoxy og halogen. Foretrukne D(-) (substitueret phe-
nyl)glyciner er D(-) (p-hydroxyphenyl)glycin og D(-) (3,4-dihy-
droxyphenyl)glycin.

Udtrykket 5-(eventuelt substitueret phenyl)hydantoin betegner
i narvarende beskrivelse og krav 5-phenylhydantoin eller 5-
(substitueret phenyl)hydantoin, hvori phenyl er substitueret
med op til tre grupper omfattende hydroxy, C(1-g)alkyl,
C(1-¢yalkoxy og halogen. Typiske eksempler er 5- (4-hydroxy-
phenyl)hydantoin og 5-(3,4-dihydroxyphenyl)hydantoin.
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Udtrykket "immobiliseret enzympraparat" omfatter i narvarende
beskrivelse og krav immobiliserede prazparater af hele celler,
sprangte celler eller cellefrit enzym. Enzymet kan vare rat,
delvist oprenset, eller oprenset. Fortrinsvis er det immobi-
liserede enzympraparat et immobiliseret cellefrit enzympra-
parat.

Det foretrazkkes, at organismen, fra hvilken hydantoinaseenzy-
met vindes, er en mikroorganisme sdsom en Bacillusstamme,
Pseudomonasstamme, etc., der er kendt fra GB 1564982, 1587116
0og 1534426, eller en anden hensigtsmzssig organisme sdsom en
Mycoplana-art.

Hensigtsmassige bazrere til immobilisering af celler eller
behandlede celler er de, der traditionelt anvendes i den
kendte teknik, sdsom polymermatricer omfattende polyacryl-
amid, polyurethan eller calciumalginat eller porese organiske
eller uorganiske materialer sdasom pimpsten, aluminiumoxid og
metalfolier.

Hensigtsmessige positivt ladede polymerbazrere til immobilise-
ring af cellefri enzymer omfatter anionbytterharpikser og
polymerbarere sdsom DEAE cellulose. Hensigtsmassige funktio-
naliserede polymerbazrere omfatter substitueret polymethacryl-
syrepolymer, der er funktionaliseret med aldehyd, og materia-
ler sdsom aluminiumoxid med hej massefylde, der er belagt med
et polyethylenimin/glutaraldehydkompleks.

Hensigtsmassige anionbytterharpikser omfatter starke eller
svage anionbytterharpikser, dog foretrzkkes de sidste. Fore-
trukne anionbytterharpikser omfatter phenol-formaldehyd-
anionbytterharpikserne Duolite A568 eller Duolite DS 17183
(fra Rohm og Haas Company), som er funktionaliseret med
sekundare aminer, polystyrenharpikser, som er funktionalise-
ret med tertizre aminer sdsom Amberlite IRA 935, og Amberlite
IRA 945 (fra Rohm og Haas Company) og Purolit AlOO. Andre
hensigtsmassige harpikser omfatter Amberlite IRA 901, som er
polystyren funktionaliseret med kvaternzre ammoniumioner, og
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Lewatit OC 1037 (fra Bayer AG), som er polystyren funktiona-
liseret med primere aminer. Polystyrenharpikser med funktio-
nelle grupper af di-ethanoltypen, sdsom Diaion EX-05 (fra
Mitsubishi Chemical Industries), kan ogsd anvendes.

Stabiliteten kan yderligere forbedres ved at krydsbinde
praparatet in situ, for eksempel med en vandopleselig dialde-
hyd. Et foretrukket krydsbindingsmiddel er glutaraldehyd. I
tilfalde af immobiliserede cellefri enzymer kan krydsbin-
dingsmidlet med fordel anvendes i et niveau pd under ca. 1%,
fortrinsvis pa ca. 0,2%.

I et yderligere aspekt angdr den foreliggende opfindelse en
fremgangsmdde til fremstilling af en D(-) (eventuelt substitu-
eret phenyl)glycin eller et N-carbamoyl derivat deraf ved
hydrolyse af 5- (eventuelt substitueret phenyl)hydantoin ved
hjalp af et hensigtsmassigt hydantoinaseenzym under udeluk-
kelse af luft, hvilken fremgangsmdde er ejendommelig ved, at
enzymet er givet i form af et immobiliseret enzympraparat
indeholdende celler eller behandlede celler af en organisme,
der fremstiller enzymet, hvilke celler eller behandlede
celler er immobiliseret i eller pd en hensigtsmzssig barer,
eller et enzym, som stammer fra organismen, og som er adsor-
beret pd en positivt ladet polymerbarer eller kovalent bundet
til en funktionaliseret polymerbarer, sammen med en effektiv
mengde af en stabiliserende divalent metalion valgt fra
gruppen bestdende af Mn**, Co** og Ni**.

Det er vasentligt, at luft udelukkes under hydrolyseproces-
sen, og derefter mens det immobiliserede cellepraparat gen-
vindes og genbruges. Det har vist sig, at indtrangning af
luft ferer til enzyminhibering, sandsynligvis pga oxidative
nedbrydelsesprodukter fra hydantoinen. Reaktionen udferes
fortrinsvis i en atmosfare af nitrogen eller andre inerte
gasser. Det foretrakkes, at nitrogen eller inert gas ogsd
bobles gennem reaktionsblandingen.
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I en foretrukken fremgangsmidde ifelge opfindelsen tilsattes
yderligere mengder stabiliserende divalent metalion, fx i et
niveau pd 0,2-2 mM, fortrinsvis i et niveau pd 0,5-1,0 mM,
til reaktionsblandingen. Dette har til formdl at minimere en-
zymaktivitetsreduktionen under reaktionen.

Hydrolysereaktionen udferes fortrinsvis ved en pH pd mindst
pH 8, og isar i omradet 8,5 til 9,5. En pH pd ca. 9,0 fore-
trakkes. Dette kontrolleres under reaktiosforlebet, for
eksempel ved tilsatning af alkali eller ved anvendelse af en
passende buffer. Reaktionen udferes normalt ved en temperatur
i omrddet fra 30 til 60°C, fortrinsvis 40 til 50°C i en
periode pd fra 6 til 48 timer, typisk 12 til 24 timer.

Det er hensigtmassigt, at det immobiliserede enzympraparat
bringes i kontakt med en vandig opslamning af ca. 5 til 25%
(vagt/volumen) af den 5- (eventuelt substitueret phenyl)hydan-
toin, fortrinsvis 10 til 20% (vegt/volumen), isa®r ca. 15%
(vegt/volumen), sammen med 0,2 til 2, fortrinsvis ca. 0,5,
mM, divalent metalion. Hydrolysereaktionen kan udferes i en
omrert tankreaktor eller i en sejlereaktor under udelukkelse
af luft.

Visse immobiliserede enzympraparater ifelge opfindelsen er i
stand til at hydrolysere 5- (eventuelt substitueret phenyl) -
hydantoin direkte til D(-) (eventuelt substitueret phenyl) -
glycin. Sadanne enzympraparater kan typisk afledes fra mikro-
organismer beskrevet 1 GB 1587116, isar de, der tilherer

slagten Pseudomonas.

Sadvanligvis vil de immobiliserede enzymprazparater ifelge den
foreliggende opfindelse imidlertid hydrolysere 5- (eventuelt
substitueret phenyl)hydantoin til et mellemprodukt D(-)N-
carbamoyl (eventuelt substitueret phenyl)glycin, som derefter
kan hydrolyseres, hvis det enskes, ved hjalp af kemiske eller
enzymatiske metoder, til opndelse af den tilsvarende D(-) -
(eventuelt substitueret phenyl)glycin.
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Nér det er enskeligt at hydrolysere mellemproduktet D(-)N-
carbamoyl (eventuelt substitueret phenyl)glycin ved hjzlp af
en kemisk metode, kan reaktionen praktisk udferes med sal-
petersyre som beskrevet af T. Ohashi et al. i Agric. Biol.
Chem., 1981, 45(4), 831-838.

Hensigtsmassige enzymatiske metoder til hydrolyse af D(-)N-
carbamoyl (eventuelt substitueret phenyl)glyciner til D(-) -
(eventuelt substitueret phenyl)glyciner omfatter carbamoyla-
ser, som beskrevet, for eksempel, i GB 2022581.

De immobiliserede enzymprazparater ifelge den foreliggende
opfindelse kan lagres fugtige inden brug, fortrinsvis ved
lave temperaturer sasom ca. 4°C og kan genbruges. Immobili-
serede enzympraparater ifelge opfindelsen er med succes
blevet anvendt mere end femten gange, og visse foretrukne
immobiliserede cellefri enzympraparater er blevet genbrugt
fyrre gange eller mere.

I et yderligere aspekt angdr den foreliggende opfindelse en
fremgangmdde til fremstilling af et immobiliseret enzympra-
parat til brug i fremstillingen af en D(-) (eventuelt substi-
tueret phenyl)glycin eller et N-carbamoyl derivat deraf,
hvilken fremgangsmdde omfatter, at behandlede eller ubehand-
lede celler af en organisme, som producer en hydantoinase,
der er i stand til at hydrolysere en 5- (eventuelt substitue-
ret phenyl)hydantoin immobiliseres i eller pd en hensigts-
messig barer, eller at et enzym, der stammer fra cellerne,
bringes i kontakt med positivt ladet eller funktionaliseret
polymerbazrer i narvarelse af en effektiv mengde stabiliseren-
de divalent metalion valgt fra gruppen bestdende af Mn**,

Co** og Nit*.

Metoder til immobilisering af de behandlede eller ubehandlede
celler i eller pd en hensigtsmassig barer i narvarelse af en
effektiv mengde stabiliserende divalent metalion er analoge
med de metoder, der normalt anvendes i den kendte teknik.
Sdledes kan de behandlede celler indlejres i hensigtsmassige
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barere sisom polymermatricer omfattende polyacrylamid og
polyurethan eller calciumalginat, eller de kan bindes kemisk
til hensigtsmzssige barere sasom porese organiske eller
uorganiske materialer omfattende pimpsten, alumini-umoxid og
metalfolier.

I et yderligere aspekt angdr den foreliggende opfindelse en
fremgangsmdde til fremstilling af et immobiliseret cellefri
enzympraparat til brug i fremstillingen af en D(-) (eventuelt
substitueret phenyl)glycin eller et N-carbamoyl derivat
deraf, hvilken fremgangsmidde omfatter, at et hydantoinase-
enzym, der er i1 stand til at hydrolysere en 5- (eventuelt
substitueret phenyl)hydantoin, fremstilles, at en oplesning
af enzymet bringes i kontakt med en positivt ladet eller
funktionaliseret polymerbzrer i narvarelse af en effektiv
mengde af en stabiliserende divalent metalion valgt fra
gruppen bestdende af Mn**, Co*™ og Ni**, hvorved et immobili-
seret enzympraparat fremstilles, og at det immobiliserede
enzympreparat skilles fra en vandig suspension af dette.

Hydantoinaseenzymet fremstilles fortrinsvis ved garing af en
passende mikroorganisme i et hensigtsmzssigt garingsmedium.
Hensigtsmessige mikroorganismer og dyrkningsmedier er de, der
er velkendte af fagmanden, og eksempler herpd gives i GB
1564982, 1534426 og 1587116.

En foretrukken mikroorganisme er Bacillus brevis IFO 12333,
som kan dyrkes i det dyrkningsmedium, der er beskrevet i GB
1587116 eller i tilsvarende medier. Sddanne medier kan med
fordel omfatte en enzyminducer sdsom hydantoin eller DL-5-
methyl-hydantoin og divalent metalioner omfattende Mn**t,
Mg**, Co** og Fe**, som er angivet at stimulere hydantoinase-
produktion. I en foretrukken fremgangsmidde dyrkes Bacillus
brevig i et naringspodningsmedium i en passende periode sd&som
44 timer og dyrkes derefter i et garingsmedium indeholdende
det inducerende middel og hensigtsmzssige divalente metalio-
ner ved ca. 25°C, idet en pH pd 7 til 8 opretholdes i den
tidlige vakstfase. Garingen er afsluttet efter ca. 44 timer.
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Cellerne hestes derefter, for eksempel ved centrifugering, og
edelagges derefter ved sonikering eller ved andre for fagman-
den kendte teknikker for at frigive hydantoinasen. For delvis
at oprense enzymet foretrazkkes det at fazlde nukleinsyrerne,
for eksempel ved tilsatningen af manganosulfat til en koncen-
tration pd 20mM. For at falde de thermolabile proteiner
opvarmes enzymet til en temperatur i omrddet 50 til 65°C,
fortrinsvis 55 til 60°C, i ca. 30 minutter efterfulgt af
afkeling til 4°C. Enzymoplesningen kan derefter centrifugeres
for at fjerne celledebris og udfzldet nukleinsyre og pro-
teiner. Det foretrzkkes, at enzymoplesningen ikke dialyseres
for adsorptionen for at bevare den divalente metalion. I
dette tilfzlde er det ikke nedvendigt at tilfere yderligere
divalent metalion til fremstilling af det immobiliserede
enzympraparat.

Til fremstilling af det immobiliserede cellefri enzympraparat
blandes den delvist oprensede enzymoplesning med polymer-
bzreren i nezrverelse af hensigtsmassige divalente metalioner.
Enzymladningen skal optimiseres for hver type polymerbarer og
er typisk 3 til 7 enheder pr. gram barer. Blandingen rystes
ved ca. 25°C, indtil adsorption har fundet sted, for eksempel
ca. 24 timer.

Polymerbareren forberedes fortrinsvis til adsorption ved at
blive vasket i saltoplesning og indstillet til ca. pH 8 til
9.

For at krydsbinde det immobiliserede cellefri enzympraparat
er det enskeligt at filtrere praparatet fra adsorptionoples-
ningen og at behandle den med en oplesning af krydsbindings-
midlet ved en pH i omradet 8 til 9. Det krydsbundne praparat
kan derefter vaskes med destilleret vand og yderligere buf-
fer, fortrinsvis indeholdende en hensigtsmassig divalent
metalion, inden fugtig opbevaring i forseglede beholdere,
fortrinsvis ved lave temperatur sasom ca. 4°C.

Nogle eksempler er beskrevet i det felgende:
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EXSEMPEL 1

Hydantoinaseenzym blev fremstillet ved bakterielle garinger
pd felgende mdde. 9 1 garingsmedium indeholdende felgende
komponenter blev fremstillet og indstillet til pH 7,0.

Garekstrakt 200 g
KH,PO, 10 g
K,HPO, 10 g
(NH,) ,80, 50 g
MgSO, 59
FeSO, 0,1 g
MnSO, 0,1 g
CaCl, 0,8 g
Antiskum 15 g

Mediet blev anbragt i en 12 liters fermentor og autoklaveret
i 60 minutter ved 121°C. Oplesninger af 20% (vagt/volumen)
glucose og 2% DL 5-methylhydantoin blev steriliseret separat,
og 500 ml af hver blev under sterile forhold sat til fermen-
toren.

Fermentoren blev podet med 300 ml af en podningskultur af
Bacillus brevis IFO 12333, der var dyrket pd Tryptone Soya
Broth i 44 timer ved 25°C. Garingen blev holdt pd 25°C og
beluftet med 6 1/min. pH blev kontrolleret og holdt pa 7,0 i
24 timer med HCl. Ammoniumhydroxid blev derefter anvendt til
at have pH til 7,5. Efter 28 timer blev pH havet til 8,0 og
fik derefter lov til at stige frit.

Garingen fik lov til at fortsztte i 46 timer, hvorefter
cellerne blev hestet ved centrifugering. Cellepellet blev
resuspenderet i 1,25 1 0,2 M Tris/HCl buffer, pH 8,5. Celler-
ne blev derefter sonikeret for at frigive hydantoinasen til
oplesningen.

Delvis oprensning af enzymet blev udfert som felger: nuklein-
syrer blev udfaldet ved tilsatningen af 20 mM MnSO,, enzym-
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oplesningen blev varmebehandlet ved 58°C i 30 minutter og
derefter afkelet til 4°C. Efter opbevaring ved 4°C i 18 timer
blev praparatet centrifugeret for at fjerne celledebris og
udfazldede nukleinsyre og proteiner. Prazparatet blev analyse-
ret for at bestemme hydantoinaseaktivitet. En suspension af
1% DL-5- (4-hydroxyphenyl)hydantoin i 0,2 M Tris/HCl buffer,
PH 8,5 blev rystet ved 42°C, til matning indtraf. En aliquot
af enzympraparatet blev derefter tilsat, og dannelsen af
D(-)N-carbamoyl (4-hydroxyphenyl)glycin blev fulgt ved HPLC.
En enhed hydantoinase er defineret som den mzngde enzym, der
kan omdanne 1 mM DL-5- (4-hydroxyphenyl)hydantoin til D(-)N-
carbamoyl- (4-hydroxyphenyl)glycin pd 1 time.

EKSEMPEL 2

Prever af anionbytterharpiks, der var tilvejebragt fra kom-
mercielle kilder, blev vasket i 1 time i 1 M NaCl og derefter
®kvilibreret natten over i 0,2 M Tris HCl buffer, pH 8,5. De
@kvilibrerede harpikser blev isoleret ved filtrering og
lagret, indtil de skulle bruges. Det delvist oprensede enzym,
der var fremstillet som beskrevet i eksempel 1, blev anvendt
i immobiliseringsproceduren. Enzymet fik, ved at blande 10 ml
enzymoplesning pr. gram (fugtig vagt) harpiks (3,5 -7,0
enheder/gram harpiks), lov til at adsorbere til harpikserne i
24 timer ved 25°C. Enzymharpikskomplekserne blev frafiltreret
og behandlet med 1% glutaraldehyd ved pH 8,5. Efter 1 time
blev harpikspreverne igen filtreret fra og vasket tre gange
med destilleret vand. Til slut blev enzymharpikserne vasket
med 0,2 M Tris/HCl buffer, pH 8,5 og lagret fugtige i forseg-
lede beholdere ved 4°C.

Hvert enzymharpikskompleks, der var fremstillet pd denne
made, blev analyseret for at bestemme dets specifikke aktivi-
tet som beskrevet i eksempel 1. Tabel 1 viser de specifikke
aktiviteter, der blev opndet for en rakke kommercielle ion-
bytterharpikser, der var behandlet p3d denne mide.
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EKSEMPEL 3

440 ml delvist oprenset enzymoplesning (aktivitet = 0,59
enheder/ml) som fremstillet i eksempel 1 blev sat til 40 g
Duolite AS568 harpiks. Blandingen blev rystet forsigtigt ved
25°C i 24 timer for at lade hydantoinasen adsorbere til
bareren. Enzymharpikskomplekset blev derefter udskilt ved
filtrering og vasket tre gange med destilleret vand og til
slut med 0,2 M Tris/HCl buffer, pH 8,5. Enzymharpiksen blev
lagret fugtig i en forseglet beholder ved 4°C. Det immobili-
serede enzym blev analyseret som beskrevet i eksempel 1, og
dets specifikke aktivitet blev fundet at vare 3,9 enheder/g.

200 g DL-5- (4-hydroxyphenyl)hydantoin og 0,23 g MnSO, blev
sat til 1,8 1 destilleret vand i en beholder udstyret med en
kappe. Nitrogengas blev boblet gennem blandingen. Suspensio-
nen blev rystet, temperaturen holdt pd 40°C og pH indstillet
til 8,7 med ammoniumhydroxid. Da systemet var akvilibreret,
blev 150 enheder (38,5 g enzymharpikskompleks) hydantoinase
tilsat. Reaktionen fik lov til at fortsatte i 24 timer, og pH
blev holdt pa 8,7 med ammoniumhydroxid under hele processen.
Efter 24 timer blev udbyttet af D(-)N-carbamoyl- (4-hydroxy-
phenyl)glycin bestemt ved HPLC til at vare 97%. Det ved denne
proces dannede produkt blev isoleret ved almindelige metoder
og fundet at vare af hej optisk renhed.

Enzymharpiksen, der blev anvendt i denne proces, blev gen-
brugt 50 gange ved at dekantere D(-)N-carbamoyl (4-hydroxyphe-
nyl)glycinoplesningen i slutningen af reaktionen, idet man
sergede for, at enzymet forblev i en nitrogenatmosfare, og
erstatte den med en frisk forudakvilibreret substratsuspen-
sion. Under disse enzymharpiksgenbrug gav omdannelsen til
D(-)N-carbamoyl (4-hydroxyphenyl)glycin udbytter pd 95% eller
mere.
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EKSEMPEL 4

Hydantoinaseenzymet blev ogsda immobiliseret pd UOP IPS - 100,
en aluminiumoxidbaseret barer, der er impragneret med et hoj
molekylvagts polethylenimin-glutaraldehydkompleks. UOP IPS -
100 er et kommercielt produkt fra UOP Inc, Des Plaines, Illi-
nois. 250 ml delvist oprenset enzymoplesning fremstillet som
beskrevet i eksempel 1 (aktivitet = 0,23 enheder/ml) blev sat
til 7,5 g UOP-barer. Blandingen blev rystet forsigtigt ved
25°C i 18 timer. Det sdledes dannede enzym-bazrerkompleks blev
udskilt ved filtrering og blev derefter vasket med destille-
ret vand efterfulgt af 0,2M Tris/HCl buffer, pH 8,5. Det im-
mobiliserede enzym blev analyseret under anvendelse af den i
eksempel 1 beskrevne standardmetode og blev fundet at have en
specifik aktivitet pad 4,68 enheder/g. Det ikke-opleselig-
gjorte enzym blev lagret fugtig i en forseglet beholder ved
4°C.

EKSEMPEL 5

800 liter hydantoinase-indeholdende celler af Bacillus brevis
IFO 12333 blev dyrket under anvendelse af mediet beskrevet i
eksempel 1. Induceren, 5-methyl hydantoin, blev steriliseret
i mediet, og metalionerne blev oplest i deioniseret vand og
sat til mediet lige inden sterilisering. Glucose blev tilsat
som en steril 40% (vagt/volumen) oplesning til opndelse af en
slutkoncentration pad 1% (vagt/volumen). Mediet blev podet med
celler, der var dyrket i 36 timer ved 25°C i 12 rystede
kolber, der hver indeholdt 400 ml Tryptone Soya Broth. Garin-
gen foregik ved 25°C under et tryk pd 1,0 bar og en luftstrem
pa 0,3 beholdervolumen/minut. pH blev holdt under 7,0 i de
ferste 36 timer, hvorefter pH efter 36 timer og indtil hesten
efter 48 timer blev havet til 7,5. Det endelige celleudbytte
var 6,0% med en specifik aktivitet pd 1,8 enheder/g.

Cellerne blev hestet under anvendelse af en afvandende cen-
trifuge af typen Westphalia ("Westphalia desludging centrifu-
ge"), og pH af den resulterende celleopslamning (100 1) blev
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havet til pH 8,5 med ammoniakoplesning inden homogenisering i
en APV Manton-Gaulin (Ké6) maskine. Homogenatet blev derefter
fortyndet til 270 1 med bledgjort vand efterfulgt af tilsat-
ning af MnSO,4,4H,0 til 20 mM, idet pH blev holdt pad 8,5-8,6
med ammoniakoplesning. Dette blev efterfulgt af varmebehand-
ling ved 60°C i 1 time. Det flokkulerede homogenat blev
derefter afkelet til 30°C og klaret ved passage gennem en
afvandende centrifuge.

8,2 kg anionbytterharpiks Duolite AS568, som var blevet vasket
med 1 M NaCl og indstillet til pH 8,5 med NH,OH i lebet af 1
time, blev sat til 130 liter klaret enzymoplesning med en
aktivitet pd 189 enheder/liter. Adsorption af enzymet til
harpiksen fik lov til at forega i lebet af 20 timer med
omrystning, pH blev holdt pd 8,5 med NH,OH. Harpiksen blev
derefter isoleret ved filtrering og sat til 100 liter 0,2%
(vagt /volumen) glutaraldehydoplesning ved pH 8,5. Krydsbin-
dingsprocessen foregik i lebet af 1 time med omrystning.
Enzymharpiksen blev derefter isoleret ved filtrering og
vasket med 0,05 M Tris/HCl1l buffer pH 8,5, der indeholdt 1 mM
MnSO,, i lebet af 30 minutter. Der blev isoleret 8,6 kg
enzymharpiks med en specifik aktivitet pa 1,7 enheder/g.

EKSEMPEL 6

6,65 kg enzymharpiks med en aktivitet pd 1,1 enheder/g, der
var fremstillet ifelge metoden beskrevet i eksempel 5, blev
anvendt til at hydrolisere 9,75 kg DL-5- (4-hydroxyphenyl) -
hydantoin i 65 liter bledgjort vand indeholdende 11 g MnSO,.
Hydrolysereaktionen blev udfert i lebet af 23 timer ved 40°C
og pH 9,3-9,5, og N, blev boblet gennem blandingen for at
udelukke ilt. Ved slutningen af reaktionen blev der mdlt et
udbytte af D(-)N-carbamoyl (4-hydroxyphenyl)glycin pd 96,4%.

EKSEMPEL 7

Enzymharpiksen i eksempel 6 blev anvendt til at udfere 12
hydrolyser af 10% DL-5- (4-hydroxyphenyl)hydantoin med et
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gennemsnitligt udbytte pd 96,4% og yderligere 11 reaktioner
med 15% substrat med et gennemsnitligt udbytte pa 95,6%.

EKSEMPEL 8

Celler af Bacillus brevis IFO 12333 dyrket under anvendelse
af mediet beskrevet i eksempel 1 blev hestet fra seks liter
geringsmedium ved centrifugering. Cellerne blev resuspenderet
til 500 ml i O.1M Tris buffer, pH 9,0, og blev derefter
blandet med 500 ml eller 6% (vagt/volumen) Protanal LP/10/60
(Protan, Drammen, Norway). Cellesuspensionen blev derefter
pumpet gennem en sprejtendl ned i et bad af 0.1M calciumchlo-
ridoplesning, hvor celler, der var immobiliseret i calcium-
alginat, blev udfzldet og genvundet som en trdd pd en spole.
De immobiliserede cellers slutvagt var 787,4g.

En portion af de immobiliserede celler (330g) blev anvendt
til at hydrolisere 100 g DL-5- (4-hydroxyphenyl)hydantoin i én
liter vand indeholdende 0,44 g MnSO,. Hydrolysereaktionen
blev udfert i lebet af 23 timer ved 50°C og pH 9,1, idet N,
blev boblet gennem blandingen for at udelukke ilt. pH blev
kontrolleret ved tilsztningen af 5M NaOH. Ved slutningen af
reaktionen blev et 40% udbytte af D(-)N-carbamoyl (4-hydroxy-
phenyl)glycin malt.

PATENTKRAV

1. Immobiliseret enzympraparat til brug i fremstillingen af
et D(-) (eventuelt substitueret phenyl)glycin eller et N-
carbamoylderivat deraf ud fra 5- (eventuelt substitueret
phenyl)hydantoin,

kendetegnet ved, at enzympraparatet omfatter celler
eller behandlede celler af en organisme, som producerer et
hydantoinaseenzym, der er i stand til at hydrolysere 5- (even-
tuelt substitueret phenyl)hydantoin, hvilke celler eller
behandlede celler er immobiliseret i eller pd en hensigtsmas-
sig barer, eller et enzym, som stammer fra organismen, og som
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er adsorberet pa en positivt ladet polymerbazrer, eller kova-
lent bundet til en funktionaliseret polymerbarer, sammen med
en effektiv mengde af en stabiliserende divalent metalion
valgt fra gruppen bestdende af Mn**, Co** og Nit**.

2. Praparat ifelge krav 1,
kendetegnet ved, at det immobiliserede enzym er
cellefrit.

3. Praparat ifelge krav 1 eller 2,
kendetegnet ved, at enzymet er opndet fra en Bacil-
lusstamme, Pseudomonasstamme eller Mycoplanastamme.

4. Przparat ifelge krav 3,
kendetegnet ved, at enzymet er opndet fra Bacillus
brevis IFO 12333.

5. Praparat ifelge et hvilket som helst af kravene 1 til 4,
kendetegnet ved, at den divalente metalion er Mn**.

6. Praparat ifelge et hvilket som helst af kravene 1 til 5,
kendetegnet ved, at enzymet er bundet til barereren
ved krydsbinding.

7. Fremgangsmdde til fremstilling af en D(-) (eventuelt sub-
stitueret phenyl)glycin eller et N-carbamoyl derivat deraf
ved hydrolyse af 5- (eventuelt substitueret phenyl)hydantoin
ved hjalp af et hensigtsmessigt hydantoinaseenzym under
udelukkelse af luft,

kendetegnet ved, at enzymet er givet i form af et
immobiliseret enzymprazparat indeholdende celler eller behand-
lede celler af en organisme, der fremstiller enzymet, hvilke
celler eller behandlede celler er immobiliseret i eller pd en
hensigtsmessig barer, eller et enzym, som stammer fra orga-
nismen, og som er adsorberet pd en positivt ladet polymer-
bazrer eller kovalent bundet til en funktionaliseret polymer-
barer, sammen med en effektiv meangde af en stabiliserende
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divalent metalion valgt fra gruppen bestdende af Mn**, Co**

og Nit**.

8. Fremgangsmade ifelge krav 7,

kendetegnet ved, at det immobiliserede enzympra-
parat er et enzympraparat ifelge et hvilket som helst af
kravene 2 til 6.

9. Fremgangsmdde ifelge krav 7 eller krav 8 til fremstilling
af D(-) (4-hydroxyphenyl)glycin eller D(-)N-carbamoyl (4-hy-
droxyphenyl)glycin.

10. Fremgangsmade til fremstilling af et immobiliseret enzym-
praparat til brug i fremstillingen af et D(-) (eventuelt sub-
stitueret phenyl)glycin eller et N-carbamoyl derivat deraf,
kendetegnet ved, at behandlede eller ubehandlede
celler af en organisme, som producerer en hydantoinase, der
er i stand til at hydrolysere en 5- (eventuelt substitueret
phenyl)hydantoin immobiliseres i eller pd en hensigtsmzssig
barer, eller at et enzym, der stammer fra cellerne, bringes i
kontakt med en positivt ladet eller funktionaliseret polymer-
barer i narvaerelse af en effektiv mengde af en stabiliserende
divalent metalion valgt fra gruppen bestdende af Mn**, Co**

og Ni'**.

11. Fremgangsmidde ifelge krav 10,

kendetegnet ved, at det immobiliserede enzymprapa-
rat er cellefrit, hvilken fremgangsmdde yderligere omfatter,
at det immobiliserede enzympraparat skilles fra en vandig
suspension af dette.
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