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(57) Lipaza z Celedi Candida, kter4 je pfes epsilon-aminoskupi-

nu lysinu N-alkylaci kovalentné vazéna s otevienymi epoxi-
dovymi skupinami makroporézniho nosice, aktivovaného
epoxidovymi skupinami a tak immobilizovéna. ReSeni spo-
¢iva rovnéZ ve zplsobu vyroby této lipizy, jejiho pouZiti pfi
enancioselektivni esterifikaci enanciomerni smési alkoholu,
obsahujiciho alespoii jeden stfed asymetrie v molekule po-
moci enolesteru a také zplsobu enancioselektivni vymény
esterovych skupin enanciomerni smési alkohold, obsahuji-
cich alespoii jeden stfed asymetrie v molekule pomoci im-
mobilizované lipazy za pfitomnosti enolesteru.
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immobilisace

Jblast techniky

Vyndlez se tykd lipdzy z mikroorganismu &eledi Candida
3 zpdsobu jeji immobilisace. Vyndlsz se rovndz tykd zvyseni

d€innosti a stdlosti této lipdzy.

Dosavadni stav techniky

Chirdlni, enancimernd Cisté alkoholy jsou l4tky, kters
je moZno pouit pro rdzné dcely, napfiklad pro vyrobu far-
maceutickych d&innych ldtek nebo pro chemické litky, které
maji své pouZziti v zemédélstvi. Tyto alkoholy je moZno ziskat
napfiklad enancioselektivni vyménou esterovych skupin, pfPfi
niZz se uvddi do reakce smé&s enanciomerd chirdlniho alkoholu
s esterem karboxylové kyseliny za pfitomnosti hydroldzy jako
katalyzatoru. Vzhledem k tomu, Ze hydroldzy katalyzuji reak-
Ci v obou smérech, vznikd poZadovany vysledny produkt pfi
téchto reakcich Zasto velmi pomalu a s nedostatednou optic-
«ou Cistotou. V publikaci M. Oegueil-Castaing a dal3i, Tetra-
hedron Letters, sv. 28, 9 (1987), 953 - 954 se proto navrhuje
uZzit jako ester karboxylové kyseliny enolester vzhledem k to-
mu, 2e v tomto pfipad® jiZ nemidZe dojit ke zp&tné reakci.

Jak je vSak zfe)mé z publikace Zakrzewska a dal3i, Acta Med.
Pol., 29,(1988), 1 - 2, str. 44, mohou aldehydy, vznikajici
pfi vyméné esterovych skupin z enolesteru deaktivovat enzym
reakci s koncovymi funk&nimi skupinami aminokyselin enzymu.
V EP €. 321 918 se popisuje enzymaticky zplsob 3té&peni race-
méatd pfi pouziti enanciomernich sm&s{ racemického alkoholu
pisobenim vinylesteru nebo ve vinylesteru za pfitomnosti lipd-
zy, pticemZ uvoln&ny aldehyd nemd pGsobit deaktivaci lipdzy.
Bylo vSak také uvedeno, Ze pfi opakovaném pouziti lipdzy z
Celedi Candida v prab&hu takového postupu velmi rychle klesd
jak d€innost tohoto enzymu, tak také jeho selektivita.



V pu blikaci C. J. Gray a dal3i, Enzyme Micraob. Technol.,
sv. 12 (1990), str. 800 az 807 se popisuje, Ze stdlost lipdzy
z Candida cylindracea Je pfi opakovaném pouziti moZno zvy3it
rdznymi immobilizacénimi postupy. Z téchto postupd v3ak neni
uvedsna vyména esterovych skupin pfi pouziti enolesteru.

Podstata vyndlezu

Nyni bylo neodekdvané zjisténo, Ze je mozno zvy3it jak

stdlost lipdzy z Celedi Candida proti pGsobeni aldehydd,
tak také dcinnost tohoto enzymu a obvykle také jeho selekti-
vitu tim zplsobem, Ze se lipdza pfed svym pouZitim immobili-
Zuje vyménou esterovych skupin pPfi pouZiti enolesterd reakci

epsilon~aminoskupin lysinu lipdzy s epoxidovymi skupina-
mi makroporézniho nosice, aktivovaného témitec epoxidovymi
skupinami, prficemZ dochdzi k N-alkylaci. Touto immobilizaci
se zvySuje jak stdlost lipdzy pfi plsobeni aldehydd, tak ta-
ké d&innost tohoto enzymu a jeho selektivita vzhledem k sub-
strdtu ve srovndni s neimobilizovanou lipdzou, pfidemz selek-
tivita vzhledem k substrdtu pfi opakovaném pouZiti neklesd,
nybrz zastdvd zcela st4dlsd.

Podstatu vyndlezu tedy tvofi lipdza z &celedi Cundida,
terd je zpracovdna tim zplGsobem, Ze epsilon-aminoskupiny
lysinu lipdzy jsou H-alkylaci kovalentnd vdziny na oteviené
epoxidové skupiny makroporézniho nosiée, aktivovaného epoxi-

dovymi skupinami, ¢imZ dochdzi k immobilizaci enzymu.
’ b

Pod pojmem "lipdza z mikroorganismu &ledi Candida" se
rozumi jak suspenze mikroorganismu Celedi Candida bez jakého-
koliv &isténi, tak ¢isténé enzymatické frakce. Jednotlivymi
kmeny &eledi Candida (C.) jsou napfiklad C. antarctica, C.
rugosa nebo C. cylindracea. S vyhodou se uzivd lipdzy z C.
cylindracea. Lipdzy z mikroorganismG Celedi Candida se b&Zné
doddvaji s rtznou Eistotou.




K immobilisaci lipdzy se uzivi makroporézni nosid,
aktivovany epoxidovymi skupinami. Tento nosig Jje mozZno
ziskat napfiklad tak, Ze se polymeruje v suspenzi vinyl-
acetdt a monomer, ktery je s vinylacetdtenm kopolymerova-
telny, napfiklad N,N'-divinylethylenmoéovina ve vodeé, gak
se Cdstecnd zmydelni acetdtovsé skupiny na hydroxylové sku-
piny, naez se provadi reakce s epichlorhydrinem, ktery
reaguje s volnymi hydroxylovymi skupinami za vzniku eoo-
xidového kruhu. Timto zpGsobem je ve vysledném kopolymeru
vytvofena struktura s reaktivnimi epoxidovymi skupinami,
které jsou vhodné k vazbd noside na nejriznéjsi substrity.
Nosile tohoto typu a zpdsoby jejich vyroby jsou popsdny
naprfiklad v publikaci K. Surg a dalsi, Angew. Makromol.
Chem. 157, (1988), str. 105 az 121. Tyto nosie se b&#na
obchodné doddvaji. Zvld3té vhodnym nosidem pro toto pouzi-
ti je Eupergit C (Rohm Pharma, SRN) nebo VA-Epoxy-Biosynth,
(Riedel de Haen, SRN).

V publikaci A. N. Glazer, The proteins, vyd. H. Meurath
a R. L. Hill, Academic Press Londyn, 1976, sv. II, str. 1 a2z
109 se uvddi, Ze pfi tomto zpGschbu immobilizace enzymd reagu-
Ji v prvni Fads epsilon-aminoskupiny lysinu s epoxidovymi
skupinami, &imZ dochdzi k alkylaci aminoskupiny lysinu v
uvedené poloze.

Lipdza podle vyndlezu je tedy vdzina kovalentn2 na
nosi¢ svymi epsilon-aminoskupinami lysinu alkylaci otevie-
nymi epoxidovymi skupinami noside.

Pfedmétem vyndlezu je rovnéz zpasob vyroby immobilizova-
né lipdzy. Postupuje se tak, ?e se makroporézni nosié, akti-
vovany epoxidovymi skupinami uvddi do styku s vodnym rozto-
kem lipdzy z &eledi Candida pti teploté 15 OC az teploté
deaktivace lipdzy, s vyhodou pfi teplots 13 a3z 30 OC, na-
prfiklad v tfepac{ barfice. POm&r noside a lipdzy je nutno vo-
lit tak, aby v reak&ni smé&si byla k dispozici na jednu volnou




aminoskupinu lysinu v lipdze jedna epoxidovd skupina noside.
S vyhodou se uzije na 1 g nosice 0,05 az 0,1 g lipdzy. Lipd-
za mazZe byt rozpusténa v €isté vodé nebo v roztoku pufru ne-
bo soli. Tim dojde k reakci epsilon-aminoskupin lysinu v 1li-
pdze s epoxidovymi skupinami nosiée, ¢imZ dochdzi k !H-alkyla-
ci, to znamend ke kovalentni vazb2d mezi lipdzou a nosilzm.

Po ukonené reakci se immobilizovand liodza odfiltruje, po-
pfipadé& po priddni soli, napfiklad chloridu sodného do reakd-
ni smé&si a promyje se roztokem pufru. Immobilizovand lipdza
se pak uchovdvd az do pouzit{ v pufru, ve vlhkdm stavu nebo

v suchém stavu.

Timto zplOsobem ziskand lipdza se uZivd k enancioselektiv-
ni esterfikaci smé&si enanciomerd chirdlnich alkohold vymé&nou

esterovych skupin pfi pouziti enol-esterd.

Podstatu vyndlezu tvori také zplsob enancioselektivni
esterifikace alkoholu, obsahujiciho alespof jeden stfed asy-
metrie v molekule, zplsob spolivd v tom, Z2e se alkohol este-
rifikuje za pritomnosti enol-esteru a lipdzy z mikroorganismu
Celedi Candida, v niZ je epsilon-aminoskupina lysinu lipdzy
kovalentné@ vdzdna na oteviené epoxidové skupiny makroskaopic-
kého nosice, aktivovaného epoxidovymi skupinami za souasnég
N-alkylace. Vznikly ester chirdlniho alkoholu a popfipadé ne-
zreagovany alkohol je moZno z reakini smési izolovat.

PouZzity alkohol obsahuje alespoi jeden stfed asymetrie
a Je tedy opticky aktivni. Je moZnoc je) pouzit ve formé& ra-
cemické smési enanciomeru nebo ve form& smési, obohacené
jednim nebo druhym enanciomerem.

Lipdzu, immobilizovanou zpdsobem podle vyndlezu je moz-
no uzit k reakci jak s primdrnimi, tak se sekunddrnimi alko-
holy. Je moZno pouzit také dialkohol se dvéma stfedy asymetrie
v molekule, pticemz miZe jit o sm&si R,S5-, S,R-, R,R- nebo




S,S-alkoholu. Vyhodnymi alkoholy pro pou?iti jako substrdty
Jsou sekunddrni alkocholy, kters v molekule obsahuji jeden
stfed asymetrie.

Z enol-esterd je moZno uZit napfiklad enolestery, kte-
ré byly popsdny v EP 321 913. § vyhodou se pouZivaj{ vinyl-
estery nizsich organickych kyselin, zvl4sts vynodnymi estery
Pro toto pouziti jsou vinylacetdt, vinylpropiondt, nebo vinyl-
butyrdt.

Pfi provddéni svrchu uvedens reakce se nechd reagovat
na 1 g enanciomern{ sm&si chirdlnich alkoholld 2 az 30 g,
S vyhodou 6 aZ 10 g immobilizovang lipdzy a alespod 5 ekvi-
valentld enolesteru, reakce se popfipadd provadi v fedidle,
inertnim za reakénich podminek za michdni nebo protfepdvdni
ofi teplots 15 °¢ aZz deaktivadni teplots lipdzy, s vyhodou
pri teplotd mistnosti.

Reakci je moZno provddst v Fedidle, inertnim za reaké-
nich podminek, nebo je moZno jako fedidlo u?it ve velkém
pfebytku enclester, uzity pro vyménu esterovych skupin. Re-
akce se s vyhodou provddi nikoliv v fedidle, inertnim za
reakénich podminek, nybrz v enolesteru, ktery je uzit k pro-
vddéni reakce.

Je dcelné provadéat reékci pPLfi takovych teplotdch, pri
nichz md lipdza nejvy3si i€innost. Tato teplota se obvykle
uvadi pfi doddni enzymu vyrobcem nebo je moZno ji uréit Jjed-
noduchymi pokusy. Timto zplsobem se tvof{ v zdvislosti na
pouzité sm&si alkoholu, esteru a na specificnosti pouzits
lipdzy pfevdzné R- nebo prevdiné S-, popfipadé pfevdzns R,S-
nebo pfevdiné S,R-ester pouzitého alkoholu, kdeZto odpovida-
Jici S- nebo R-, poptfipads S,R-, R,S-, R,R- nebo S,S-alkohol
se reakce nedcastni nebo se ji ddastn{ pouze ve velmi nepatr-
né mife.




Pribéh reakce je moZno sledovat vhodnymi a v chemii
enzymd zndmymi postupy, napfiklad pfi pouzit{ plynové chro-
matografie.

Po dosazeni produkce enanciomeru s dostatecnou &istotou,
se reakce plrerusi a reakcéni smés se ddle zpracovdvd. Immobili-
zovand lipdza se odfiltruje a matecny louh se déli, pficemZ
dochdzi k izolaci pozadovanych vyslednych produktd. Izolace
poZadovanyci produktd z reakéni smési se provddi pomoci ex-
trakce, destilace, chromatografie a podobné.

Ve vyhodném provedeni se racsmickd smés alkoholu pro-
tfepdvd s lipdzou z Candida cylindracea, immobilizovanou
pomoci VA-Epoxy-8iosynth, (Riedel-de-Haen, SRN) ve vinylace-
tdtu pri teploté mistnosti. Po dosaZeni poZadovaného pfebyt-
ku enanciomeru vzniklého R- nebo S-, ponfipadé R,S- nebo S,R-
-esteru se enzym odfiltruje a poZzadované produkty se izoluji
destilaci nebo chromatografii.

Je moZno prokdzat, Ze prfi provddéni zpldsobu podle vynéa-
lezu dochdzi ve srovndni s pouzitim neimobilizované lipdzy
jak ke zvy3eni stdlosti lipdzy za pfitomnosti acetaldehydu,
tak ke zvy3eni dCinnosti a selektivity tohoto enzymu. Zvlaste
pfekvapujici je vice neZz pdtindsobny vzestup selektivity, kte-
ry zlGstdvd zcela stdly i pfi opakovaném pouziti immobilizované
lipdzy.

Je zfejmé, Ze immaobilizovand lipdza a jeji pouziti pro
enancioselektivni vyménu esterovych skupin zplsobem podle
vyndlezu tedy predstavuji podstatny technicky pokrok.

Praktické provedeni vyndlezu bude osvétleno ndsleduji-
cimi prfiklady.




Ptiklady provedeni vyndlezu

Pfiklad 1

10,0 g prostfedku VA-Epoxy-B8iasynth (Riedel-de-Haen,
SRN) se uvede do suspenze v 70 ml 0,1N fosfdtového pufru o
pH 7,0, pridd se 300 mg lipdzy z Candida cylindracea (AY-30,
Firma Amano Pharm. Co., Japonskao) a sm3s se protfepdva 3 dny
pfi 80 ot/min a teplotd 27 OC. Pak se pfidd 70 ml roztoku
chloridu sodngha, smé&s se zfiltruje, promyje se 2 x 30 ml
0,05 N fosfdtového oufru o pH 7 a ususi.

Specifickd d&innost takto ziskanéd immobilizované lipa-
zy se stanovi titraci vzniklé kyseliny octové pomoci g,1 N
Rydroxidu sodného v prab3hu hydrolyzy triacetinu v J,1 N
fosfdtovém pufru o pH 7,00 a je 5,70 mikromol x mint g-l.
Specifickd d&innost neimmobilizované lipdzy za tych? pod-

minek je 13 mikromol.min-lg°l.

Pfiklad 2

1 g, 9 mmol racsmického endonorborn-5-en-2-glu se smis{
se 200 mg lipdzy z Candida cylindracea (AY-30, Firma Am ano
Pharm. Co., Japonsko) a pak se smés protfepdvd v 10 ml vinyl-
acetdtu rychlosti 200 ot/min pfi teplots 20 Oc. Prabsn reakce
se sleduje plynavou chromatografii. Po 4 hodindch se reakce
pferusi. Lipdza se cdfiltruje a matedny louh se odoaifi ve va-

kuu. Odparek se chromatografuje b&Znou chromatografii na sloup-

ci silikagelu, &imz se ziski (+)-endonorborn-S-en-2-ylacetat
a (-)-endonorborn-5-en-2-ol.

Vysledky tohoto pokusu, tykajici se d&innosti lipdzy,
poméru enanciomerd a mnoZstvi zreagovanéno materialu Jjsou
shrnuty v ndsledujici tabulce 1.




Pfiklad 3

Postupuje se zplsobem podle pfikladu 2 s tim rozdilem,
Ze se2 uZije immobilizovand lipdza podle pfikladu 1. Vysled-
Ky tohoto pokusu, pokud jde o déinnost lipdzy, stuped pfemé-
ny a pomér jednotlivych enanciomerd jsou shrnuty v ndsleduji-
ci tabulce 1.

Tabulka 1

A lipdza akt. % ee % ee S
(-)alk (+)est
1. v 39 51,4 66,5 8
2. v 1 11,0 54,0 4
3. v - - - -
1. I 100 62,2 91,3 42
2. I 50 66,0 91,7 42
3. I 23 59,1 91,8 42

Vysvétlivky k tabulce:

A: paoCet pouzit{
srovndvaci enzym

I: immobilizovand lipdza

Akt: relativni d€innost, kterd se stanovi srovndnim rychlosti
v prubéhu reakce az do uskutec¢néni 20 % reakce (tangen-
tovd metoda)

%ee (-)Alk pfebytek enanciomer(l nezreagovaného (-)-endo-
norborn-5-en-2-o0lu

%ee (+)Est: pfebytek enanciomeru vytvofeného (+)-endonorborn-
-5-en-2-ylacetdtu




Pfebytek pfislu3ného enaciomeru byl stanoven pomoci
plynovéchromatografického d&leni odpovidajiciho menthyl-
chlormravenganu, ktery je moZno ziskat derivatizaci (-)-
-menthylchlormravenanu zpdsobem podle publikace 3. Berger
a dalsi, Tetrahedron: Asymmetry, 1 (1990), str. 541 - 546. -

S: Selektivita reakce ve vztahu k poZadovanému enanciomeru

Tato hodnota se stanovi zplUsobem podle publikace Chen
a dalsi, J. Am. Chem. Soc., 104 (1982), str. 7294 - 7299.
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PATENTIOVE TAROQOKY

1. Lipdza z mikroorganismu Celedi Candida, v niZ jsou
epsilon-aminoskupiny lysinu kovalentng vdzany N-alkylaci
ptes oteviené epoxidové skupiny makrnoorézniho nosiée,
aktivovanéno epoxidovymi skupinami, &im? dochdzi k immobi-

lizaci lipdzy.

2. Lipdza podle ndroku 1, immobilizovand na makroskopic-
Ky nosi&, ziskany polymeraci vinylacetdtu a monomeru, kopoly-
merovatelného s vinylacetdtem v susoenzi ve vod® s parcidlnim
zmydeln&nim acetdtu za vzniku hydroxylovych skupin, kters se
uvedou do reakce s epichlorhydrinem, ktery s volnymi hydroxy-
lovymi skupinami tvofi epoxidové kruhy.

3. ZplGsob immobilizace lipdzy z mikroorganismu &eledi
Candida, vy znac¢ujici se tim, 22 se makroporéz-
ni nosi&, aktivovany epoxidovymi skupinami uvddi do reakce s
lipdzou, a to s roztokem lipdzy z Zeledi Candida ve vod3,v
oufru nebo v roztoku soli pfi teplotd 15 ¢ az pti deaktivac-

ni teploté lipdzy, €imZ dojde t-alkylaci ke tvorbd kovalentnich

vazeb mezi epsilon-aminoskupinami lysinu lipdzy a otevfenymi
epoxidovymi kruhy makroporézniho nosie, aktivavaného epoxi-
dovymi skupinami.

4. ZpGsob podle ndroku 3, vy znadujici se
t i m, Ze se na 1l g makroporézniho nosiZe uz?ije 0,05 az
0,1 g lipdzy.

5. PouZiti lipdzy podle ndroku 1, k enancioselektivni
vyménd esterovych skupin chirdlniho alkoholu pasaobenim enol-
esteru.

6. Zplsob enancioselektivni vymdny esterovych skupin
chirdlniho alkoholu, vy znacé¢ujici se tim ze
se alkonhol esterifikuje za pfitomnosti enolesteru a lipdzy
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Z mikroorganismu deledi Candida, pomoci N-alkylace vdzanég
pres epsilon-aminoskupinu lysinu na epoxidové skupiny makro-
poréznino nosice, aktivovaného epoxidovymi skupinami, nade?
se vznikly ester chirdlniho alkoholu a popfipadé nezreagova-
ny alkohel z reakéni smési oddeli.

7. Zpisob podle ndroku 6, vy znaéu Jici se
tim, Ze se nal g chirdlniho alkoholu uzije alespon pé&t
gkvivalentd enolesteru a %D az 30 g immobilizovang lipdzy.

8. ZpGsob podle ndrokd 6 nebo 7, vy znaduji-
ci se tim %22 se jako Fedidlo pro esterifikaé&ni reakci
uzije enolester, ktery se soudasng uzije jako jedno z reaké-
nich sloZek.

9. Zpasob podle ndrokd 6 a¥ 8 sy VY zZnadcujici
se tim, Ze se jako enolester uzije vinylacetdt, vinyl-
propiondt nebo vinylbutyrat.

10. Zpusob podle ndrokd § az 9, vyznadujici
se tim, Ze se jako lipdza uzije lipdza z mikroorganismu
Candida cylindracea.

Zastupuje; .
M .
JDr. 2k KOHE-.’ZZ Ve
advokdtka
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