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Eljdrds Candida lipaz enantioszelektivitdsdnak novelésére és
immobilizalt Candida lipdz eldallitédséra

Chemie Linz GmbH, LINZ, AUSZTRIA

A bejelentés napja: 1992. 08. 28.

Elsdbbsége: 1991. 08. 30. (A 1715/91) AUSZTRIA

A taldlmadny tdrgya eljards a Candida nemzetség egyik mik-
roorganizmusadbdél szarmazdé immobilizdlt lipdz elddllitdsdra és
enetioszelektiv észterezésre vald alkalmazasdra.

Az immobilizdlt lipdzt dgy allitjdk eld, hogy a lipdz ol-
datat egy epoxid-aktivalt makropdérusos hordozdval reagdltatjék,
mire a lipdz a benne 1évd lizin epszilon-aminocsoportjan keresz-
til N-alkilezéssel a felnyilt epoxidkdtéseken &t kovalens kotés-
sel a hordozdhoz kapcsolddik. Az immobilizd&lt lipdz egy enolész-
ter jelenlétében enantioszelektiv atészterezést hajt végre egy
molekuldjédban legaldbb egy aszimmetriacentrumot tartalmazdé al-
kohol enantiomerelegyével.

Az immobilizdlds az enzim ismételt alkalmazds sordn vald

stabilitdsat is noveli.
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Eljards Candida lipdz enantioszelektivitdsdnak névelésére és
immobilizdlt Candida lipdz el®4llitasara
Chemie Linz GmbH, LINZ, AUSZTRIA
Feltaldl6k: Dr. FABER Kurt, GRAZ,
BERGER Brigitte, GREIFENBURG,
AUSZTRIA
A bejelentés napja: 1992. 08. 28.

Els&bbsége: 1991. 08. 30. (A 1715/91) AUSZTRIA

A taldlmdny tdrgya eljdrds a Candida nemzetség egy mikro-
organizmusdbél szdrmazd lipadz enantioszelektivitdsdnak, aktivi-
tdsdnak és stabilitdsdnak névelésére olyan enzimes atészteresi-
tési eljardsban, amelynek sordn egy kirdlis alkoholt, amely a
molekuldban legaldbb egy aszimmetriacentrumot tartalmaz, egy
enolészter segitségével enetioszelektiven észtereziink, tovabba
eljdrds immobilizdlt Candida lipdz el®4llitdséra.

Kirdlis, enantiomertiszta alkoholok kiilonboz& felhasznd-
1ladsi célokra, példdul gydgyszerhatdanyagok vagy agrokemikalidk
szintézisére nagy Jjelentdséggel birnak. E184llitasuk torténhet

példdul enetioszelektiv atészterezéssel, amelynek sordn egy ki-



rdlis alkohol enetiomerelegyét egy karbonsav-észter jelenlété-
ben egy hidroldz segitségével reagdltatjuk. Mivel a hidroldzok
dltalédban mind az oda- mind a vissza-reakcidt is katalizdljéak,
a kivant végtermék ilyen koOriulmények kozott tobbnyire csak na-
gyon lassan és nem kielégitd optikai tisztasdgban keletkezik.
M.Degueil~-Castaing és munkatdrsai a Tetrahedron Letters 28(9),
953 - 954 (1987) kozleményben ezért azt javasoljdk, hogy kar-
bonsav-észterként egy enolésztert haszndljunk, mert ilyenkor a
vissza-reakcidé nem mehet végbe. Zakrzewska és munkatarsai kdz-
leményébdl [Acta Med.Pol., 29(1-2), 44 (1988)] kideril,

hogy az aldehidek, amelyek az atészterezéskor az enolészterbdl
keletkeznek, az enzim aminosavainak lancvégi funkcids csoport-
jaival reagdlva az enzimet dezaktivdljdk. Az EP-A 0 321 918
sz&mi eurdpai kozrebocsdtdsi iratban leirnak egy eljdrdst egy
racém alkohol enantiomerelegyeinek egy vinil-észterrel vagy vi-
nil-észterben egy lipaz segitségével végzett enzimes racemat
szétvalasztdsdra, amelynek sordn a szabadda valé aldehid a 1li-
pazt nem dezaktivdlhatija. Kiderilt azonban, hogy egy Candida
lipdznak egy ilyen eljdrdsban vald ismételt alkalmazdsakor mind
aktivitdsa mind szelektivitdsa nagyon gyorsan csokken.

C.J.Grey és munkatdrsai [Enzyme Microbiol. Technol., 12,

800 - 807 (1990)] ko6zlik, hogy egy Candida cylindracea lipaz
stabilitdsa kilonbdzd immobilizdldsi technikdkkal novelhetd
ismételt felhaszndlds esetére. Enolészterek alkalmazdsdval vég-
zett dtészterezésekrdl azonban nem torténik emlités.

Varatlanul azt észleltik, hogy egy Candida lipdznak mind

az aldehidekkel szembeni stabilitdsa, mind az aktivitasa és



szokatlan médon a szelektivitdsa is nd, ha a lipazt egy enolész-
terek alkalmazdsdval végzett atészterezési eljardsban vald fel-
haszndlasa eldtt a lipazban levd lizin epszilon-aminocsoportjai-
nak egy epoxid-aktivalt makropdérusos hordozd epoxidcsoportjaival
végzett reagaltatdsdval, amelynek sordn N-alkilezés megy végbe,
immobilizaljuk. Ezzel az immobilizdl&ssal mind a lipdz aldehidek-
kel szembeni ellendlldképessége mind aktivitdsa és szubsztratsze-—
lektivitasa nd egy nem immobilizalt lipdzhoz képest, tovabba a
szubsztratszelektivitds ismételt alkalmazdskor sem csékken, ha-
nem teljesen dllanddé marad.

A taldlmany targyadt tehdt a Candida nemzetséghez tartozd
egyik mikroorganizmusbdl szadrmazé olyan immobilizdlt lipdz eld-
dllitdsa képezi, amelyre az jellemzd, hogy a lipdzban levd lizin
epszilon-aminocsoportjai egy epoxid-aktivdlt makropdrusos hor-
dozé felnyilt epoxidcsoportjain keresztiil N-alkilezéssel kotod-
nek, midltal a lipdz immobilizdlt lesz.

A Candida neﬁzetséghez tartozd mikroorganizmusbdl szdarmazd
lipadzon mind a Candida nemzetség tisztitatlan mikroorganizmus-
-szuszpenzidi mind tisztitott enzimfrakcidk értenddk. A Candi-
da (C.) nemzetséghez tartozé fajok példdul a C.antarctica, C.ru-
gosa, C.cylindracea. Eldnydsen C.cylindracea-bdl szarmazé lipdzt
haszndlunk. A Candida nemzetségbdl szdrmazd lipazok kiildnbdzd
tisztasdgi fokozatokban a kereskedelemben beszerezhetok.

A lipaz immobilizadldsdra egy epoxid-aktivdlt makropdrusos
hordozdt haszndlunk. E16allitdsa példdul vinil-acetdt és egy vi-
nil-acetattal kopolimerizadlhatdé monomer, példdul N,N'-divinil-

—-etilén-karbamid vizben végzett szuszpenzids polimerizdldsaval,



e & 49 0eve vese cove

. . o .

. o eep . .
. . .

4 - e Tt

az acetat-csoportok hidroxi-csoportokka vald részleges elszap-
panositdsdaval és ezt kovetden epikloérhidrinnel végzett reagdl-
tatasdval torténik, amely szabad hidroxicsoportokkal epoxidgy{i-
rii kialakulasa k&zben reagdl. Ennek sordn a polimerizdtumban
reakcidképes epxidcsoportokbdél 4116 "spacer" csoportok képzdd-
nek, amelyek a hordozénak kiildénbdzd szubsztratokkal vald kap-
csolasadra alkalmasak. Ilyen hordozdkat és el&allitdsukat példa-
ul K.Burg és munkatdrsai irnak le [Angew. Makromol. Chem., 157,
105 - 121 (1988)}. Ezek a kereskedelemben beszerezhetdk. Hordo-
z0ként kiildéndsen ellnydsen Eupergit C-t (Rohm Pharma, NSZK)
vagy VA-Epoxy-Biosynth-et (Riedel de Haen, NSZK) haszndlunk.

A.N.Glazer leirja [ "The Proteins", H.Neurath and R.L.Hill
szerk., Academic Press, London, 1976, 2.kd6tet, 1 - 109.0l1d.],
hogy az enzimek ilyenfajta immobilizdldsakor els&sorban a lizin
epszilon—-aminocsoportjai reagdlnak a hordozé epoxidcsoportjai-
val, amelynek soran a lizin aminocsoportjai alkilez&dnek.

A‘talélmény szerinti lipdz tehdt a lipdz lizinjének epszi-
lon-aminocsoportjain alkilez&dik a hordozé epoxidcsoportjai al-
tal, azaz a hordozdéhoz kovalensen kotodik.

A talalmany targya tehat eljdréds az el&bbiekben targyalt
immobilizdlt lipdz el&allitdsara. Az eldallitds sordn egy epo-
xid-aktivalt makropérusos hordozdét egy Candida-lipdz enzim vi-
zes oldatdval hozunk érintkezésbe 15°C-té6l a lipdz dezaktiva-
ldsi hdmérsékletéig, eldnydsen 18°C-tdl 30°C-ig terjedd hémér-
sékleten, példaul egy razdlombikban mozgatva. A hordozd és a
lipdz aranyat agy kell megvalasztani, hogy a reakcidelegyben

a lipazban levd lizin szabad aminocsoportjaira csoportonként
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a hordozd egy epoxidcsoportja jusson. El&nyésen 1 g hordozé-
hoz koOrilbeldl 0,05 - 0,1 g lipdzt haszndlunk. A lipaz lehet
tiszta vizben, valamilyen puffer- vagy sdoldatban oldva. A 1li-
pazban lev6é lizin epszilon-aminocsoportjai a hordozé epoxid-
—-csoportjaival N-alkilezés kézben reagdlnak, amikor a lipéz
és a hordozd ko6zott kovalens k6tés jon létre. A reakcid befe-
jez8dése utédn az immobilizalt lipdzt, adott esetben sdéknak,
példdul ndtrium-kloridnak a reakcidlegyhez vald hozzaaddsa u-
tdn, kiszlrjuk és pufferoldattal mossuk. Az immobilizdlt 1li-
paz a pufferban vagy nedvesen vagy szdritva is tdrolhatéd a
felhasznalasig.

Az ilyen médon eldallitott lipazt kiralis alkoholok enan-
tiomerelegyeinek enolészterek alkalmazdsdval végzett atészte-
rezés Utjan végzett enantioszelektiv észterezésére haszndlhat-
juk.

A taldlmany targyat képezi ezért egy molekuldjidban lega-
1abb egy aszimmetriacentrumot tartalmazé alkohol enantiosze-
lektiv észterezésére szolgdld eljdrds, amelyre az jellemzd,
hogy az alkoholt egy enolészter és egy, a Candida nemzetség
egyik mikroorganizmusdbél szdrmazd lipdz jelenlétében észte-—
rezzik, amely lipdz a lipdzban lev6 lizin epszilon-aminocso-
portjan egy epoxid-aktivalt, makropdrusos hordozdé felnyilt
epoxid-kotéseivel N-alkilezés utjan kovalensen kdtve van, és
a kiralis alkohol képz&dd észterét és adott esetben az elrea-
gédlatlan alkoholt elkildnitjik a reakcidelegybdl.

A reakcidba vitt alkohol legaldbb egy aszimmetriacetrum-

mal rendelkezik, és ezért optikailag aktiv. El&fordulhat ra-
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cém enantiomerelegyek formdjadban vagy olyan elegyekként, ame-
lyekban az egyik vagy a masik enantiomer fel van duasitva.

A taldlmdny szerinti immobilizdlt lipdzzal mind primer
mind szekunder alkoholok reagdltathaték. Az alkohol lehet egy
molekuldban két aszimmetriacentrummal rendelkezd kétértékd al-
kohol, diol is, amely esetben R,S-, S,R-, R,R- vagy S,S-alko-
holok elegyei fordulhatnak eld. Elb6nyds, ha szubsztratként a
molekuldban egy aszimmetriacentrumot tartalmazé szekunder al-
koholokat haszndlunk.

Enolészterként példdul az EP-A 0 321 918 szdmi eurdpai
kdézrebocsdtdsi iratban ko6zolt enolészterek haszndlhatdk. Elo-
nydsen rovidszénldncl szerves savak vinilésztereit, kiilono-
sen vinil-acetdtot, vinil-propiondtot, vinil-butirdtot hasz-
ndlunk.

A reakcid kivitelezésekor a kirdlis alkoholt tartalmazd
enantiomerelegy minden grammjdra szdmitva 2 - 30 g, eldnydsen
6 - 10 g immobilizAlt lipdzt és legaldbb 5 ekvivalens enolész-—
tert haszndlunk, adott esetben a reakcidkdrilmények koézdtt i-
nert higitdszerrel elegyitve, és a reagdltatdst keverés vagy
razas koézben, 15°C-tdél a lipdz dezaktivdldsi hémérsékletéig
terjedd hdéfokon, eldnydsen szobahdmérsékleten végezziik.

A reakcid végezhetd a reakcidkOrilmények kozdtt inert hi-
gitdészerben, vagy maga az atészterezéshez haszndlt enolészter
is haszndlhatdé higitdszerként és nagy feleslegben. Eldnyds, ha
a reakcidét nem egy, a reakcidkoriilmények kozdtt inert higito-
szerben, hanem a reakcidéban alkalmazott enolészterben hajtjuk

végre.
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A reakciot célszerlien olyan hémérsékleten hajtjuk végre,
ahol a lipaz legnagyobb aktivitdsdt mutatja. Ezt a hémérsék-
letet 4ltaldban a gyartd vagy szadllitd megadja, vagy egyszerii-
en kisérletileg megdllapitandd. A reakcid sordn az alkalmazott
alkoholkeveréktdl, az enolésztertdl és a felhaszndlt lipaz spe-
cifitdsatdl figgden tulnyomérészt az alkalmazott alkoholnak meg-
feleld R- vagy tulnyomérészt az S-, illetve tdlnyomdérészt az
R,S8- vagy tdlnyomérészt az S,R-észter keletkezik, mig a megfe-
leld S- vagy R-, illetve S,R-, R,S-, R,R- vagy S,S-alkohol nem
vagy csak kis mértékben reagal.

A reakcid eldrehaladdsat megfeleld és az enzimkémidban is-
mert médszerekkel, példdul gazkromatogrdfids médszerek segitsé-
gével koOvetjik.

A reakcidét a termék kivant enantiomertisztasdgdnak eléré-
se utan megszakitjuk, és a reakcidelegyet feldolgozzuk. Ennek
sordn az immobilizalt lipdzt kiszirjuk, és az anyaligot megfe-
leld miveleti hdmérsékleten bepdroljuk, amelynek sordn a kivant
termékek izolalhatok. A kivant terméknek a reakcidelegybdl vald
elvalasztasa extrakcid, desztilldcid, kromatogrdfia segitségé-
vel a szokdsos médon torténhet.

Az eljards egy eldnyds kiviteli formdjdban egy alkohol ra-
cém elegyét VA-Epoxy-Biosynth (Riedel-de-Haen) segitségével im-
mobilizalt Candida cylindracea lipdzzal vinil-acetdtban keverjik
vagy razatjuk. A képzddd R- vagy S-, illetve R,S- vagy S,R-ész-
ter kivant enetiomerfeleslegének elérése utdn az enzimet kisziir-
juk, és a kivant termékeket desztilldcidval vagy kromatografid-

san elvalasztijuk.



@8 * 90 veut s G0ce
. e a
. a o0 . .
.

Kisérleteink soran kiderilt, hogy a taldlmany szerinti
reakcid esetében egy nem immobilizdlt lipdzhoz viszonyitva mind
a lipdznak acetaldehiddel szembeni ellendlldképessége mind akti-
vitdsa és szelektivitdsa ndott. Kiilondsen meglepd volt a szelek-
tivitds tobb mint 5-sz0rds nodvekedése, ami az immobilizdlt lipdz
ismételt felhaszndldsakor teljesen allanddé maradt.

Az immobilizdlt lipdz és alkalmazdsa a taldlmdny szerinti
enantioszelektiv észterezésnél a technika jelenlegi dll4sdnak
fejldodését jelenti.

P

1.példa:

10,0 g VA-Epoxy-Biosynth-et (Riedel-de-Haen, NSZK) 70 ml
0,1 n foszfatpufferban (pH 7,0) szuszpenddlunk, és 300 mg Can-
dida cylindracea lipdz (AY-30, Amano Pharm. Co., Japédn) hozza-
addsa utdn 27°C-on és percenkénti 80 fordulaton 3 napig rézat-
juk. Hozzdadunk 70 ml néatrium-klorid-oldatot, és utdna szidrjik,
majd kétszer 30 — 30 ml 0,05 n foszfadtpufferral (pH 7,0) mos-
suk és szaritjuk.

Az igy elddllitott immobilizdlt lipdz fajlagos aktivitdsat
triacetin 0,1 n foszfatpufferban (pH 7,0) végzett hidrolizise-
kor keletkezd ecetsav 0,1 M ndtrium-hidroxid-oldattal végzett
titrdldsival hataroztuk meg, és 5,70 umol-perc—l-g—l—nek ta-
laltuk. A nem immobilizdlt lipdz fajlagos aktivitdsa azonos ko-

rilmények koézott 13 umol~perc_1-g_1.

2.példa:

1 g (9 mmol) racém endo-norborn-5-én-2-olt 200 mg Candida
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cylindracea lipdzzal (AY-30, Amano Pharm. Co., Japdn) elegyi-
tink, és 10 ml vinil-acetattal 20°C-on és percenkénti 200 for-
dulatndl rdzatjuk. A reakcid elbrehaladdsadt gazkromatografia-
san ko6vetjik nyomon. A reakcidt 4 Ora elteltével ledllitjuk.
A lipazt kiszUrjik, és az anyalugot vakuumban bepdroljuk. A
maradék szilikagélen végzett szokdsos oszlopkromatogrdfids tisz-
titédsa utdn (+)-endo-norborn-5-en-5-il-acetdtot és (-)-endo-
-norborn-5-en-2-0lt kapunk.

A lipdz aktivitasdra, az atalakulédsra és az enantiomera-
ranyra vonatkozdé mérési eredményeket az 1.tédblidzatban foglal-

juk Ossze.

3.példa:

A reakcidét a 2.példédban leirtak szerint végezziik, azzal
az eltéréssel, hogy az 1.példa szerint készitett immobilizalt
lipdzt haszndlunk.

A lipadz aktivitédsdra, az atalakulédsra és az enantiomera-
rdnyra vonatkozd mérési eredményeket az 1.tdblazatban foglal-

juk Ossze.
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1.tédblazat

A Lipdz Akt. % ee % ee S
(-) Alk. (+) Est.

1. Ossz. 39 51,4 66,5 8
2. Ossz. 1 11,0 54,0 4
3. Ossz. - - - -
1. Imm. 100 62,2 91,3 42
2. Imm. 50 66,0 91,7 42
3. Imm. 23 59,1 91,8 42

A téblazatban haszndlt roviditések jelentése a kdvetkezd:
A: alkalmazdsok szama
Ossz.: Osszehasonlités
I: immobilizédlt lipaz
Akt. relativ aktivitds, meghatdrozva a reakcié lefutasdnak a
reakcid elsd 20%-a sordn mért meredekségéhez viszonyitva
(tangens mdédszer) .
% ee (-) Alk: az elreagdlatlan (-)-endo-norborn-5-en-2-o0l enan-
tiomerfeleslege
% ee (+) EBst: a képzddott (+)-endo-norborn-5-en-2-ol enantio-
merfeleslege
A mindenkori enantiomerfelesleget a megfeleld mentil-klor-
-formidt gdzkromatogrdafids elvalasztasdnak segitségével hatdroz-
tuk meg, amelyet (-)-mentil-klér-formidttal vald szarmazékképzés-
sel allitottunk eld B.Berger és munkatdrsai szerint [Tetrahedron:
Asymmetry, 1, 541 — 546 (1990)].
S: a reakcid enantioszelektivitdsa Chen és munkatdrsai sze-

rint [J.Am.Chem.Soc., 104, 7294 - 7299 (1982)] meghatdrozva.
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Szabadalmi igénypontok

1. A Candida nemzetség egyik mikroorganizmusdbdl szarmazd
lipdz, azzal jellemezve, hogy a lipézban levd lizin epszilon-ami-
nocsoportjai egy epoxid-aktivdlt makropdérusos hordozé felnyilt e-
poxid-csoportjain keresztiil N-alkilezéssel kovalensen k&tddnek,
midltal a lipdz immobilizdldédik.

2. Az l1l.igénypont szerinti lipdz, azzal jellemezve, hogy
a makropérusos hordozét vinil-acetdt és egy olyan monomer vizben
végzett szuszpenzids polimerizdcidéjdval &llitjuk eld, amely vi-
nil-acetattal kopolimerizdlhatdé, majd az acetdtot részlegesen el-
szappanositjuk hidroxicsoportokkd, és ezt kévetden epiklérhidrin-
nel reagadltatjuk, ami a szabad hidroxicsoportokkal epoxid-gyiri
képzbdése kozben reagil.

3. Eljards a Candida nemzetség egyik mikroorganizmusabdl
szarmazd lipdz immobilizéléséra, azzal jellemezve, hogy egy epo-
xid-aktivalt makropdérusos hordozét egy Candida-lipdz vizzel, va-
lamilyen puffer- vagy sdéoldattal készitett oldatidval 15°C-tdl a
lipdz dezaktivaldsi hlmérsékletéig terjedd hdmérséklet-tartomdny-
ban reagaltatunk, amikor a lipdzban levd lizin epszilon-aminocso-
portjai és az epoxid-aktivdlt makropdérusos hordozé felnyilt epo-
xid-kotései kozdtt N-alkilezéssel kovalens kOtések alakulnak ki.

4. A 3.igénypont szerinti eljdrds, azzal jellemezve, hogy
a makropdrusos hordozdét grammonként 0,05 - 0,1 g lipdzzal reagal-
tatjuk.

5. Egy l.igénypont szerinti lipdz alkalmazdsa egy kirdlis
alkohol valamilyen enolészter segitségével végzett enantioszelek-

tiv észterezésére.



0 & gv 0000 veyw Prve
. . L ] L[]

. ® wee . -
- - A
00« . LAY ) - .

- 12 -

6. Eljards egy kirdlis alkohol enantioszelektiv észtere-
zésére, azzal jellemezve, hogy az alkoholt egy enolészter és egy,
a Candida nemzetséghez tartozé mikroorganizmusbdl szdrmazd olyan
lipdz jelenlétében észterezzlik, amely lipdz N-alkilezéssel a li-
zin epszilon-aminocsoportjain at egy epoxid-aktivdlt makropdrusos
hordozé epoxidcsopotjaival kovalensen kotve van, majd a kiralis
alkohol képzddott észterét és adott esetben az el nem reagdlt al-
koholt izoldljuk a reakcidelegybdl.

7. A 6.igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve, hogy
a kiralis alkohol egy grammjdra szdmitva legaldbb 5 ekvivalens
enolésztert és 2 - 30 gramm immobilizdlt lipdzt reagdltatunk.

8. A 6. vagy 7.igénypontok barmelyike szerinti eljarias,
azzal jellemezve, hogy az észterezéshez higitészerként azt az
enolésztert hasznaljuk, amelyet reakcidpartnerként is hasznalunk.

9. A 6 - 8.igénypontok barmelyike szerinti eljards, azzal
jellemezve, hogy'enolészterként vinil-acetdtot, vinil-propiondtot
vagy vinil-butirdtot hasznalunk.

10. A 6 - 9.igénypontok bdrmelyike szerinti eljdras, azzal
jellemezve, hogy lipadzként a Candida cylindracea faj egyik mikro-

organizmusdbdl szdrmazd lipdzt haszndalunk.
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