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(57) KIVONAT

A 2-(6-metoxi-2-naftil)-propionsav S(+) optikai izo-
merjének folyamatos biotechnolégiai elGéllitdsa sordn
egy (II) 4ltaldnos képletd, 50 °C alatti olvadésponti
racém (R,S) 2-(6-metoxi-2-naftil)-propionsav-észtert
—aképletben
R, jelentése 2-5 szénatomos alkilcsoport, fenilcso-

port, vagy -(CH,CH;0),-Rz-csoport, ahol

n értéke 10 és 15 kozotti szdm,

R; jelentése 1-4 szénatomos alkilcsoport —

Candida cylindracea eredeti lipizzal reagéltatnak
20-60 °C hémérsékleten, 5 és 8 kozotti pH-értéken,
oly médon, hogy az észtert a por6zus hordozéanyagon

- immobiliz4lt lipizra folyamatosan vezetik r; por6zus

hordoz6anyagként 50-1000 A porozitdst 1-0,01 mm
szemcséméretd poli(akril-észter) tipusi adszorbens
gyantit alkalmaznak.

JellemzG 4bra (II).

A lelrds terjedelme: 8 oldal (ezen beliil 2 lap dbra)
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A talslméAny tirgya javitott eljérés S(+) 2-(6-metoxi-2-
naftil)-propionsav (NAPROXEN®) folyamatos bio-
technol6giai el64llitdsara a (II) 4ltaldnos képleti, 50 °C
alatti olvadéspontd (R,S) 2-(6-metoxi-2-naftil)-propi-
onsav-észterb6l. '

Ismeretes, példdul a T. Y. Shen; Angew. Chem., Int.
Ed. Engl., 11, 460 (1972) szakirodalmi helyen irjak le,
hogy a 2-(6-metoxi-2-naftil)-propionsavat nem. szte-
roid gyulladésgatl6 szerként alkalmazzdk.

Az emlitett sav az o-helyzetben aszimmetriacentru-

mot tartalmaz, igy két optikailag aktiv enantiomer az -

S(+) és a R(-) enantiomer forméjéban létezik.

Az el6z6ekben hivatkozott szakirodalmi helyen azt
is lefrjik, hogy az S(+) enantiomer gyulladésgatlé akti-
vitdsa mintegy hiisszor nagyobb, mint az R(-) enantio-
meré.

Ezért sziikséges az S(+) enantiomernek a kevésbé
aktiv R(-) enantiomertdl val6 elvélasztésa.

A 195 717 szdmd eurépai k6zrebocsétisi iratban a
* 2-(6-metoxi-2-naftil)-propionsav S(+) és R(-) optikai
izomerjeinek biotechnolégiai elvalasztésira olyan elji-
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rdst ismertetnek, amelyben az (I) 4ltalinos képletd -

megfelel6 racém (R,S) észtereket enzimatikusan szte- -

reoszelektiven hidrolizaljak. Az (I) 4ltalénos képletben
R jelentése -CHy-C=CH, -CH,-CH=CHz, -CH2-CN,
.CH,COCH;, -CH;COOO-(1-4 szénatomos alkil-

csoport), -CHy-CHz-O-(1-4 szénatomos alkileso-.

port).

Enzimként elénydsen a Candida cylindracea (ATCC
No. 14830) lip4ztermel6 mikroorganizmust alkalmaz-
z8k, amely az S(+) optikai izomernek a racém (I}
sltalanos képletid vegyiiletbdl val6 szelektiv hidroliz4-
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A fentieknek megfelelGen a talilmény térgya folya-
matos eljirds a 2-(6-metoxi-2-naftil)-propionsav S(+)
optikai izomerjének biotechnolégiai eldéllitisira. Az
eljérés sordn egy (II) &ltaldnos képletd, 50 °C alatti
olvadéspontd, racém (R,S) 2-(6-metoxi-2-naftil)-propi-
onsav-észtert —a képletben
R; jelentése 2-5 szénatomos alkilcsoport, fenilcsoport,

vagy -(CH2CH,0)«-R2-csoport, ahol

n értéke 10 és 15 kozotti szdm,

R; jelentése 1-4 szénatomos alkilcsoport —

Candida cylindracea eredetd lipizzal reagéltatunk
20 és 60 °C kozotti homérsékleten, 5 és 8 kozotti
pH-értéken, és a kapott S(+) savat eltdvolitjuk; az eljé-
rés sordn az észtert a foszftpuffer-oldattal egyiitt fo-
lyamatosan tépléljuk be a bioreaktoroszlopba, amely az
elézdekben emlitett, por6zus hordozbanyagon megkd-

tott lipazzal van toltve, a hordozéanyag 50-1000 A
porozitésd, 1-0,01 mm szemcsméretd akril-észter poli-
mer, és a lipiznak a hordozéanyaghoz viszonyitott t5-
mege az 1:2 és 1:10 kozotti tartoményban van. Az S(+)
form4j savat a reakci6elegybdl ismert médon kiilonit-
jikel. :

A lipdz, amelyet 2 Candida cylindracea ATCC

14830 mikroorganizmus termel, olyan enzim, amely
Kiilénbz6 tisztasdgl mindségben kereskedelmi forga-
Tomb6l beszerezhet6, &s a mikroorganizmus tenyésze-

. téb6] ismert eljérésokkal kinyerhet6.
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I4séra képes, mikozben az R(-) formdjii észter Iényegé- -

ben v4ltozatlanul megmarad.

A fenti eljirds azonban aligha alkalmas gazdasigos
ipari termelésre, minthogy az enzim 96 6ra elteltével
aktivitAsinak 80%-4t elvesziti, ezért tovabbi hidrolizis-
1épésekben nem hasznélhat6 fel, illetve nem alkalmaz-
hat6 folyamatos hidrolizélési eljardsban, amelynek so-
r4n az egységnyi enzimre jut6 termékmennyiség nagy
lehetne. . )

Arra a felismerésre jutottunk, hogy ha a 2-(6-meto-
xi-2-naftil)-propionsavnak olyan racém észtereit alkal-
mazzuk, amelyeknek olvad4spontja 50 °C alatti, és ha
az alkalmazott enzim sajétos por6zus hordozéanyagon
immobiliz4lt Candida cylindracea eredetf enzim, a fo-
lyamatos hidroliz4l4si eljdrés Ggy hajthat6 végre, hogy
eredményeként a hidroliz4lt terméket magas hozammal
nyerjiik, és az enzimaktivités hosszd id&§szakon 4t gya-
korlatilag v4ltozatlan marad. Az emlitett eljarésban po-
rézus hordozéanyagként poli(akril-észter) alapd ad-
szorbens gyantékat alkalmazunk, amelyek porozitisa
50 &s 1000 A kozotti, szemesemérete 1-0,01 mm.

A gyakorlatban megéllapitottuk, hogy ha més poré-
zus hordoz6anyagot alkalmazunk, amelynek porozitdsa
és szemcsemérete. az el6zéekben megadott tartoméd-~
nyon belil esik, de anyaga a poli(akril-szter)-t6] elté-

16, a racém észter csak kis konverziés fokkal alakithat6

4t hidroliz4lt termékké, fgy a folyamatos enzimes hid-
rolizl4si eljérds nem végezhet gazdasdgosan.

2
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A tal4lmény szerinti eljirdsban hordozéanyagként
olyan adszorbens gyantdk alkalmazhat6k, amelyeknek
polimer mitrixa 50 és 1000 A kozotti porozitést, és 1
&s 0,01 mm kozotti szemeseméretd, mind a lip4z, mind
a (ID) 4ltalénos képletd racém észter adszorbe4ldséra
alkalmas poliakril-6szter tartalm. Ilyen gyantsk péld4-
ul 2z AMBERLITE® XADS8 és az AMBERLITE®
XAD7 gyanték (az eljérésban alkalmazott AMBERLI-
TE® gyanték a Rohm et Haas Co. termékei).

A lipiznak a hordozén valé megk6tését a hordozé-

' anyagnak és a pH=6-8 értékre pufferolt vizes lipizol-
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datnak keverés mellett torténd egyszerd elegyitésével
végezziik, a lipazt a hordoz6anyaghoz viszonyitva 1:2
&s 1:10 koz6tti arfnyban alkalmazzuk.

A lipiznak a hordozéanyagon valé még erdsebb
megkdtése érhetd el, ha a hordoz6anyagra felvitt lipazt

' egy tobbérték aldehid, kiilondsen telitett, alifés, 2-10
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szénatomos dialdehid, példdul glutdraldehid vizes ol-
datéval hozzuk érintkezésbe.

A bioreaktor 4ltaldban egy hészabélyozéssal elldtott
oszlop, amelynek 4tmér6:magassig ardnya 1:3 és 1:50
kozotti, és az immobiliz4lt lipzt tartalmaz6 hordoz6-
anyaggal van toltve.

A taldlmény szerinti eljards kiinduldsi anyagéul
szolgalé (II) 4ltalénos képletd racém (R,S) észterek
szokéisos észterezési eljirdssal 4llithaték el6 racém 2-
(6-metoxi-2-naftil)-propionsavbél, példaul az 1. reak-
ci6vazlat szerint. A reakci6vézlatban szerepld képle-
tekben R, jelentése az eldzGekben megadott.

A (II) 4ltalénos képletd racém (R,S) észterek kozil
el6nydsek azok, amelyekben Ry jelentése 2-4 szénato-
mos alkilcsoport, kiilondsen el6nyds kiindul4si anyag a
racém 2-(6-metoxi-2-naftil)-propionsav etoxi-etil-ész-
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tere, n-propoxi-etil-észtere, izopropoxi-etil-észtere és
n-butoxi-etil-€észtere.

Kiilonbbzd molaritisd, Na,HPO, és KH,PO, tartal-
mii vizes foszfatpuffert alkalmazunk, hogy a hidrolizi-
14s sor4n a reakcielegy pH-jét az eldre meghatirozott
értéken tartsuk, és hogy a hidrolizdlds révén kapott
S(+) 2-(6-metoxi-2-naftil)-propionsavat s6 formdjiban
oldjuk.

A hidroliz4last elénydsen 30 és 50 °C kozotti hémér-
sékleten, és 6-7 pH-értéken végezziik.

A taldlmény egy el6nyds megval6sitisi médja szerint
a bioreaktoroszlopot hordoz6anyagon immobilizélt li-
pézzal toltjik meg, az oszlop homérsékletét gy szabé-
lyozzuk, hogy 20 és 60 °C kozott legyen, és a (IT) 4ltala-
nos képletd (R,S) észtert folyamatos 4ramban vezetjitk be
amig a hordozbanyag telitetté vélik. A bioreaktorban az
adszorbedlt észter és a toltGanyag mennyiségarénya 4lta-
l4ban az 1:2 és 1:20 kozotti tartoményba esik.

Az oszlopra a telités utdn folyamatos é4ramban
pH=6,5-6s, 0,15 n foszfatpuffert vezetiink pArhuzamosan
az el6zdekben emlitett racém észterrel, az észter ardnya a
pufferoldathoz 4ltaldban 1:50 és 1:200 kozotti.

A racém észter bevezetésekor folyamatosan elfoglalja
az oszlopon az R(-) optikai izomerben gazdagodott észter
helyét, amely a lipiz hatds4ra nem hidroliz4lt.

A bioreaktor kimeneténél a (II) 4ltaldnos képletd
észter R(-) optikai izomerben ddsult szuszpenzi6jit
nyerjikk vizes pufferoldatban, amely oldat tartalmazza
a tilnyomérészt S(+) optikai izomer formé4jiban lévé
2-(6-metoxi-2-naftil)-propionsavat, és a megfeleld eti-
1énglikol-étert, amelyek a hidrolizis sorén keletkeztek.

A sav és az észter a bioreaktort elhagyé elegybdl
megsavanyitist kbvetfen vizzel nem elegyedd szerves
old6szerekkel extrahdlhat6, alkalmazhatunk péld4ul ol-
dészerként metilén-kloridot, toluolt vagy etil-étert.

Ezt kdvetben a kapott szerves extraktumb6l beparlds
utdn a lényegében S(+) form4jd savat az R(-) izomer-
ben disult észtertSl kromatogréfids oszlopon, példaul
stacioner fazisi szilikagéloszlopon 4tengedve elkiils-
nithetjiik.

Mis eljards szerint a 1ényegében S(+) forméban 1évé
savat extrah4ldssal is elkilonithetjiik a szerves extrak-
tumbdl ligos moséssal, példéul 5 tdmeg%-os nétrium-
hidroxid-oldattal vagy 10 tdmeg%-os kalium-hidroxid-
oldattal valé moséssal.

A taldlmény egy tovabbi megval6sitisi médja sze-
rint a savat és az észtert a bioreaktort elhagy6 elegybél
tgy kiilonitjik el, hogy az elegyet egy mésodik adszor-
bens gyantdval, példdul AMBERLITE® XAD7 vagy
AMBERLITE® XAD4 tipusii gyantival (a Rohm et
Haas Co. termékei) t5ltott oszlopra vissziik, ahol a sav
és az észter a gyantén adszorbedlédik, és az adszorp-
ciés oszlopot elhagy6 pufferoldatban a megfelel§ eti-
lénglikol-éter taldlhat6.

Ezt kdvetben a savat és az észtert az adszorpci6s
oszloprél vizzel elegyed§ szerves old6szerrel, példul
metanollal vagy etanollal val6 moséssal eludljuk.

A kapott szerves extraktumot ezutin bepéroljuk, és a
lényegében S(+) forméban 1év6 savat az R(-) forméban
ddsult észtertdl az el6zdekben leirt médon kiilonitjik el.
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Az adszorpcibs oszloprél tdvozd, glikoltartalmui puf-
feroldatot elGszdr a kezdeti 6,5-6s pH-ra allitjuk be
kilium-hidroxid vizes oldatival, majd a bioreaktorba
visszavezetjik.

A pufferoldat addig vezethetd vissza, amig a glikol-
koncentracié nem haladja meg a 10 tomeg% értéket,
mivel az ennél magasabb glikolkoncentréci6 a hidroli-
z4l4s inhibitoraként mdkadne.

Az R(-) izomerben gazdag észtert az eldzdekben
leirt mddon végzett elkiilonités utin vizmentes ko-
zegben bazissal keverve racemizilhatjuk, és a biore-
aktorba visszavezethetjiik. A kovetkezGkben a taldl-
manyt nem korldtozé példdkban mutatjuk be részlete-
sebben.

1. példa
Az enzim immobilizdldsa
500 g AMBERLITE® XAD7 gyantit 1 liter metanol-
lal mosunk, majd pH=6,5-6s, 0,15 n foszfitpuffer-ol-
dattal kondicion4ljuk. '
A gyantit 1 liter pH=6,5-6s, 0,15 n foszfatpufferben
oldott 100 g Candida cylindracea (Sigma L 1754 type
VIL. 500 pl/mg) lipdzenzimhez adjuk, és az elegyet
rdz6gépen 200 ford./perc fordulatszdmmal szobahd-
mérsékleten 24 6rdn 4t keverjik. Ezutin a gyantét
kiszdrjiik és 1 liter pH=6,5-8s foszfatpufferrel mossuk.
Ezt kovetden a hidrolizéldsi reakci6t és a savnak a
reakcibelegybdl val6 ezt kovets elvélasztisat az 1. 4b-
rén vézlatosan bemutatott berendezésben végezziik el.
Az 1. 4brén szerepl§ jelolések a kovetkezdk:
(1) a hordoz6s lip4zt tartalmazé hoszabﬁlyozott oszlop-
bél 4116 bioreaktor,
(2) az adszorpciés oszlop,
(3) a mosésra szolgél6 szerves old6szer bevezetése,
(4) az adszorpci6s oszlopot elhagy6 szerves extraktum,
(5) a friss pufferoldat bevezetése,
(6) a racém észter betaplildséra szolgald tartaly,
(7)a friss és a visszavezetett pufferoldat gydijtésére
szolgélé tartaly,
(8) a hidrolizalas révén kapott reakcibelegy gydjtésére -
szolg4lo tartaly.

Folyamatos hidrolizdldsi eljdrds

Az 1. 4bréra hivatkozva, az el6zéekben leirt immo-
biliz4lt enzimet tartalmazé hordoz6éanyagot 5 cm 4tmé-
r6ji és 60 cm magas hdszabélyozott oszlopbél 4116 (1)
bioreaktorba préseljiik.

Az oszlopra ezutdn beptépléljuk a racém etoxi-etil-
[2-(6-metoxi-2-naftil)]-propiondtot, a betdplalast addig
végezziik, amig a gyanta telitédik.

Ahordoz6anyag 490 g racém észtert abszorbeél

Az oszlop hémérsékletét 35 °C értékre 4llitjuk be, és
7,2 ml/6ra sebességgel racém etoxi-etil-{2-(6-metoxi-
2-naftil)]-propionétot és ezzel egyidejileg 800 ml/6ra
sebességgel pH=6,5-0s, 0,15 n foszfitpuffert vezetiink
i

Az oszlopot elhagy6 elegy S(+) form4ji 2-(6-meto-
xi-2-naftil)-propionsav és etilénglikol-monoetil-éter
tartalmd oldatban szuszpendilt, R(-) forméban disult
észter.
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Az S(+) 2-(6-metoxi-2-naﬁil)—propionsav ‘
elvélasztdsa a reakcibelegybsl

Az (1) bioreaktort elhagy6 elegyet folyamatosan Scm
60 cm magas, 20 °C hémérsékleten tartott, .

Atmérdjd,
500 g préselt AMBERLITE® XAD4 gyantit tartalmazé
(2) adszorpci6s oszlopra vezetjik. .

Ez az oszlop képes arra, hogy mind 2 2-(6-metoxi-2-

naftil)-propionsavat, mind az etoxi-etil_-[2-(6—metoxi-2-

naftil)}-propionétot abszorbedlja. o
Az adszorpci6s oszlop kivezetésénél az enzimes

| Az etoxi-etil-[2-( 6-metoxi-2-naftil)]-propiondt
racemizdldsa
300 ml etilénglikol-monoetil-éter €s 36 ml 10%-o0s

kilium-hidroxid elegyéhez 314 g, az R(-) forméban

ddsult etoxi-etil-[2-(6-metoxi-2-naftil)]—propionétot
adunk. Az elegyet 5 6rdn 4t visszafolyaté hité alatt

_ forraljuk. A reakci6 befejezddése utdn ([0JF=0") az

 etilénglikol-monoetil-étert leparoljuk, 1 liter etil-acets-

10

hidrolizis sorfn képzddott etilénglikol-monoetil-éter -

foszfatpufferes oldatit nyerjik. Ezt az oldatot nétrium-

hidroxid adagol4séval ismét pH=6,6-ra 4llitjuk, mig az -

15
Az adszorpci6s oszlop 40 6rés mikddtetés utdn teli-

etilénglikol-monoetil-éter koncentrici6ja 5% alatt
marad. s -

t6dik, ekkor regenerdljuk.

A regenerélast az oszlopnak 10 Jiter metanollal valé E

mosésaval végezziik, amelyet 850 mi/6ra sebességgel
~ vezetiink be, mikozben az oszlop homérsékletét 35°C
értéken tartjuk. - .

A mosést kovetéen a (2) oszlopot 5 liter pH=6,5-0s,

20

0,15 n foszfétpuffer dtsramoltatdséval ismét kondiciondl-

juk, majd ismét Ssszekapesoljuk az (1) bioreakforral.
Az eljérés folyamatossé tételére a gyakorlatban egy-

méssal felvaltva két adszorpci6s oszlopot alkalmazunk. -

Az adszorpci6s oszloprol egy-egy mosaskor lejove

10 liter metanolos oldatot vikuumban bepéroljuk, és az -
30

S(+) form4jd savat és azR(-) forméban ddsult észtert tar-
talmaz6 visszamarad6 anyagot 2 liter etil-acetétban: old-
juk, és 2 liter 5%-0s nétrium-hidroxiddal extrah4ljuk.
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‘A vizes oldatot 10%-os hidrogén-klorid adagoldsé-

val pH=1-re 4llitjuk be, és a kicsap6ds S(+) forméji
savat kisziirjikk, majd 100 °C hémérsékletd kemencé-
ben széritjuk.

Az R(-) form#ban disult észtert tartalmazd szerves

fézist natrium-szulfiton széritjuk, lepéroljuk réla az
etil-acetétot, majd a racemiz4lési fazisba vissziik, ame-
lyet a késébbiekben ismertetink. S
Az adszorpci6s oszlop minden mosési ciklusabol
60-70 g S(+) 2-(6-mefoxi-2-naftil)-propionsavat nye-
riink, amelynek fizikai jellemz6i a kovetkezok: '
op.: 154-155 °C, - o
[0]F=+66,4° (c=1, CHCL)

IH-.NMR (90 MHz, CDCls) (ppm): 1,57 (3H, d,

8,0 (6H, m, aromés), 8,0 (1H, széles s, OH), -

valamint 260-280 g, az R(-) forméban ddsult etoxi- ;

etil-[2-(6-metoxi-2-naftil)]-propionétot kapunk.

Az el6z6ekben ismertetett mikodtetési korilmények. -

mellett az 1. 4brén bemutatott rendszer 1200 6rés folya-
matos fizemelése alatt 9387 g racém etoxi-etil-[2-(6-me-
toxi-2-naftil)]-propionétot tpl4lunk be, €s 1757 gS(+) 2-
(6-metoxi-2-naftil)-propionsavat nyerink, ami 25%-0s

konverzi6nak félel meg, ennek a terméknek az olvadis-

pontja 154-155 °C.

[o)F= +66,3° (c=1, CHCly),

valamint 7050 g, az R(-) forméban disult_észtert
kapunk anélkiil, hogy a hatékonységban vagy termelé-
kenységben cstkkenés jelentkezne. - ;

4

tot adunk hozz4, 3+1 liter vizzel mossuk, majd néfrium-
szulfdton széritjuk. Az oldszer lepérldsa utén 95%-0s
Hozammal 298 g racém etoxi-etil-[2-(6-metoxi-2-naf-
il)]-propionétot nyerink.

- 2.példa ' ,

‘1-g Candida cylindracea (Meito Sangyo OF-360,
360 000 [/g) eredetd lipizt 25 g AMBERLITE® XAD7
gyantén immobilizélunk az 1. példdban lefrt médon.

A gyantét 3 cm 4tmérdjd, és 30 cm magas h6szabé-
lyozott oszlopot tartalmazo bioreaktorba préseljikk.

Az oszlopot racém etoxi-etil-[2-(6-metoxi-2-naftil)]-
propionéttal telitjilk, majd ugyanezt az észtert vezetjikrd
0,3 ml/éra sebességgel, egyidejileg 31 ml/6ra sebesség-

- gel pH=6,5-0s 0,15 n foszfétpuffert vezetiink a 35°Ché-

mérsékleten tartott oszlopra.

5 - Az oszlopot elhagy6 elegyet egy mésodik adszorp-
-ci6s oszlopra visszik, amelynek 4tmérdje 3 cm, magas-
séga 30 cm és toltete 50 mg. préselt AMBERLITE®
- XAD4 gyanta. -

A mésodik oszlopbl tavozé pufferoldatot nétrium-
hidroxid adagoléssal pH=6,5-re 4llitjuk, majd vissza-
vezetjiik a bioreaktoroszlop betéplélési helyére.

" Az S(+) form4ji savat és az R(-) forméban ddsult
észtert az adszorpci6s oszloprél leoldjuk, és az 1. pél-

* d4ban ismertetett eljirdssal szétvalasztjuk.
35
" mellett 500 6rés folyamatos mikddtetés sordn 146 g

Az el6z6ckben ismertetett mikodési koriilmények

" racém észtert téplalunk be, és 34 g S(+) 2-(6-metoxi-2-

40

naftil)-propionsavat nyeriink -31%-0s konverziéval, a
kapott termék olvadéspontja 154-155°C,

[]f=+659° (c=1, CHCL),

valamint 101 g R(-) forméaban ddsult etoxi-etil-[2-

E (6-metoxi-2-nafti1)] -propionétot is nyeriink.

50

- 3.példa
45
-CHCHs), 3,83 (1H, q, CH), 3,86 (3H, s, OCH;)_-, 6,94' 7

(Meito Sangyo OF-360,

1g Candida cylindracea
25 g AMBERLITE®

360 000 wyg) eredetd lipdzt

_ XADS gyantén immobiliz4lunk az 1. példéban ismer-

tetett eljaréssal.
Az immobiliz4lt enzimet a bioreaktor 3 cm 4tméré-

jif, 30 cm magas oszlopéba toltjik, és a betdpldlasta 2.

példa szeﬁntvégezZﬁk. .
Az adott reakciokorilmények mellett a rendszert
500 6r4n 4t folyamatosan mdkodtetjik, ezalatt 146 g

- racém észtert téplélunk be, 40 g S(+) 2-(6-metoxi-2-

55
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‘naftil)-propionsavat nyeriink 37%-os konverziéval, a

kapott termék olvadéspontja 154-155 °C,

[]¥= +67,1° (c=1, CHCE),

valamint kapunk még 91 g, az R(-) formaban ddsult
etoxj'—etil—[2-(6-metoxi-2—naftil)]-propionétot.
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4. példa

Folyamatos enimes hidrolizist végziink az el6zéek-
ben ismertetett berendezés alkalmazasival, az 1. példa-
ban lefrt mikodési korilmények mellett, de a racém
etoxi-etil-[2-(6-metoxi-2-naftil)]-propionét helyett ra-
cém n-propoxi-etil-[2-(6-metoxi-2-naftil)]-propionétot
alkalmazunk. Ebben az esetben az (1) oszlop hordozé-
anyaga 480 g racém észtert abszorbeil az eldbbi 490 g
helyett, és az enzimes hidrolizis sorén etilénglikol-mo-
noetil-éter helyett etilénglikol-monopropil-éter képzd-
dik.

Az el6zéekben ismertetett koriilmények mellett az
1. 4brin bemutatott rendszerre 500 6rés folyamatos
mukodtetés alatt 3780 g racém n-propoxi-etil-[2-(6-
metoxi-2-naftil)]-propiondtot tdpldlunk be, 632 g
S(+) 2-(6-metoxi-2-naftil)-propionsavat nyeriink
23%-os konverzi6val, a kapott termék olvadéspontja
154-155 °C,

[a]¥= +65,1° (c=1, CHCl;),

és 2910 g, az R(-) forméban didsult észtert kapunk
anélkiil, hogy a hatékonység vagy termelékenység ész-
lelhetSen csokkenne.

Az n-propoxi-etil-[2-(6-metoxi-2-naftil)]-propiondt

racemizdldsa

100 g etilénglikol-monopropilén-éter és 11 ml 10%-
os kélium-hidroxid elegyéhez 100 g, az R(-) forméban
diisult n-propoxi-etil-[2-(6-metoxi-2-naftil)]-propioné-
tot adunk, és az elegyet 5 6rdn 4t visszafolyaté hiité
alatt forraljuk.

A reakci6 befejez6dése utdn ([0]f’=0°) az etilén-
glikol-monopropil-étert lepéroljuk, a visszamaradé
anyaghoz 300 ml etil-acetitot adunk 3+300 ml vizzel
mossuk és nitrium-szulfton széritjuk. Ezutin az
elegyrdl az old6szert leparoljuk. fgy 92%-os hozammal
92 g racém n-propoxi-etil-[2-(6-metoxi-2-naftil)]-pro-
pionétot nyeriink.

5. példa

1 g Candida cylindracea (Meito Sangyo Co. Ltd.
Japan, type OF-360, 360 000 Wg) eredetd lipdzt 25 g
AMBERLITE® XAD7 gyantin immobilizalunk az 1.
példéban ismertetett médon.

A gyantit egy bioreaktor szabélyozhat6 h6mérsékle-
tif, 3 cm 4tmérdjd, 30 cm magas oszlopéba préseljiik.

Az oszlopot racém n-butoxi-etil-[2-(6-metoxi-2-naf-
til)]-propionittal telitjiik, majd a 35 °C hémérsékletd
oszlopra egyidejileg 0,4 ml/éra sebességgel a fenti
észtert, s 30 ml/éra sebességgel pH=6,5, 0,15 n fosz-
fatpuffert vezetiink be.

Az oszlopot elhagyé elegyet egy mésodik adszorp-
ci6s oszlopra visszik, amely oszlop 4tmérdje 3 cm,
magassiga 30 cm és 50 g préselt AMBERLITE®
XAD4 gyantéval toltott.

A mésodik oszlop elvezetésénél tAvoz6 pufferoldatot
nétrium-hidroxid adagoléssal pH=6,5-re 4llitjuk, majd
a bioreaktoroszlop betéplaldséhoz visszavezetjik.

Az S(+) form4ji savat és az R(-) forméban didsult
észtert az adszorpciés oszloprél leoldjuk, majd az 1.
példéban lefrt médon szétvilasztjuk.
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Az ismertetett mikodtetési koriilmények mellett 600
érés folyamatos mikdodtetés sordn 252 g racém észtert
taplalunk be, és 52 g S(+) 2-(6-metoxi-2-naftil)-propi-
onsavat nyeriink 30%-os konverziéval, a kapott termék
olvadéspontja 154-155 °C,

[a]#= +66,7° (c=1, CHCL),

valamint kapunk még 176 g R(-) forméban ddsult
n-butoxi-etil-[2-(6-metoxi-2-naftil)]-propionétot.

6. példa

1 g Candida cylindracea (Meito Sangyo Co. Ltd,
Japan, type OF-360, 360 000 p/g) eredetd lipdzt 25 g
AMBERLITE® XAD7 gyantin immobilizilunk az 1.
példaban ismertetett médon.

Az immobilizlt enzimet ezutén egy bioreaktor 3 cm
4tmérdjd, 30 cm magas, hdmérséklet-szabalyozéssal elld-
tott oszlop4ba toltjitk. Az oszlopot racém izopropoxi-etil-
[2-(6-metoxi-2-naftil)]-propionéttal telitjik, és a 35 °C
hémérsékletd oszlopra egyidejdleg 0,4 ml/éra sebesség-
gela fenti észtert, és 35 ml/6ra sebességgel pH=6,5,
0,15 n foszfatpuffert vezetiink.

A fenti mikodési koriilmények mellett S00 6rés fo-
lyamatos mukodtetés sorn 210 g racém észtert vi-
sziink fel, 42 g S(+) 2-(6-metoxi-2-naftil)-propionsavat
nyeriink 27%-o0s konverzi6val, a kapott termék olva-
déspontja: 154-155 °C,

[o]#= +64,1° (c=1, CHCI;),

valamint 150 g az R(-) forméban ddsult izopropoxi-
etil-[2-(6-metoxi-2-naftil)]-propion4tot nyeriink.

7. példa

5 g Candida cylindracea (Meito Sangyo Co. Ltd.
type OF-360, 360 000 1/g) eredetd lipizt 25 g AM-
BERLITE® XAD7 gyantdn immobiliz4lunk az 1. pél-
déban ismertetett médon.

Az immobilizalt enzimet egy bioreaktor hdmérsék-
let-szabalyozéssal elltott, 3 cm 4tmérGjd és 30 cm
magas oszlopiba toltjiik.

Az oszlopot mintegy 550 molekulatomegd racém
polietilén-oxi-etil-[2-(6-metoxi-2-naftil)]-propionéttal
telitjik — a vegyilet polietilén-oxi-etil-csoportjinak
képlete -(CH,CH;0)x-Rz, ahol n értéke 11-13 és R,
jelentése metilcsoport ~, majd az oszlopra egyidejileg
0,4 ml/éra sebességgel a fenti észtert, és 35 ml/6ra
sebességgel pH=6,5, 0,15 n foszfatpuffert vezetiink az
oszlopot 35 °C hémérsékleten tartva.

A fenti mikodési korilmények mellett a rendszert
600 6rén 4t folyamatosan miikodtetjik, ezalatt 264 g
racém észtert vezetiink r4, 23 g S(+) 2-(6-metoxi-2-
naftil)-propionsavat nyeriink 30%-os konverziéval, a
kapott termék olvadéspontja: 153-154 °C,

[o]f'= +63,9° (c=1, CHCL3),

valamint 180 g, az R(-) formé4ban disult poli(etilén-
oxi)-etil-[2-(6-metoxi-2-naftil)]-propionétot nyertink.

8. példa

1 g Candida cylindracea (Meito Sangyo Co. Ltd.
Japan, type OF-360, 360 000 p/g) eredeti lip4zt 25 g
AMBERLITE® XAD7 gyantin immobilizdlunk az 1.
példéban leirt médon.
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Az immobiliz4lt enzimet egy bioreaktor hémérsék-
let-szabélyozéssal ellétott 3 cm Atméréjd és 30 cm
magas oszlopéba tdltjik.

Az oszlopot racém fenoxi-etil-[2-(6-metoxi-2-naf-
til)]-propion4ttal telitjik, majd egyidejdleg 0,3 ml/6ra
sebességel a fenti észtert, és 30 ml/6ra sebességgel
pH=6,5,0,15n foszfatpuffert vezetiink réd az oszlopot
40 °C hémérsékleten tartva.

A fenti mikodési korilmények mellett a rendszert
300 6ran 4t folyamatosan izemeltetjik, ezalatt 98 g
racém észtert visziink ré, 15 g S(+) 2-(6-metoxi-2-naf-
til)-propionsavat nyeriink 23%-o0s konverziéval, a ka-
pott termék olvadéspontja: 154-155 °C,

[a]¥= +65,7° (c=1, CHCL), .

valamint 70 g az R(-) forméban disult fenoxi-etil~
[2-(6-metoxi-2- naftil)]-propiondtot nyeriink.

Referenciapélda ,
Négy folyamatos enzimes hidroliz4l4si vizsgélatot
végziink, amelyek sordn a 2. példéban ismertetett md-
Kkodtetési korilményeket alkalmazzuk, azzal az eltérés-
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sel, hogy az AMBERLITE® XAD7 gyanta helyett a

kovetkezo gyantikat alkalmazzuk:

AMBERLITE® XADZpolimer ~ sztirol/divinil-benzol
métrixd adszorbens gyanfa,

DUOLITE® ES762  polimer fenol/formaldehid mt-
rixd adszorbens gyanta,

DUOLITE® §761  polimer fenol/formaldehid mét-
rixd adszorbens gyanta,

DUOLITE® ES468  poliakril métrixd joncseréld
gyanta.

Az AMBERLITE® gyantfk a Rohm et Haas Co.
termékei, a DUOLITE® gyanték a Diamond Alkali Co.
termékei. )

Valg.mennyi alkalmazott gyanta porozitisa 50 és
1000 A kozotti, szemcseméretitk 1-0,01 mm.

A racém etoxi-etil-[2- (6-metoxi-2-naftil)]-propionét
konverzibja az S(+) 2-(6-metoxi-2-naftil)-propionsav
optikai izomerré 5% alatt marad. '

SZABADALMI IGENYPONTOK
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35

foszfatpuffer-oldattal egyidejdleg

kapott S(+) savat kinyerjik, azzal jellemezve, hogy
50 °C alatti olvadéspontd észtert alkalmazunk, ezt 2
folyamatosan tAplal-
juk be egy olyan bioreaktoroszlopba, amelyet a thrgyi
korben megijeldlt lipiz por6zus hordozéanyagon immo-
bilizalt formajdval toltiink meg, hordozéanyagként 50—
1000 A porozitdsi, 1-0,01 mm szemcseméretd, akril-
észter polimerbdl 4116 abszorbens gyantit alkalmazunk,
és a lipazt a hordozéanyagon 1:2 és 1:10 kozotti tomeg-
ardnyban kotjikk meg. (Elsébbsége: 1988. 07. 29)

2. Eljards a 2-(6-metoxi-2-naftil)-propionsav S+
optikai izomerjének folyamatos biotechnolégiai elGalli-
t4s4ra, amelynek sordn racém ®R,S) etoxi-etil-[2-(6-me-
toxi-2-naftil)]-propiondtot Candida cylindracea eredetd

lipézzal reagéltatunk 20-60 °C hémérsékleten, 5 és 8
kozotti pH-n, és a kapott S(+) savat kinyerjik, azzal

jellemezve, hogy 50 °C alatti olvadéspontd észtert alkal-
mazunk, ezt a foszfatpuffer-oldattal egyidejdleg folya-
matosan téplaljuk be egy olyan bioreaktoroszlopba,
amelyet a térgyi korben megjeldlt lipz porézus hordo-
zéanyagon immobilizalt forméjaval toltink meg, hordo-
zéanyagként 50-1000 A porozitdsd, 1-0,01 mm szer-
cseméretd, akril-észter polimerb6l 4116 abszorbens
gyantit alkalmazunk, és 2 lipézt a hordozéanyagon 1:2
&s 1:10 kozotti tomegardnyban kotjiik meg. (Els6bbsé-
ge: 1988.02.25.) ‘

3. Az 1. igénypont szerinti eljérés, azzal jellemezve,
hogy kiindulési anyagként racém (R,S) n-propoxi-etil-
[2-(6—metoxi—2—naftil)]-prdpionétdt reagéltatunk. (El-
sGbbsége: 1988.07.29.)

4. Az 1. igénypont szerinti eljérés, azzal jellemezve,
hogy kiindulési anyagként racém (R,S) izopropoxi-etil-
[2-(6-metoxi-2-naftil)]-propionétot reagéltatunk. (El-
s6bbsége: 1988.07.29.)

5. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy kiinduldsi anyagként racém (R,S) n-butoxi-etil-[2-
(6-metoxi-2-naftil)‘]’-propionétot reagéltatunk. (Elsobb-

- sége: 1988.07.29.)

40

1. Eljiris a 2-(6-metoxi-2-naftil)-propionsav SH)

optikai izomerjének folyamatos biotechnol6giai elGalli-
t4s4ra, amelynek sordn egy (II) &ltaldnos képletd racém

45

®R.S) 2—(6—metoxi-2-naftil)-propionsav-észtert —-akép- -

letben
R, jelentése 2-5 szénatomos alkilcsoport, fenilcsoport,
vagy -(CH.CH:z0).-Rz-csoport, ahol
n értéke 10 és 15 kozott szam,
R jelentése 1-4 szénatomos alkilcsoport -
Candida cylindracea eredetd lipizzal reagéltatunk
20-60 °C hémérsékleten, 5 és 8 kozotti pH-n, és 2

50

6. Az 1. igénypont szerinti eljirés, azzal jellemezve,
hogy porézus hordozéanyagként AMBERLITE? tipusi
poli(akril-észter) alapd gyantskat alkalmazunk. (El-
sGbbsége: 1988.07.29.)

7. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy 30-50 °C homérsékleten €s pH=6-7 értéken rea-
géltatunk. (Els6bbsége: 1988.07.29.)

8. A 2. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemezve,
hogy por6zus hordozéanyagként AMBERLITE? tipust
poli(akril-észter) -alapd gyantdkat alkalmazunk. (El-
sGbbsége: 1988.02.25.) -

9. A 2. igénypont szerinti eljirés, azzal jellemezve,
hogy 30-50 °C hémérsékleten €s pH=6-7 értéken rea-
géltatunk. (Els6bbsége: 1988. 02.25.)
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