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A taldlminy szerinti 4 eljirassal (I) 4ltalanos
képletd karbonsavésztereket — ahol a képletben

R; jelentése egyenes vagy eldgazé szénlinci 1-6
szénatomos alkil vagy fenilcsoport;

R: jelentése egyenes vagy eldgaz6 szénlincd, adott
esetben hidroxilcsoporttal szubsztitudlt 1-5 szénato-
mos alkilcsoport, vagy lankacidin C-b6l a 14-helyzetd-
vagy maridomicinb8l a 9-helyezetd hidroxilcsoport
elhagyasaval képzett csoport — 4llitanak el§ karbo-
xil-észterdz katalizitor jelenlétében, oly médon, hogy
egy (ID 4ltaldnos képletd hidroxilvegyiiletet — ahol 2. e
R2 jelentése a fentiekben megadott — egy (III) altalanos ™
képletii karbonsavanhidriddel — ahol Rp jelentése a
fentiekben megadott — szerves oldészerben reagaltat-
nak.
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A taldlmény tirgya 0j eljérds (I) 4ltalinos képletd
karbonsavészterek — ahol a képletben

R1 jelentése egyenes vagy eldgaz6 szénlancii 1-6
szénatomos alkil- vagy fenilcsoport;

R2 jelentése egyenes vagy eldgaz6 szénléncd, adott
esetben hidroxilcsoporttal szubsztitualt 1-5 szénato-
mos alkilcsoport, vagy lankacidin C-bd! a 14-helyzetd
vagy maridomicinb8l a 9-helyzetd hidroxilcsoport
elhagyédsaval képzett csoport —

eléallitaséra karboxil-észterdz katalizétor jelenlété-
ben.

Karbonsavészterek el§éllitdsara eddig szintetikus
szerveskémiai eljarisokat és enzimreakcitkat alkal-
maztak.

A szerveskémiai folyamatokon alapulé szintetikus
reakciok példaul az észterezési eljarasok, igy az
alabbi reakcidegyenlet szerinti dehidratalé reakcié:

R2OH + RPCOH —— R20-COR® + H20
{ hidroxil- karbonsav észter
ivegyﬁlet

- ahol a hidroxilvegyiilet az acilcsoport-akceptor,
és a karbonsav az acilcsoport-donor. Ilyen szerves
reakcid tovabba az aldbbi egyenlet szerinti 4tészterezd
reakcio:

R20OH + RYCO-OR¢ — R20-CORb + RCOH
{ hidroxil- észter észter
vegyiilet

— ahol a hidroxilvegyiilet az acilcsoport-akceptor,
és az észtervegyiilet az acilcsoport-donor. Az ilyen
tipust reakciék ismertek.

Az enzimreakcié - azaz az enzimes észterezd
reakcié — forditott hidrolizis, ahol a hidroxilvegyiilet
és a karbonsav jitssza a szubsztritum szerepét; az
enzimes 4tészterez§ reakcié sordn a hidroxilvegyiilet
és valamilyen észtervegytilet a szubsztritum. E re-
akciok is ismertek.

Ha azonban a hidroxilvegyiilet két vagy tobb
hidroxilcsoportot tartalmaz, akkor az &ltalinosan al-
kalmazott szerveskémiai szintetikus reakcidk tjin
egy vagy tobb hidroxilcsoport szelektiven és speci-
fikusan nem alakithaté &t aciloxicsoportta (aciloxi-
csoportokké).

Igy példaul, ha az (I) képleti lankacidin A ve-
gyiiletet, amely hatékony antibakterialis és antbiotikus
hatdsi anyag példaul sertések vérhasfertdzésével
szemben — ldsd példiul a 3 676 300 és 4 480 033
szdmi Egyestilt Allamok-beli szabadalmi leirasokat
- a (2) képletd lankacidin C vegyiiletbd] kivanjik
eldéllitani, amely utdbbi vegyiiletben két hidroxilcso-
port van a 8-as és 14-es helyzetben, akkor a 14-es
helyzetd hidroxilcsoport szintetikus reakci6 (tjdn sze-
lektiven nem észterezhetd aciloxicsoportté.

Ennek alapjn hidroxilcsoport(ok) aciloxicsoportt4
(aciloxicsoportokk4) szerves kémiai szintetikus reak-
cidkat alkalmaz6 eljérdsok itjan szelektivitds szem-
pontjab6l hatékonyan nem alakithaté(k) 4t.

A szubsztratumként hidroxilvegyiiletet és karbon-
savat vagy valamilyen karbonsavésziert alkalmazé
enzimreakci6 lehetvé teszi hidroxilcsoport(ok) sze-
lektiv és specifikus 4talakitdsét aciloxicsoportts (aci-
loxicsoportokka) (lasd a 3 676 300 é&s 4 480 033
szdmu Egyesiil Allamok-beli szabadalmi leirtdsokat).

Az ilyen enzimreakcidk sorin azonban nagy-
mennyiségl szubsztritum — példaul karbonsav vagy
észtervegyilet — sziikséges, mivel az enzim mind az
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eldrehaladé, mind a megforditott reakci6t katalizélja,
és ez elsdsorban a szubsztritumok koncentricijatol
fiigg. Ezen tilmenden a célzott észtervegyiilet hozama
is igen csekély.

Toviabba, ha az észterezést hidroxilvegyiiletbdl és
karbonsavbél kiindulva enzimreakcidval végzik, akkor
a reakciét tokéletesen vizmentes koriilmények kozott
kell lejatszani. Ha 4tészterezést végeznek enzimreak-
ciéval hidroxilvegyiiletbdl és valamilyen észtervegyii-
letbd] kiindulva — aminek sorin az észtervegyiilet az
acilcsoport-donor — akkor ez az észter gyakran hid-
rolizdl a karboxil-észterdz katalizdtor hatdsara, és
ezzel egyidejiileg végbemegy a képzd8dott észter hid-
rolizise is a karboxil-észterdz hatdsara. Ez sziikségessé
teszi a szubsztritumként alkalmazott észtervegyiilet
— mint acilcsoport-donor — nagy feleslegben torténd
alkalmazésat.

Ezen tilmenden hidroxilcsopor(ok) aciloxicsoport-
ta (aciloxicsoportokkd) vald teljes 4talakitdsa nehéz,
mivel az atészterezd enzimreakcid megfordithaté fo-
lyamat.

A szerz8k vizsgiltak annak lehetSségét, hogy en-
zimreakci6 Gtjan hidroxilcsoportot (hidroxilcsoporto-
kat) miként lehet szelektiven és specifikusan, magas
hozammal, kismennyiség(i acilcsoport-donor alkalma-
zéséval aciloxicsoporttd (-csoportokkd) 4talakitani.

Vizsgilataink eredményeként azt taldltuk, hogy az
enzimreakci6ban a célzott észtervegyiiletek hozama
és minGsége jelentGsen javithat6 tgy, hogy acilcso-
port-donorként valamilyen karbonsavanhidridet alka-
mazunk szerves oldészerben.

E megfigyelésiinket tovabbi vizsgalatokkal egészi-
tettik ki, és ennek eredményeként dolgoztuk ki a
taldlméanyunkat.

A jelen taldlmény targya dj eljérds (I) 4ltaldnos
képletli karbonsavészterek — ahol a képletben R; és
Rz jelentése a fentiekben megadott — elGéllitdsara
karboxil-észteraz segitségével, amely abban 4ll, hogy
egy (II) 4ltaldnos képletd hidroxilvegyiiletet — ahol
Rz jelentése a fentiekben megadott — egy (III) ilta-
lanos képletd karbonsavanhidriddel — ahol R| jelentése
a fentickben megadott ~ szerves oldészerben reagal-
tatunk.

A taldlmany szerinti eljdrds segitségével a célzott
karbonsavésztert konnyen, igen j6 mindségben, magas
hozammal kapjuk.

A taldlméany szerinti eljdras ij észteriz enzimre-
akcié, amely mindeddig nem volt ismert. A taldlmany
szerinti eljards alkalmazésaval hidroxilcsoport(ok) sze-
lektiven és specifikusan alakithat6k aciloxicsoportt4
(-csoportokké), és az észtervegyiilet kismennyiségi
acilcsoport-donor alkalmazésaval is magas hozammal
4llithaté elS, mivel a taldlminy szerinti észterdz-re-
akcié csaknem teljesen megfordithatatlan (irreverzi-
bilis) folyamat. Ennek alapjin a talalmény szerinti
eljardsnak az el8nye ipari méretben torténd alkalmazas
szempontjib6l is jelentds.

A taldlmény szerinti eljdrdsban karboxil-észtersz-
ként az ,Enzyme Nomenclature, IUB, 3-1-1-1, Aca-
demic Press Inc. 1984” kézikbnyvben meghatérozott
karboxil-észteraz alkalmazhaté. A taldlmény szerinti
eljardsban alkalmazott karboxil-észterdz szdrmazhat
baktériumokb6l (példdul Actinomyces-bsl), mikroor-
ganizmusokb6l (példdul Eumycetes-bs), valamint 4l-
latokb6l vagy novényekbdl.
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A taldlmény szerinti eljarasban karboxil-észteréz-
ként példdul alkalmazhaté: &llati méjbol szarmazo6
észteriz, igy a sertésméj- észterdz [forgalomba hozza
a Sigma Co. USA; ez az észteriz elGillithatd a
kovetkezd irodalmi hely szerint: Methods in Enzy-
mology, 1, 657 (1955)] valamint T-2636 észterdz
[lasd példdul: The Journal of Antibiotics 24, 1 (1971)],
amely Streptomyces rochei var. volubilis mikroorga-
nizmusbdl szarmazik.

A karboxil-észterdzt természetes (nativ) vagy tisz-
titott forméban alkalmazhatjuk. A taldlmany szerinti
eljarasban barmilyen mértékben tisztitott karboxil-ész-
terdz felhasznilhat6: alkalmazhatunk példaul olyan
nyers enzimrendszereket, amelyeket fehérjék tapta-
lajbol valé extrakci6javal dllitunk el8, vagy hasznil-
hatunk tisztitott, egyetlen fehérjét tartalmazé készit-
ményeket is.

Ezenfeliil a reakci6é sima elSrehaladasinak a biz-
tositdsa céljabdl szerves olddszerben oldhatd, kémia-
ilag médositott karboxil-észterézt is felhaszndlhatunk
a taldlmény szerinti eljdrds megvalGsitdsa sordn.

A karboxil-észteraz enzim kémiai médositasdnak
vonatkozasaban megemlitjik példaul a 2,4-bisz(O-
metoxi-polietilénglikol)-6-kl6r-s-triazint (ezt a tovab-
biakban roviden aktivdlt PEGa-vel jeldljiik), amely
enzimfehérjékkel érintkezésbe hozva médositott fe-
hérjékbez vezet, amelyek a polietilénglikolhoz kap-
csolédnak [lasd: Biochemical and Biophysical Rese-
arch Communications, 122, 845 (1984)].

A taldlmény szerinti eljirasban mind szerves ol-
dészerben oldhat, mind szerves old6szerben oldha-
tatlan karboxil-észterdzt alkalmazhatunk. El&nyds
azonban a szerves oldészerben oldhaté karboxil-ész-
terdz hasznilata.

A karboxil-észterdzt 4ltaldban vizes old6szerrel
késziilt oldatdban alkalmazhatjuk. (Vizes old6szerként
példaul valamilyen pufferoldat, igy trisz(hidroxi-me-
til)-amino-metant és maleinsavat tartalmazé pufferol-
dat hasznélhat6).

A szerves oldészerben oldhaté karboxil-észterazt
valamilyen szerves oldészerrel készilt, kismennyiségi
vizet tartalmazé oldata alakjiban alkalmazhatjuk.

A karboxil-észterdzt tovabbd karboxil-észterdz en-
zimet termel8 mikroorganizmus kultdrasziirletének az
alakjdban is alkalmazhatjuk.

Tovibb4, a karboxil-észterdzt immobilizdlt enzim
alakjdban is hasznélhatjuk. Ebben az esetben kivénatos
a reakciét olyan koriilmények kozott végezni, hogy
vizes fazis csaknem egydltalin ne alakuljon ki. A
reakciét végezhetjiik példaul tgy, hogy a szerves
oldészerben oldhaté karboxil-észterdzt oszlopon im-
mobilizalt enzim form4jiban alkalmazzuk, és az el-
uilsst a hidroxilvegyiiletet és a karbonsavanhidridet
tartalmaz6 szerves old6szerrel végezziik.

A taldlmény szerinti eljarasban (1II) 4ltalanos kép-
letd karbonsavanhidrideket alkalmazhatunk, eldnySsen
ecetsavanhidridet, propionsavanhidridet, n-vajsavan-
hidridet, izovajsavanhidridet, n-pentinsavanhidridet,
n-kapronsavanhidridet és benzoesavanhidridet.

A (III) 4ltalénos képletdf vegyiletekben R jelentése
metil-, etil-, n-propil-, izopropil-, n-butil-, terc.-butil-,
n-pentil-, n-hexil-, vagy fenilcsoport.

A taldlmany szerinti eljérésban (II) 4ltaldnos kép-
letd hidroxilvegyiiletként példéul a kdvetkezd hidro-
xilvegyiiletek hasznélhatok: alkoholok, példaul egyér-
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tékd alkoholok, igy a metanol, etanol, n-propanol,

izopropanol és n-butanol; kétértékd alkoholok, igy
az etilénglikol, 1,4-butindiol; vagy t6bbértékd alko-
holok, péld4ul a glicerin; valmint lankacidin C.

Elénydsen 2-4 szénatomos alkoholokat, lankacidin
C-t vagy maridomicint alkalmazunk hidroxilvegyii-
letként.

A (IT) altaldnos képletd vegyiiletben R jelentése
elényssen: metil-, etil-, n-propil-, izopropil, n-butil-,
terc-butil- vagy n-pentilcsoport.

A fentiekben emlitett alkilcsoportok szubsztitulva
lehetnek példaul: hidroxilcsoporttal, mint pl. 2-hid-
roxi-etil-csoport.

Ha hidroxilvegyiiletként lankacidin C-t alkalma-
zunk, akkor célszerii a lankacidin C szerves oldo-
szerrel késziilt oldatat, valamint valamilyen kultdra-
tiptalaj szdrletét alkalmazni, amint ezt alébb az 5.
példaban leirjuk.

A karbonsavanhidridet koriilbeldl 1-100 mélegye-
nérték, eldnydsen 2-20 mélegyenérték mennyiségben
alkalmazzuk a hidroxilvegyiiletre szémitva.

A taldlmény szerinti eljarasban szerves olddszer-
ként olyan oldészert alkalmazhatunk, amelynek pH-
értéke koriilbeliil 3-10, és amely az adott reakci6-
koriilmények kozott a karboxil-észterdz aktivitdsét
nem csokkenti.

A taldlmény szerinti eljardsban szerves oldé6szer-

ként alkalmazhat6k példaul: nyilt szénldnct szénhid- -

rogének, igy n-hexan, n-heptdn, n-pentén, izohexén,
diklér-metan, kloroform, szén-tetraklorid, etilén-dik-
lorid, etilidén-diklorid, vinilidén- diklorid, butil-klorid,
amil-klorid, allil-klorid, etil-bromid-dibrém-etén, kl6r-
etil-bromid é&s fluor-triklér-metén; gyGrds szénhidro-
gének, példaul ciklohexén, metil-ciklohexéan, dekalin,
benzol, toluol, xilol, etil-benzol, 1,2,3,4-tetrahidronaf-

,,,,,,

talin (tetralin), klér-benzol, o-diklér-benzol, brém-
benzol, o-klér- toluol és alfa-kl6r-naftalin; éterek, igy
a dietil-éter, di(klér-etil)-éter vagy etilénglikol-mono- -
metil-éter; acetdlok, példaul a metildl vagy az ace- .
taldehid-dietil-acetal; heterociklusos vegyiiletek, pél- -

daul a furdn, furfurol, 2-metil-furdn, tetrahidropiran,
1,2-propilén-oxid, epiki6rhidrin-1,4-dioxdn, piridin,
morfolin; ketonok, példaul metil-etil-keton, metil-n-
propil-keton, metil-n-butil-keton, metil-izobutil-keton,
metil-n-amil-keton, dietil-ketno, etil-n-butil-keton, dia-
ceton-alkohol, mezitil-oxid, ciklohexanon, metil-cik-
lohexanon, acetofenon és acetonil-aceton; észterek,
igy a metil-formiét, etil-formiét, metil-acetat, etil-ace-
tat, metil-propiondt, metil-butirt, etil-aceto-acetat,
metil-benzo4t, metil-szalicilat, etil-abietét, dietil-oxa-
14t, dietil-malonit, dietil-ftalat, és dioktil-adipat; f&sz-
fatok, példdul a trietil-foszfat; karbonitok, ig¥ a
dietil-karbon4t; aminok péld4ul a trimetil-amini~$a-
vamidok, igy a formamid, N,N-dimetil-formamid; nit-
rilek, példdul az acetonitril; kéntartalmi vegyiiletek,
példiul a szén-diszulfid és a dimetil-szulfoxid; vala-
mint a petr6leumn desztillici6j4bol szdrmaz6 termékek,
példaul a petroléter, benzin, és ligroin.

Elénydsen olyan szerves old6szert alkalmazunk,
amely vizzel két fazist alkot.

Ezek koziil elénybsen a ketonokat és észtereket
alkalmazzuk. Kiilonosen elényés a metil-etil-keton,
metil-n-propil-keton, metil-n-butil-keton, metil-izo-
butil-keton, metil-acetdt és az etil-acetdt hasz-
nélata. -
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A fentiekben leirt karbonsavanhidridek vagy hid-
roxilvegyiiletek a talilmany szerinti eljards megva-
16sitasa sordn szerves oldészerként is szerepelhetnek.

A taldlminy szerinti reakci6t elSnydsen tgy haijt-
hatjuk végre, hogy a karboxil-észterdzt hozz4adjuk
a karbonsavanhidridet és a hidroxilvegyiiletet tartal-
mazo szerves oldészeres keverékhez, és az igy kapott
keveréket alapos tovabbi keverésnek vetjiik al4.

Ha a reakciéban nagy mennyiségfi viz van jelen,
azaz ha szerves olddszerben oldhatatlan karboxil-ész-
terdz enzimet alkalmazunk, akkor a reakciét elénydsen
egyfézisi rendszerben, erélyes keverés kozben vé-
gezhetjiik mindaddig, amig viz/olaj emulzi6 képz6dik.

Ha a reakciéban kis mennyiségd viz van jelen,
azaz ha szerves old6szerben oldhaté karboxil-észteriz
enzimet alkalmazunk, akkor a reakciét erélyes keverés
kozben hajtjuk végre mindaddig, amig homogén oldat
képzddik.

A reakcié hdmérsékletét és pH-értékét a tenyé-
szetekbSl szdrmaz6, kiilonbdz6 tipusi enzimek, a
szubsztritumok és oldészerek szerint kell véltoztat-
nunk; 4ltaldban kivénatos a reakciét korilbelil 5 °C
és koriilbelil 90 *C kozotti hSmérsékleten, eldnydsen
kortilbelil 20-70 °C hdmérsékleten, koriilbeliil 2-10
pH-érték mellett, elényosen korilbeliil 3-9 pH-értéken
lejatszatni.

Az igy kapott észtervegyiiletet a szokésos eljara-
sokkal — példdul szliréssel, desztillaciéval, betdmé-
nyitéssel, csokkentett nyoméson val6 betoményitéssel,
kromatogréfidval — példdul szilikagélen vagy alumi-
nium-oxidon végzett kromatografidval —  kris-
talyositassal vagy 4tkristdlyositassal kilénithetjik el
és tisztithatjuk.

A taldlmény szerinti eljardst az alibbi nem-korl4-
toz6 jellegd példdkban és referencia-példékban rész-
letesen ismertetjiik. Ezekben a példikban az Osszes
szdzalék-€értékek tomeg/térfogat-szdzalékot jelentenek,
ha erre vonatkoz6an més megjegyzést nem tesziink.

1. referencia-példa

Enzim eldéllitasa

500 ml taptalajt, amely 3,0% gliikézt, 1,0% Proflo-t
(Traders Oil Mill Co., USA cég gyirtménya), 3,5%
kukoricalevet, 0,02% magnézium-szulfitot, 0,1% di-
kélium-hidrogén-foszfitot, 0,05% széjababolajat és
0,5% kalcium-karbondatot tartalmaz, 20%-0s vizes nat-
ronliigoldattal 7,0 pH-értékre Allitunk.

A téptalajt 2 literes Sakaguchi-lombikba helyezziik,
és vattaval ledugaszolva sterilizaljuk majd Streptomy-
ces rochei var. volubilis (IFO 12507) (ATCC-21250)
ferdeagaros tenyészettel oltjuk (l4sd a 183695/1984
szdmi japdn kozrebocsétdsi iratot), majd rdzégépen
(83 razas percenként) 28 °C hémérsékleten 24 6éran
4t inkubaljuk.

A fentiekkel azonos Osszetételd 30 liter taptalajt
50 literes fermentorba helyeziink, és sterilizdlunk.
500 ml fentiekben leirt taptalajt oltunk a fenti te-
nyésztSkozegbe, és 24 °C hémérsékleten 24 6ran 4t
inkubdljuk, mikézben 1 VVM sebességgel levegéz-
tetjiik (a ,VVM” jelenti a kdzeg térfogatén percenként
4thaladé leveg6 térfogatat), &s percenként 150 fordulat
sebességgel keverjik.

Ezt alkalmazzuk oltétenyészetként. 200 literes fer-
mentorba 100 ml tiptalajt helyeziink, amely 10%
glicerint, 2,0% Proflo-t (Traders Oil-Mill. Co. USA),
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0,5% kukoricalevet, 1,0% Poliepton-t (Daigo Nutritive
Chemicals Ltd., Japan), 0,1% vas(II)-szulfétot, 0,01%
sz6jababolajat és 2,0% béta-ciklodextrint tartalmaz,
majd hozzaadunk annyi 20%-os vizes nitronligolda-
tot, hogy a taptalaj pH-értéke 7,0 legyen, és utdna
gbzzel 120 °C-on 20 percig sterilizdljuk.

Ehhez a tiptalajhoz S liter fentiekben leirt olt-
tenyészetet adunk, és az elegyet 24 °C hémérsékleten
96 6rén 4t inkubaljuk, mikozben 1 VVM sebességgel
levegGSztetjiik, és percenként 165 fordulatsz4dmmal
keverjiik. 60 liter igy kapott tédptalajhoz 20 liter vizet
és 2 kg Hyflo-Supercel-t (Johns Manville Products
Co. készitménye, USA) adunk, és az elegyet szfirjiik.
Igy 70 liter sztirletet kapunk.

60 literes edénybe 10 liter sziirletet helyeziink,
40 liter etanolt adunk hozzd, és alaposan 4tkeverjik
egy keverSbottal. Ezutin az elegyet 5 °C hémérsék-
leten 12 6rdn 4t allni hagyjuk a fehérjék kicsapasa
céljdbol. A feliiliszé folyadékot szifon segitségével
eltavolitjuk, és igy zavaros-fehér csapadékot kapunk.

A csapadékot 2000 x g sebességgel centrifugéljuk,
mikozben a hémérsékletet 5 °C-on tartjuk, s igy a
csapadék viztartalmat a lehet$ legkisebb értékre csok-
kentjiik. Az igy kapott terméket etanollal mossuk,
majd ugyanolyan médon centrifugéljuk, mint fentebb
leirtuk. A csapadékokat &szegydjtjik, és 6,6 kPa
vdkuumban 10 °C hémérsékleten 24 6ran 4t széritjuk.
Igy 200 g porszerd terméket kapunk. 500 ml 0,05
M trisz(hidroxi-metil)- amino-metdn-sésav pufferol-
datban (pH 7,4) 2000 x g sebességgel végzett cent-
rifugilassal 5 °C homérsékleten kapjuk a fehérjéket
tartalmaz6 oldatot.

Az igy kapott oldathoz 2 liter etanolt adunk, &s
alaposan 4tkeverjiik, hogy a fehérjék ismét kicsapod-
janak, majd a keveréket 5 °C-on 24 6réig 4llni
hagyjuk, és a felilisz6 folyadékot szifonnal eltavo-
litjuk. A csapadékot 5 °C-on 2000 x g sebességgel
centrifugéljuk a feliliszé folyadék teljes eltivolitdsa
végett, utdna etanollal mossuk, és a fentiekben leirt
médon centrifugdljuk a csapadék Osszegydjtése cél-
jabél. A csapadékot 6,6 kPa vakuumban 10 °C h6-
mérsékleten 24 6rdn 4t szdritjuk, és igy kérilbelil
100 g porszerid fehérjeterméket kapunk.

A port 300 ml 0,05 M trisz(hidroxi-metil)-amino-
metén-s6sav pufferoldatban (ph 7,4) oldjuk, és az
oldhatatlan részt 50 °C hémérsékleten 2000 x g
sebességgel végzett centrifugaldssal eltavolitjuk.

Az igy kapott oldatot gélszlirésnek vetjiik al4,
amihez 1500 mm hosszisigd, 200 mm &tmérdjd
oszlopot alkalmazunk, amely 0,05 M trisz(hidroxi-
metil)-amino-metén-sésav  pufferoldattal (pH 7,4)
egyensiilyozott Sephadex G-50-t tartalmaz. Az osz-
lopot ugyanezzel a pufferoldattal, 20 ml/S perc dram-
lasi sebességgel eludljuk.

A karboxil-észteraz p-nitro-fenil-ecetsav alkalma-
z4séval megéllapitott aktivitdsdnak az alapjan [l4sd:
Journal of Biological Chemistry 170, 467 (1947)]
400 mi térfogati, karboxil- észteraz-aktivitdst mutaté
frakcidkat gydjtjiink, amelyekhez 2,4 liter etanolt
adunk, majd az igy kapott elegyet mechanikusan
keverjiik egy 3 literes Erlenmeyer lombikban a fe-
hérjék kicsapésa végett. Ezutdn az elegyet 5 °C-on
24 6rén 4t 4llni hagyjuk, a csapadékot 5 °C-on 2000
x g sebességgel végzett centrifugélissal dsszegyditjiik,
6,6 kPa vdkuumban 10 °C hémérsékleten 24 6ran
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4t szaritjuk, és igy 40 g porszerd fehérjeterméket
kapunk.

Eport 100 ml 0,05 M trisz(hidroxi-metil)-amino-
metan-sosav pufferoldatban (pH 7,4) oldjuk, és az
oldatot gélszfirésnek vetjiik ala, amihez 1500 mm
hossziisagi, 100 mm &tmér6ji oszlopot alkalmazunk,
amelyet Sephadex G-100-zal toltiink, és az eluélést
azonos dsszetételd pufferoldattal végezziik mint fen-
tebb, 10 ml/5 perc dramldsi sebességgel.

A karboxil-észterdz-aktivitdst mutaté frakcidkat
osszegy(jtjuk, és linedris gradiens szerinti ioncseréld
kromatografiinak vetjikk ald, amelyhez ndvekvd s6-
koncentriciét hasznilunk. Az alkalmazott oszlop
hossziisdga 400 mm, atmérSje SO mm, toltete DEAE
Sephadex A-50. Az eludlist 2 liter 0,05 M trisz(hid-
roxi-metil)-amino-metén- s6sav pufferoldattal végez-
ziik (pH 7,4), amely 1 mélos koncentrécidban tar-
talmaz nétrium-kloridot az 1. edényben; majd 2 liter
0,05 M trisz(hidroxi-metil)-amino-metan-sésav puffe-
roldattal folytatjuk (pH 7,4) a 2. edényben.

Az eludtum minden 10 ml térfogatat Toyo SF-160K
tipusd frakcié- kollektor segitségével frakcionaljuk,
és igy 300 ml karboxil- észterdz-aktivitdst mutato
frakciét gyfjtink ossze. Ehhez 200 g kristdlyos am-
moénium-szulfitot adunk 1 literes Erlenmeyer lom-
bikba keverés kozben, kis6zés céljabol.

Az igy kapott termékeket 5 °C h6mérsékleten 24
6ran 4t allni hagyjuk a fehérjék teljes kicsapédasa
cé1jab6l, majd a csapadékot 5 °C hdmérsékleten 2000
x g sebességdl centrifugildssal oszegydjtjik. Az igy
kapott csapadékot 50 ml 0,05 M trisz(hidroxi-metil)-
amino-metin-sésav pufferoldattal (pH 7,4) oldjuk, és
az oldatot a fentebb leirt médon Sephadex G-100
alkalmaz4séval gélsziirésnek vetjiik ala.

A karboxil-6szterdz-aktivitdst mutaté frakcidkat
osszegy(ijtjilk, és linedris gradiens szerinti ioncseréls
kromatogréfisnak vetjik ald a fentiekben leirt médon,
DEAE Sephadex A-50 alkalmazésival. Igy 250 ml
karboxil-észteréz-aktivitdssal rendelkezé  frakci6t
gyljtink &ssze, amelyhez keverés kozben 167 g
amménium-szulfitot adunk kis6zas céljabol.

A keveréket 5 °C-on 24 6réig 4llni hagyjuk, majd
a csapadékot a fentebb leirt mddon centrifugélassal
elkiilonitjiik. A csapadékot 30 ml 0,05 M trisz(hid-
roxi-metil)-amino-metdn-sésav  pufferoldatban (pH
7.4) oldjuk, és a fentiekben leirt médon, Sephadex
G-100 alkalmazisival gélszlirésnek vetjik ald. Az
igy kapott karboxil-észterdz-aktivitdssal rendelkez$
frakciékat 100 mm hosszisigd, 10 mm &tmérd)d
oszlopon kromatografaljuk, amely 0,05 M trisz-(hid-
roxi-metil)-amino-met4n-sésav pufferoldattal (pH 7,4)
egyensilyozott DEAE Sephadex A-50 toltetet tartal-
maz. Az eluélst 100 m] fentiekben leirt pufferoldattal,
majd 20 ml azonos, azonban 1 mél koncentréciéban
nitrium-kloridot tartalmazé pufferoldattal végezzik.

A karboxil-észterfiz-aktivitdst mutaté frakcibkat
osszegyfitjik, cellofanbdl késziilt cs6be fecskendez-
zik dializis céljabol, és 2 liter viz ald helyezzitk
egy 3 literes Erlenmeyer lombikban. A dializist 24
6ran 4t folytatjuk, mikozben a kiilsé vizet mégneses
kevergvel keverjik. A dializis befejezése utan az
oldatot 2 literes, padlizsénalakii lombikba vissziik,
és 2,7 kPa vakuumban 24 6rén 4t liofilizdljuk (ehhez
No. 10-146, MR-BA tipusi eszkozt alkalmazunk, a
Virtis Co. Inc., USA gyartménya), és igy poralaki
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karboxil-észterdzhoz jutunk [l4sd: ,,Enzyme Nomenc-
lature Section 3.1.1.1, Academic Press Inc. (1984)],
amely Streptomyces rochei var. volubilis mikroorga-
nizmusbdl szarmazik, SDS gél- elektroforézissel és
ultracentrifugés elemzéssel igazoltuk, hogy az igy
kapott karboxil-észterdz egyetlen fehérje. Az aldbbi-
akban — egyes esetekben — az igy kapott karboxil-
észterazt roviden karboxil-észterdz készitménynek ne-
vezzik.

2. referencia-példa

Kémiailag médositott enzim elGéllitdsa

8 ml 0,1 M nétrium-borét pufferoldatban (pH 9,5)
50 mg karboxil-észterdz  készitményt oldunk, és
1,0 g 2,4-bisz(O-metoxi- polietilénglikol)-6-kior-s-tri-
azint adunk hozz4 (a polietilénglikol molekulatémege
6000), majd az elegyet 5 °C hémérsékleten 1 Grén
it keverjik. Ekkor a reakci6 ledllitisa céljibol a
reakciéelegyhez 72 ml 0,2 M kélium-foszfat puffe-
roldatot (pH 7,0) adunk.

Ezutin a reakciéelegyet ultraszdrésnek vetjik ald
(8050 tipusdi ultraszdrGn, az Amicon Division of
Grace Corp. USA cég gyartmanya) YM-10 millipor-
szfir§ alkalmazisdval, majd 400 ml 0,2 M kélium-
foszfat pufferoldattal (pH 7,0) mossuk az elreagélatlan
2,4-bisz(O-metoxi-polietilénglikol)-6-k16ér-s-triazin el-
tavolitdsa céljabol.

Ezutén a polietilénglikollal médositott enzimet tar- .
talmazé oldatot 500 ml-es, padlizssnalaki lombikba .
helyezzilk, és 2,7 kPa vékuumban 24 6rén 4t liofi-
lizaljuk. Igy 600 mg polietilénglikollal médositott
karboxil-észterdzt kapunk (ezt a tovabbiakban réviden -
PEG-gel médositott észteriznak nevezziik).

1. példa: Lankacidin A el&4llitdsa :
2 ml metil-izobutil-ketonos oldatot, amely 11 mM ..
koncentriciéban lankacidin C-t és 50 mM koncent- .

riciéban ecetsavanhidridet tartalmaz, 20 ml-es kém- ..

csBbe helyeziink, és 0,3 ml PEG-gel médositott ész-
terazt adunk hozzi 0,2 M trisz(hidroxi-metil)-amino-
metén-maleinsav pufferoldatban (pH 7,0). A PEG-gel
médositott észteraz koncentraciéja 12 mg/ml. Ezutn
razékésziiléken percenként 80 rézatssal 37 °C ho-
mérsékleten rézatjuk.

Ezutan tilnyomésos folyadékkromatografidval (ezt
a kovetkez6kben réviden HPLC-médszemek nevez-
ziik) az alabbiakban leirt médon megmérjik a kép-
z6détt lankacidin A mennyiségét az 1. tdblazatban
feltiintetett idSpontokban.

A HPLC-médszer paraméterei a kovetkez6k:

Miszer: LC-5A tipus (Shimazu Seisakusho Ltd.,
Japén gyértménya)

Oszlop: p poracil oszlop (300x3,9 mm &, a Waters
Division of Millipore, USA gyértninya)

Homérséklet: 45 °C

Aramlasi sebesség: 1,2 ml/perc

A lankacidin C retenciés ideje 7,0 perc, a lanka-
cidin A€ 3,5 perc.

A lankacidin A mennyiségét kvantitativ médon
hatdroztuk meg UV abszorpciés detektorral 254 nm
hullémhosszon.

Kontroltként 300 mM etil-acetst vagy 100 mM
ecetsav alkalmazisival (50 mM ecetsavanhidrid he-
lyett) megismételtik a fenti eljrdst. Eredményeinket
az 1. tabldzatban mutatjuk be. =

5
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1. téblézat
A kiilonboz6 idokozokben képz8dott lankacidin A
mennyisége (mM)

Acetilcsoport- Ecetsavanhidrid Etil-acetdt Ecetsav
-donor
Reakci6idd 50 mM 300mM 100 mM
perc
0 ~ — Z
10 5,58 0,54 -
20 8,11 0,69 -
30 9,09 0,95 -
45 9,30 1,45 -
80 10,83 1,98 -
110 10,83 2,10 -

* a tablazatban 0,1 mM-t meg nem halad$ érté-
ket jelent

Az 1. tablazatbdl viligosan lathats, hogy a lan-
kacidin A képz8dési sebessége €s mennyisége szem-
pontjabodl az ecetsavanhidrid alkalmazésa kedvezdbb,
mint akdr az etil-acetdté, akér az ecetsavé. Az ecetsav
gyakorlatilag hasznilhatatlan.

2. példa: Lankacidin A elddllitdsa az acetilcso-
port-donor mennyiségének véltoztatasaval

Az acetilcsoport-donor koncentrici6jit véltoztatjuk
a 2. tablazatban bemutatott médon, 20 perc reakci6id
megtartasival, egyébként az 1. példdban leirt eljarast
kovetjikk. A kapott eredmények a 2. tiblazatban ta-
1alhat6k.

2. tAblazat
Kiilonb6z6 acetilcsoport-donorok alkalmazéasdval
kapott lankacidin A mennyisége (mM)

Acetilcsoport- A képz8dstt lankacidin A
-donor mennyisége

mM

Ecetsavanhidrid 1 0,55

2 1,06

3 1,40

5 2,51

7 3,44

10 4,76

15 6,93

20 7.28

Etil-acetét 500 0,85

1000 1,05

2000 1,76

3000 2,39

4000 328

5000 3,95

6000 4,33

7500 4,95

10000 6,13

* Ha acetilcsoport-donorként az etil-acetttal azo-
nos koncentraciéban ecetsavat alkalmazunk, akkor
lankacidin A képz8dése nem figyelhet§ meg.

AQ)formulsval megadott Linewaever-Burk-egyen-
let alkalmaz4saval [Biochemical Dictionary, 1. kiadas,
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1314 old. (1984), Tokyokagakudozin Ltd.], amely az

QD formul4ji Michaelis-Menten- egyenlet médositésa-

b6l szarmazik (idézett md, 1239. old.) az acetilcso-
port-donorként ecetsavanhidrid alkalmazéséval végzett
reakciét Osszehasonlitottuk a donorként etil-acetétot
alkalmaz6 reakciéval.

Vmaxx[Slo
V=—————— e 1
[Slo+Km
1 Km 1 1
= X — + 2
v Vmax [Slo Vmax

— ahol v: a reakcidsebesség
Vmax: a maximdlis reakcidsebesség
[Slo: a szubsztratumok koncentricija
Km: a Michaelis-alland6

Ha az acetilcsoport-donor 2. tabldzatban feltiintetett
koncentrici6-értékeit az [S]o helyére behelyettesitjiik,
és a képz6dott lankacidin A mennyiségeit, amely a
2. tablazatban lathat6, a v helyére helyettesitjik,
akkor Km és Vmax értékei is a legkisebb négyzetek
moédszerével kiszdmithatok.

Az eredményeket a 3. tdbldzat mutatja.

3. tablazat
Acetilcsoport-donor Km Vmax
mM mM/20perc
Ecetsavanhidrid 7,69 6,59
Etil-acet4t 3010 5,40

A 3. tdblazat vildgosan mutatja, hogy abban az
esetben, ha ecetsavanhidridet alkalmazunk acetilcso-
port-donorként, akkor a reakcitermék kielégitSen
elGallithatd kismennyiségl szubsztrdtumokbdl, mivel
a Km értéke sokkal kisebb, mint abban az esetben,
ha acetilcsoport-donorként etil-acetatot hasznélunk.

3. példa: Lankacidin A el6allitisa

10 literes, iivegbélésd, keverGvel felszerelt reak-
torba 2 liter metil-izobutil-ketont toltiink, és 37 °C-on
tartva 10 g lankacidin C-t oldunk benne. Ehhez az
elegyhez 300 ml 0,2 M trisz(hidroxi-metil)-amino-
metin-maleinsav  pufferoldatban (pH 7,0) oldott
1,2 g PEG-gel médositott észterdzt adunk. Osszeke-
verés utin az elegyhez 10 ml ecetsavanhidridet te-
sziink, majd 37 °*C-on 40 percig keverjik.

Ekkor a reakci6elegyhez 2 liter desztilldlt vizet
tesziink keverés kozben. Keverés utén a reakcidelegyet
10 literes vélaszt6tdlcsérbe visszilk, és a vizes réteget
elkiilonitjik. Az igy kapott szerves oldathoz 500 ml
2%-os vizes nétrium-hidrogén-karbonéat oldatot adunk,
alaposan keverjiik, majd a vizes réteget ismét elts-
volitjuk.

Az igy kapott elegyet azonos osszetételd vizes
natrium-hidrogén- karbondt oldattal mossuk az ecetsav
feleslegének eltavolitdsara. Ezutén kétszer 5 liter desz-
tillalt vizzel mossuk valaszt6tlcsérben, és utdna a
szerves fézist elvilasztjuk.

B-



1 HU 202283 B 2

Az igy kapott szerves oldatot 3 literes Erlenmeyer
lombikba visszikk 4t, natrium-szulfiton 2 6ran 4t
széritjuk, majd vékuumban szérazra paroljuk. Igy
nyers, kristélyos alakban 10 g lankacidin A-t kapunk.

Ismert, hogy a Streptomyces rochei var. volubilis
képes lankacidin C felhalmoz4sira a téptalajban, azaz
a Streptomyces rochei var. volubilis mikroorganizmus
képes lankacidin C termelésére [The Journal of An-

Az igy kapott nyers terméket 1 liter kloroformban 5 tibiotics 24, 1 (1971)].
oldjuk, és az oldatot 500 mm hossziisigd, 80 mm A kultira szrletének lankacidin C tartalmat az
atmérdjd szilikagél-oszlopon (Merck Co., USA gyirt- 1. példdban leirt HPLC-médszerrel mértik meg. Ki-
ménya) vezetjik 4t. Az oszlopot el6z8leg kloroform- mutattuk, hogy ez a szirlet a lanakcidin C-t 3500
mal egyensiilyozzuk. Ezutdn 2 liter kloroformmal pg/ml koncentriciéban tartalmazza.
mossuk az oszlopot, majd az eluildst etil-acetit és 10 Az 5. példiban az 1. referencia-példdban kapott
kloroform 3:7 térf./térf. arényu elegyével végezziik. kultira szdrletét alkalmazzuk kiindul6 anyagként,
Frakcié- kollektorban (Toyo SF-160K tipusd) 20 ml amely egyrészt karboxil-észterdzt, mésrészt hidroxil-
térfogatli frakci6kat fogunk fel, s a lankacidin A-t vegyiiletet tartalmaz. Kever6vel elltott, 10 literes,
tartalmazé frakcitkat osszegydijtjiik. A lankacidin A-t livegbélés fermentorba 1 liter szfrletet helyeziink,
UV spektroszkdpidval mutatjuk ki. 15 és az elegy h6mérsékletét 37 °C-on tartjuk, majd az
Az igy kapott oldatot vdkuumban szirazra parolva elegyhez 1 liter 37 °C hSmérsékletd metil-izobutil-
a lankacidin A-t poralakban kapjuk. ketont és 10 ml ecetsavanhidridet adunk, és uténa
Ehhez a porhoz 1 liter etil-acetitot adunk, az igy 37 °C-on 60 percig keverjiikk. Ezutin a reakcidelegyet
kapott oldatot vikuumban 40 ml-re toményitjiik, és 5 °C hémérsékleten 2000 x g sebességgel centrifu-
utdna 5 °C-on hiitjik. Az igy kivélt lankacidin A 20 géljuk alacsony h6mérsékletd centrifugalis szepardtor
kristalyokat livegsziirSre gydjtjitk, n-hex4nnal mossuk, segitségével (RD-2 IV tipus, Tomy Seiko Co. Litd.,
és 2,7 kPa nyomison 40 °C h8mérsékleten sziritjuk. Japan cég gyartménya).
Igy 8,1 g kristdlyos lankacidin A-t kapunk. Az igy kapott oldatot 10 literes vélaszt6tolcsérbe
Igazoltuk, hogy az igy kapott kristdlyos termék vissziik, a felsS fazist elkiilonitjiik, és 2 liter desztillalt
olvaddspontja, optikai forgat6képessége, UV szinképe 25 vizzel mossuk. A 3. példaban leirt feldolgozést ko-
és elemanalizise azonos a Journal of Antibiotics 24, vetve 2,8 g lankacidin A-t kapunk.
13 (1971) irodalmi helyen leirt vegyiilet megfeleld
adataival. 6. példa: Lankacidin-14-propil-észter elGallitdsa
Igazoltuk tovébba, hogy az igy kapott kristdlyos A 3. példédban leirt eljardst kovetjik, azzal a
termék retenci6s ideje a HPLC-médszer alkalmazasa 30 kivétellel, hogy 10 ml ecetsavanhidrid helyett 10 ml --
sordn azonos egy autentikus lankacidin A minta re- propionsavanhidridet alkalmazunk. A reakcielegy ol- ~
tenciés idejével. dészeres fazisaban felhalmozddott termékeket az 1.
példiban leirt HPLC-médszerrel azonositjuk, és mér- -
4. példa: Lankacidin A el@4llitisa juk. Ennek sorin a Journal of Antibiotics 26, 647
10 literes, iivegbélésii, keverdvel felszerelt reak- 35 (1973) irodalmi helyen leirt szintetikus médszerrel
torba 2 liter metil-izobutil-ketont mériink, amely elsallitott lankacidin-14-propionitot alkalmazzuk au-
37 °C hdmérsékleten 10 g lankacidin C-t tartalmaz tentikus mintaként.
oldott 4llapotban. Ehhez az oldathoz az 1. referen- A mérés szerint az old6szeres fézis a lankacidin-
cia-példdban kapott karboxil-észterdz-készitmény 1 14-propiondtot (amelynek retenciés ideje 2,40 perc)
liter térfogatii oldatt adjuk, amelyet 0,2 M trisz(hid- 40 9,1 g/liter koncentriciéban tartalmazza. A 3. példiban
roxi-metil)-amino-metin-maleinsav pufferoldattal (pH leirt feldolgozas szerint 7,2 g lankacidin-14-propio-
1,0) készitettiink; a karboxil-észterdz készitmény kon- nitot kapunk elkiilonités és tisztitds utin.
centrici6ja ebben az oldatban 2 mg/ml. Az olvadispont, optikai forgat6képesség, elem-
Az elegyhez 10 ml ecetsavanhidridet adunk, majd analizis és a molekuldris extinkcié értéke alapjan
37 °C hémérsékleten 40 percig keverjik. Ezutdn 2 45 ez a termék azonosnak bizonyult a Journal of An-
liter desztillalt vizet adunk hozz4, alaposan 4tkeverijiik, tibiotics 26, 647 (1973) irodalmi helyen leirt vegyii-
majd 10 literes valasztétdlcsérbe visszik 4t. A 3. lettel.
példaban leirt feldolgozast kovetve 5.8 g kristalyos
lankacidin A-t kapunk. 7. példa: Lankacidin-14-észter el64llitisa
50 A 6. példaban leirt eljarast kovetve propionsavan-
5. példa: Lankacidin A el@allitisa hidrid helyett vajsavanhidridet, izovajsavanhidridet,
Az 1. referencia-példdban emlitett Streptomyces kapronsavanhidridet vagy benzoesavanhidridet alkal-
rochei var. volubilis tenyésztésével kapott kultira mazunk. A reakciéelegyet az 1. példdban leirt HPLC-
sziirlete a Streptomyces rochei var. volubilis-bél sz4r- modszerrel vizsgiljuk, az elkiilonitést és tisztitdst a
mazé karboxil-észterdz enzimet tartalmaz. 55 3. példéban leirt médszerrel végezziik.
Karbonsavanhidrid Termék Retencids Hozam
idé
perc g
Vajsavanhidrid Lankacidin-14-n-butirat 2,03 5,70
Izovajsavanhidrid Lankacidin-14-izobutir4t 1,89 5,60
Kapronsavanhidrid Lankacidin-14-kapronat 4,06 3,10
Benzoesavanhidrid Lankacidin-14-benzo4t 490 321
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Az olvadaspont, optikai forgat6képesség, elema-
nalizis és molekuléris extinkcibs egyiitthaté alapjin
az igy kapott vegyiiletek azonosnak bizonyultak a
Journal of Antibiotics 26, 647 (1973) irodalmi helyen
leirt megfeleld vegyiiletekkel.

8. példa: Etil-acetat el6dllitdsa

Kever6vel elldtott 10 literes tivegbélésti reaktorba
1 mol etanolt tartalmazé 20 liter metil-izobutil-ketont
helyeziink, és az oldat h&mérsékletét 37 °C-on tartjuk,
majd hozzdadjuk a 2. referencia- példa szerint el6-
allitott, PEG-gel médositott észterdz 300 ml térfogatii
oldatdt 0,2 M trisz(hidroxi-metil)-amino-metdn-male-
insav pufferoldatban (pH 7,0), amelyben a PEG-gel
modositott ézsterdzkoncentricidja 12 mg/ml. Ezutdn
az elegyhez a 4. tiblazatban feltiintetett koncentra-
ciéban ecetsavat adunk, és utdna az elegyet 37 °C-on
20 percig keverjik.

A metil-izobutil-ketonos réteget elkiilonitjiik, és
az aldbbi koriilmények megtartasdval gézkromatog-
rafias (GC) elemzésnek vetjiik ald. A gazkromatog-
rifids elemzés korilményei az alibbiak:

Késziilék: GC-9A tipus, Shimazu Corporation, Ja-
pén

Oszlop: Porapak P (60-80 mesh finomségd, 4t-
mérGje 3 mm, hosszisiga 2 m, Waters Co., USA)

Detektor: FID tipus (Shimazu Corporation, Jap4n)

A hidrogén nyomisa: 50 kPa

A légnyomis: 50 kPa

A hidrogén é4ramlési sebessége: 35 ml/perc

A levegl dramlési sebessége: 480 ml/perc

Az oszlop hémlérséklete: 140 °C

Az injektor és detektor h6mérséklete: 150 °C

A minta térfogata: 5 pl

A komponensek retenciés ideje a kdvetkezs:

Etil-acetat (termék): 4,1 perc

Etanol: 1,3 perc

Ecetsav: 2,6 perc

Metil-izobutil-keton: 6,0 perc

Valamennyi komponenst meghatéroztuk kiilénleges
mindségd vegyszereket (Wako Pure Chem. Ltd., Ja-
pin) haszndlva autentikus mintdkként. Az eredmé-

nyeket a 4. tdblazatban tiintettiik fel.
4, tibldzat
Ecetsavanhidrid Etil-acetat Ecetsav
Kezdeti koncent- Kialakulé Kialakul6
rici6 az koncentréci6 koncentricié
oldészerben az old6szerben  az oldészerben
mM mM mM
0 0 0
2,5 2,4 2,5
5,0 5.2 49
10 9,8 82
15 152 12,3
20 19,3 18,3
30 24,0 23,8
40 25,1 24,5
50 26,2 25,1
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9. példa: Etil-acetdt elkiilonitése

A 8. példiban bemutatott 4. tiblazatban az ecet-
savanhidrid koncentréci6jét 30 mM-nek véve a kép-
z6dott etil-acetdtot az alabbiakban leirt eljaras szerint
elkiilonitjik.

A reakcibelegyhez S liter desztillalt vizet adunk,
alaposan étkeverjiik, majd 10 literes valaszt6tolcsérbe
vissziik. Egy 6ras 4lls utin a vizes fazist elkiilonitjik,
a szerves fazishoz 500 ml 2%-os vizes natrium-hid-
rogén-karbonat oldatot adunk, és a valasztétdlcsérben
alaposan 4tkeverjiik. Egy o6rds 4llis utin a vizes
fazist elkilonitjiik, és a szerves fézishoz § liter
desztillalt vizet adunk. A fentebb leirt médon elkii-
16nitjilk a vizes réteget.

Az igy kapott elegyet a fentiekben leirt médon
haromszor mossuk vizes natrium-hidrogén-karbonat
oldattal az enzimfehérje, etanol és ecetsav eltivolitisa
céljabol. Ezutdn tovdbbi 5 liter desztilidlt vizzel
mossuk, majd az elegyet atmoszféranyomdson desz-
tilldlé kolonndval 77 °C homérsékleten desztillaljuk,
és igy etil-acetdtot kapunk.

A termék sirdsége 20 °C-on, torésmutatéja és a
kapott vegyiilet forrdspontja azt mutatja, hogy azonos
a Merck Index 8. kiadasdban (1968) leirt termékkel.

10. példa: Etil-acetit elSillitdisa moédositott észte-
rdzzal

2,4-bisz(O-metoxi-polietilénglikol)-6-kl6r-s-triazin
alkalmazésdval olyan PEG-gel médositott karboxil-
észterdz enzimet 4llitunk el (Enzyime Nomenclature,
3.1.1.1) (a Sigma Co., USA terméke), amely sertés-
majb6l szdrmazik. A 2. referencia-példaban leirt el-
Jjarést kovetjik.

PEG-ge! médositott észteriz alkalmazéséval a 8.
példaban leirt eljérdst kovetve ecetsavanhidridet eta-
nollal reagéltatunk, és az igy kapott etil-acetdtot és
ecetsavat a 8. példiban leirt kvantitativ elemz6 méd-
szer segitségével mérjik. Az eredményeket az 5.
tabldzatban foglaltuk Ossze.

5. tablazat

Etil-acetat Ecetsav
Kialakulé Kialakulé
koncentricié az  koncentricié

Ecetsavanhidrid
Kezdeti kon-
centrici6 az

oldbszerben olddszerben az oldé6szerben
mM mM mM
0 0 0
2,5 2,4 2,6
5,0 50 49
10 9,5 8,3
15 14,9 13,0
20 18,5 17,8
30 23,5 229
40 24,0 24,1
50 25,9 25,0

11. példa: Etil-acetdt elkiilonitése

Ha a 10. példa 5. tibldzatdban megadott ecetsa-
vanhidrid kezdeti koncentriciéja 30 mM, akkor az
etil-acetitot a 9. példaban leirt médon elkiilonitve
3,05 g etil-acetétot kapunk.
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A termék siirlisége 20 °C-on, torésmutatdja és
forraspontja azt mutatja, hogy azonos a Merck Index
8. kiad4sdban (1968) leirt termékkel.

12. példa: Propionsav-etil-észter el6allitasa

10 literes, iivegbélésd, keverSvel felszerelt reak-
torba 1 mélos koncentrici6ban etanolt tartalmazé 2
liter metil-izobutil-ketonos oldatot toltiink, és az oldat
hémérsékletét 37 °C-on tartjuk.

Ehhez az oldathoz 300 ml Streptomyces rochei
var, volubilis-b6l szdrmaz6, PEG-gel médositott ész-
terdz 300 ml oldatit adjuk, amelyet az 1. referen-
cia-példaban leirt eljiréssal allitunk eld. A médositott
észterdzt 0,2 M trisz(hidroxi-metil)-amino-metin-ma-
leinsav  pufferoldatban (pH 7,0) oldjuk olyan
mennyiségben, hogy a PEG-gel mddositott észteraz
koncentriciéja 12 mg/ml legyen.

Az igy kapott elegyet 37 °C-on 10 percig keverjiik,
majd 7,8 propionsavanhidridet tesziink hozza, és a
keverést 37 °C-on 20 percig folytatjuk. Ekkor a
reakciGelegyhez 5 liter desztillalt vizet adunk, és
alapos 4tkeverés utin 10 literes vélaszt6tdlcsérbe
visszilk &t, egy 6ran 4t allni hagyjuk, majd a vizes
fazist elkiilonitjiik.

Az igy kapott szerves fazishoz 500 ml 2%-os
vizes natrium- hidrogén-karbonit oldatot adunk,
Osszerdzds utdn (rézétolcsérben) egy o6ran 4t 4llni
hagyjuk, a vizes fézist elvilasztjuk, a szerves fézishoz
5 liter desztilldlt vizet adunk, majd a vizes fazist a
fentebb leirt médon ismét elkilonitjik.

A szerves fazist egymis utin héromszor a fentebb
leirt médon vizes natrium-hidrogén-karbonat oldattal
mossuk a reakcielegyben 1évS enzimfehérje, etanol
és ecetsav eltavolitisa céljabdl. Az igy kapott elegyet
atmoszféranyoméson 99 °C hdmérsékleten frakcio-
niltan desztilldljuk, és igy 5,5 g etil-propionétot
kapunk.

A termék 20 °C-on mért siirisége, torésmutatéja
és forraspontja alapjin azonos a Merck Index 8.
kiadasdban (1968) leirt termékkel.

13. példa: n-Vajsav-etil-észter el6allitasa

A 12. példiban leirt eljarist kovetjik, azzal a
kivétellel, hogy propionsavanhidrid helyett 9,4 g n-
vajsavanhidridet alkalmazunk. A feldolgozis utén ka-
pott terméket atmoszféranyomison 178 °"C-on frak-
cionaltan desztillalva 6,3 g n-vajsav-etil-észtert ka-
punk.

Az igy kapott termék 20 °C-on mért s(rdsége,
torésmutat6ja és forrdspontja alapjin azonos a Merck
Index 8. kiaddsiban (1968) leirt termékkel.

14. példa: n-Kapronsav-etil-észter elSallitasa

A 12. példiban leirt eljirist kovetjik, azzal a
kiilonbséggel, hogy propionsavanhidrid helyett 12,9
g n-kapronsavanhidridet alkalmazunk. A feldolgoz4s
utan kapott terméket atmoszféranyoméson 178 °C-on
frakcionédltan desztillilva 6,3 g n-kapronsav-etil-ész-
tert kapunk.

Az igy kapott termék 20 °C-on mért sirdsége,
torésmutat6ja és forrdspontja alapjén azonos a Merck
Index 8. kiad4séban (1968) leirt termékkel.

15. példa: Propionsav-n-propil-észter eldallitdsa
A 12. példaban leirt eljarast kovetjik, azzal a
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kivétellel, hogy etanol helyett n-propanolt alkalma-
zunk. A feldolgozas utén kapott terméket atmoszfé-
ranyoméason kolonnéval frakcioniltan 124 °C-on desz-
tilldlva 6,0 g n-propil-propionatot kapunk.

Az igy kapott termék 20 °C-on mért sirlisége,
torésmutatdja és forrdspontja alapjn azonos a Merck
Index 8. kiaddsaban (1968) leirt termékkel.

16. példa: n-Vajsav-n-propil-észter elGallitdsa

A 12. példaban leirt eljarast kovetjik, azzal a
kivétellel, hogy propionsavanhidrid helyett 9,4 g n-
vajsavanhidridet és etanol helyett n-propanolt alkal-
mazunk. A feldolgozés utdn kapott terméket atmosz-
féranyomason kolonndval frakciondltan 143 °C-on
desztilldlva 5,8 g n-vajsav-n-propil-€észtert kapunk.

Az igy kapott termék 20 °C-on mért sfrfsége,
torésmutatdja és forrdspontja alapjén azonos a Merck
Index 8. kiadisidban (1968) leirt termékkel.

17. példa: z-propil-acetat el6illitisa

A 12. példdban leirt eljrdst kovetjik, azzal a
kivétellel, hogy propionsavanhidrid helyett 6,1 g ecet-
savanhidridet és etanol helyett izopropanolt alkalma-
zunk. A feldolgozds utin kapott terméket atmoszfé-
ranyoméson kolonnaval frakcionéltan 89 “C-on desz-
tilldlva 5,0 g izopropil-acetatot kapunk.

Az igy kapott termék 20 °C-on mért siirfisége,
torésmutatéja és forrdspontja alapjdn azonos a Merck -«
Index 8. kiadisiban (1968) leirt termékkel. '

18. példa: n-Butil-acetdt elodllitdsa .

A 12. példdban leirt eljérést kovetjik, azzal a -
kivétellel, hogy propionsavanhidrid helyett 6,1 g ecet-
savanhidridet és etanol helyett n-butanolt alkalma- *
zunk. A feldolgozés utdn kapott terméket atmoszfé- -
ranyomdson kolonndval frakcionaltan 126 *C-on desz- -
tilldlva 5,2 g n-butil-acetatot kapunk. :

Az igy kapott termék 20 °C-on mért siriisége,
torésmutatSja és forrdspontja alapjdn azonos a Merck
Index 8. kiadisdban (1968) leirt termékkel.

19. példa: Propionsav-n-butil-észter eldallitisa

A 12. példdban leirt eljarast kovetjik, azzal a
kivétellel, hogy etanol helyett n-butanolt alkalmazunk.
A feldolgozas utdn kapott terméket atmoszféranyo-
mason kolonndval frakcionaltan 147 °C-on desztillalva
5,1 g n-butil-propionétot kapunk.

Az igy kapott termék 20 °C-on mért siirdsége,
torésmutatdja és forraspontja alapjén azonos a Merck
Index 8. kiad4sdban (1968) leirt termékkel.

20. példa: Benzoesav-etil-észter el6éllitdsa

A 12. példsban leirt eljarast kovetjik, azzal a
kivétellel, hogy propionsavanhidrid helyett 13,6 g
benzoesavanhidridet alkalmazunk. A feldolgozis utin
kapott terméket atmoszféranyoméason kolonn4val frak-
cionaltan 212 °C-on desztilldlva 9,2 g etil-benzodtot
kapunk.

Az igy kapott termék 20 °C-on mért sdrdsége,
torésmutat6ja és forraspontja alapjén azonos a Merck
Index 8. kiad4saban (1968) leirt termékkel.

21. példa: (2-Hidroxi-etil)-acetat elGéllitisa
A 12. példdban leirt eljérést kovetjik, azzal a
kivétellel, hogy propionsavanhidrid helyeu 12,2 g
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ecetsavanhidridet és etanol helyett etilénglikolt alkal-
mazunk. A feldolgozis utin kapott terméket atmosz-
féranyoméson kolonnédval frakcionaltan 182 °C-
on desztillilva 2,0 g (2-hidroxi-etil)-acetétot ka-
unk.
d A frakciondlt desztillicié sordn tovabbi 191 °C
hémérsékleten desztillals 2,2 g (2-acetoxi-etil)-acets-
tot kapunk.

Az igy kapott termék 20 °C-on mért siiriisége,
torésmutatéja €s forrdspontja alapjan azonos a Merck
Index 8. kiadasdban (1968) leirt termékkel.

22. példa: Lankacidin A el64llitdsa dsszehasonlitd
mérésekkel

200 literes fermentorba 100 liter olyan t4ptalajt
visziink be, amely 10% dextrint, 0,5% Proflo-t (Tra-
ders Oil Mill Co., USA terméke) 2,0% zsirmentesitett
sz6jabablisztet, 1,0% kukoricalét, 1,3% kukoricaglu-
ténlisztet, 0,025% p-amino-benzoesavat, 0,2% ammé-
nium-szulfitot, 0,5% nétrium-kloridot, 0,1% vas(Il)-
szulfétot, 0,005% réz(Il)-szulfitot, 0,03% nikkel-szul-
fatot, 2,4% béta-ciklodextrint és 0,2% FS habzasgitlé
F-20 készitményt (Dow Corning Co., USA cég ké-
szitménye) tartalmaz, majd az elegyet 120 °C-on
gbzzel sterilizéljuk.

Ekkor a tdptalajhoz S liter 1. referencia-példdban
leirt olttenyészetet oltunk, és 25 °C hémérsékleten
96 6rdn 4t inkubaljuk, mikozben 1 VVM mennyiségii
levegGvel levegbztetjik, és 165 percenkénti fordulat-
szimmal keverjiik,

60 liter igy kapott tenyészethez 20 liter vizet és
2 kg Hyflosupercel-t (A Johns Manville Products
Co., USA terméke) adunk, és az elegyet szirjiik. Igy
70 liter szirletet kapunk.

Az elegyben az 1. példdban leirt HPLC-médszerrel
meghatérozzuk a lankacidin C tartalmat; ennek ered-
ményeként az elegy a szdrlet 1 ml-ében 4100 pg
lankacidin C-t tartalmaz. A szirlet minden egyes liter
térfogatit hirom 10 literes, tivegbélésd, keverdvel
felszerelt reaktorba vissziik, a reaktorokat 1-t], 3-ig
terjed6 sorszémmal latjuk el.

Az 1. reaktorban 100 mM ecetsavanhidridet tar-
talmazé 1 liter metil-izobutil-ketont mériink; a 2.
reaktorba 200 mM etil-acetitot tartalmazé 1 liter
metil-izobutil-ketont mériink; és a 3. reaktorba 200
mM ecetsavat tartalmazé metil-izobutil-ketont visziink
be.

Az 1-3. reaktorokban 1év6 keverékeket 37 °C
hémérsékleten tartjuk keverés kozben az acetilezési
reakcié lejitszatdsa céljab6l. Ezutdn minden egyes
keverék szerves fazisab6l 1 ml-t kivesziink, és az 1.
példiban leir HPLC-médszerrel meghatérozzuk a
lankacidin A mennyiségét.

A reakci6 a képzsdott lankacidin A mennyisége
hozama = (

) x100

a lankacidin C kezdeti mennyisége

A képlet alapjin kapott hozamokat a 6. t4bl4zat
mutatja.

Tovébbé valamennyi reaktorb6l szdrmazé reakci6-
elegybll elkulonijtik, és tisztitjuk a lankacidin A-t
a 3. példiban megadott eljér4ssal.

Az igy kapott lankacidin A hozamit szintén a 6.
tablazat mutatja.
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A 6. tablazatb6l vildgosan kitdnik, hogy a lanka-
cidin A-t akkor kapjuk a legmagyobb hozammal, ha
acetil-donorként ecetsavanhidridet alkalmazunk.

6. tablazat
1 2 3
A reakci6 hozama
tomegszazalékban 95,6 10,1 -
(0,1% alatt)
Hozam g-ban 3,28 0,33 0

1: Ecetsavanhidrid 100 mM koncentriciéban

2: Etil-acetat 200 mM koncentriciéban

3: Ecetsav 200 mM koncentriciéban

A reakcié hozamit az aldbbi képlettel szamitjuk:

Az 1 liter szdrletben képz6dott lankacidin A mennyisége
x100

Az ] liter szdrletben mint kiindulé anyagban 1év6 41g
lankacidin C

A hozam: az elkiilonitett és tisztitott lankacidin A
mennyisége.

23. példa: 9-Propionil-maridomicin el6allitdsa (Az
Ia képletben R; jelentése propionil csoport)

Hérom kémcs6 koziil (amelyek mindegyike 20 ml
térfogatd, és csiszolt dugéval zdrhat6) kettSbe egyen-
ként 2 ml etil-propionatot tSltiink, a harmadikba 2
ml metil-izobutil-ketont mériink. Mindhirom kémcsé-
be 10 mg (Ia) 4ltaldnos képletd maridomicint helyziink
[ahol a (Ia) képletben R; jelentése hidrogénatom),
majd a kémcsovek tartalmét alaposan osszekeverijiik,
hogy oldatot kapjunk.

A propionsav-etil-észtert tartalmaz6 két kémcsovet
1. reakciérendszernek, illetve 2, reakciérendszernek
Jeloljik. Mindérom reakciérendszerhez egyenként 2
ml trisz(hidroxi-metil)- amino-metin-maleinsav puf-
feroldatot (amely 0,2 M koncentréci6ji, pH 7,0)
adunk, amelyben el6z6leg 2 mg/ml koncentricidban
az 1. referenciapélda szerint eldéllitott karboxil-ész-
terdzt oldottunk. A 2. és 3. reakcidrendszerekhez
egyenként 20 pl propionsavanhidridet adunk, és a
lezdrt kémcsoveket azonnal 30 percig razzuk 28 °C
hémérsékleten. Ezutdn valamennyi reakciérendszer
olddszeres fazisibél egyenként 50 pl-t kivesziink
mikropipettdval, és  vikonyréteg-kromatogréfisval
vizsgljuk (ehhez 0,25 mm vastagsdgi Kieselgel 60
lapot hasznalunk, amelynek mérete 20x20 cm, a
Merck and Co., USA cég gyartménya).

Az emlitett hdrom mintén kivil, amelyek megfe-
lelnek az 1., 2. és 3. reakciérendszernek, a (la)
képletd maridomicin (ahol R jelentése hidrogénatom),
valmint a 9-propionil-maridomicin (ahol R; jelentése
propionilcsoport) alkalmazésaval szintén vékonyréteg-
kromatogrammot készitiink; futtatészernek aceton és
toluol 1:1 arényu elegyét haszniljuk.

Detektdlasra jodgdzt alkalmazva a maridomicin
Re-€rtéke 0,46-nak, a 9-propionil-maridomicin R-ér-
téke 0,57-nek adédik. Azokat a vékonyréteg-részeket,
amelyek a mintdkon a maridomicinnek, illetve 9-pro-
pionil-maridomicinnek megfelelnek, lekaparjuk a le-
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mezrll, Osszegyljtjik, és kis térfogatd etil-acetattal
extrahdljuk. A kivonatokban kvantitativ médon meg-
hatdrozzuk a szubsztratumként alkalmazott marido-
micint és a reakciétermékként kapott 9-propionil-ma-
ridomicint. E meghatdrozdshoz a kovetkez§ irodalmi
helyen adott médszert alkalmazzuk: ,Colorimetric
Quantitative Determination Method of Maridomycin
Antibiotics” [Agricultural and Biological Chemistry,
43 847 (1979)].

Az eredményeket a 7. tdblazatban mutatjuk be.
7. tblazat
Szubsztritum  Reakcidtermék
(Maridomicin) (9-Propionil-

maridomicin)

1. Reakciérendszer 93 mg 0,5 mg
2. Reakcidrendszer nyomokban 9,9 mg
3. reakcidrendszer  nyomokban 9,8 mg

Megjegyzés:
Az 1. reakciérendszerben: 2 ml propionsav-etil-észter
A 2. reakciérendszerben: 2 ml propionsav-etil-észter
és 20 pl propionsavanhidrid
A 3.reakci6rendszerben: 2 ml metil-izobutil-keton
és 20 p! propionsavanhidrid

24. példa: 9-Propionil-maridomicin eléallitdsa

10 literes térfogatd, iivegbélési, keverSvel felsze-
relt reaktorba 2 liter el5zSleg 28 °C-ra felmelegitett
olyan metil-izobutil- ketonos oldatot mériink, amely-
ben el6zdleg 10 g (Ta) 4ltaldnos képletdh maridomicint,
ahol az (Ia) 4ltaldnos képletben R jelentése hidro-
génatom, oldottunk. Ehhez az oldathoz 2 liter 0,2
M trisz(hidroxi-metil)-amino-metén-maleinsav puffe-
roldatban (pH 7,0) oldott, az 1. referencia-példa
szerint el&éllitott 500 mg karboxil-észterdzt adunk,
az oldészeres réteghez 200 ml propionsavanhidridet
tesziink, majd egy 6rdn at keverés kodzben jatszatjuk
le a reakcibt. A reakcidelegyet 10 literes valaszto-
tolcsérbe visszik at, és a vizes fazist elvalasztjuk.
A maradékhoz 500 ml 2 tomegszdzalékos nétrium-
hidrogén-karbondt oldatot adunk, alaposan 4tkeverjiik,
majd a vizes fizist elkilonitjiik. A nétrium-hidrogén-
karbonitos mosast megismételjiik, és utdna a szerves
fazist a valasztétolesérben kétszer kirdzzuk 1 liter
desztillalt vizzel. Ezutdn a szerves fazist 3 literes
kiipos lombikba helyezziikk, 100 g vizmentes néti-
rum-szulfitot adunk hozzi, és a keveréket 2 6rén 4t
4llni hagyjuk. A vizmentes nétriumszulfatot sziirGpa-
piron szirjik, és a reakciGelegyet szdrazra paroljuk.
Igy kristalyos nyers termékként 10 g (Ia) képletd
(ahol R jelentése propionilcsoport) 9-propionil-ma-
ridomicint kapunk.

E kristalyos nyersterméket 1 liter toluolban oldjuk,
és az oldatot 80 mm 4tmérgji, S00 mm hosszisigi
Merck-szilikagélb6! késziilt oszlopra 6ntjiik, amelyet
el6z8leg toluollal egyensilyoztunk. A 9-propionil-ma-
ridomicin az oszlopon adszorbedlédik. Ezutan 3 liter
toluolt bocsétunk 4t az oszlopon, és uténa az eluélast
elgbb 2,5 liter 1:0,5 arinyu toluol-aceton eleggyel,
majd 1:1 aranyi toluol-aceton eleggyel végezziik. Az
elustumot 5F-160 tipusi Tokyo frakci6-kollektorban,
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20 m! térfogatd frakciékban fogjuk fel. A vegyilet
azonositdsat vékonyréteg-kromatografidval végezzik,
a 23. példéban leirt médszerrel, a 9-propionil-mari-
domicin kimutatisa céljsb6l. A célvegyiiletet tartal-
mazé frakciokat osszegydjtjik, és vakuumban bepa-
roljuk. Igy 9,1 g fehér, kristilyos terméket kapunk.
Az elemanalizis szerint e kristalyos termék 59,7%
szenet, 8,0% hidrogént és 1,6% nitrogént tartalmaz,
[alp -61,3° (c=1 kloroformban). Ezek az elemzési
értékek megegyeznek az Antimicrobial Agents and
Chemotherapy 4, 142 (1973) irodalmi helyen leirt
adatokkal. A termék szinképe megegyezik a Chemot-
herapy 21, 908 (1973) irodalmi helyen leirt szinkép-
pel.
A kristalyos termék kdnnyen oldédik metanolban,
etanolban és acetonban, viszonylag jol oldédik klo-
roformban, alig oldddik vizben.

Ha 5 mg krstilyos terméket 2 ml acetonban
oldunk, és 2 ml sésavval rizogatjuk, akkor biborvoros
szin jelenik meg. Ha ezt az oldatot 2 ml kloroformmal
kirdzzuk, és utdna 4llni hagyjuk, akkor a kloroformos
fazis enyhe biborvoéros szint olt.

20 mg fenti kristalyos terméket 2 mg tioszemikar-
baziddal 2 ml etanolban 1 éran 4t visszafolyés hiits
alatt forralva lehdités utdn 0,2 ml reakciGelegyet kive-
sziink, és ehhez 50 ml etanolt adunk. Az igy kapott
elegy abszorpci6s szinképét vizsgablva 270-273 nm
hullghossznal abszorpciés maximumot figyelhetiink
meg. A kristélyos termék fentebb leirt sajétségai ésa -
vizsgalo probik eredményei egyezésben vannak az

4Explanation of Minimum Requirements of Antibio-

tics, Japan” (1986, Yakugyojihosha) 457. oldalan leirt
termék (propionil-maridomicin) sajétsdgaival.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras (I) alhtalanos képletd karbonsavészterek —

ahol a képletben
R1 jelentése egyenes vagy eldgazé szénlénci 1-6
szénatomos alkil- vagy fenilcsoport;
R2 jelentése egyenes vagy elagazé szénlncy, adott
esetben hidroxilcsoporttal szubsztitudlt 1-5 szén-
atomos alkilcsoport, vagy lankacidin C-bSl a 14-
helyzetd- vagy maridomicinbdl a 9-helyzetd hid-
roxilcsoport elhagyésdval képzett csoport — el6él-
litdsara karboxil-észteraz katalizdtor jelenlétében,
azzal jellemezve, hogy egy (Il) altalanos képletd
hidroxilvegyiiletet — ahol Rz jelentése a térgyi
korben megadott — egy (III) &ltaldnos képletd
karbonsavanhidriddel — ahol R} jelentése a tdrgyi
korben megadott — szerves old6szerben reagilta-
tunk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljirés, azzal jellemezve,
hogy (II) 4ltalinos képletd vegyiiletként R2 he-
lyében egyenes vagy eligaz6 szénldnci, adott eset-
ben hidroxilcsoporttal helyettesitett 2-5 szénatomos
alkilcsoportot tartalmaz6é alkoholokat, lankacidin
C-t vagy maridomicint alkalmazunk.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy karboxil-észterdzként kémiailag médositott,
szerves oldészerben oldhaté karboxil-észteriz en-
zimet alkalmazunk. 4. A 3. igénypont szerinti
eljaras, azzal jellemezve, hogy szerves old6szerben
oldhaté6 karboxil-észterdzként 2,4-bisz(O-metoxi-
polietilénglikol)-6-k16r-s-triazinnal médositott kar-
boxil- észteraz enzimet alkalmazunk.

11
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. Az 1. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemezve,

hogy a karboxil-észterdzt egy karboxil-észterz
enzimet termelS mikroorganizmus kultira sziirle-
tének az alakjiban alkalmazzuk.

. Az 1. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemezve,

hogy olyan szerves old6szert alkalmazunk, amely
vizzel kétfazisi rendszert alkot.

. A 6. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemezve,

hogy szerves olddszerként ketonokat vagy észte-
reket alkalmazunk.

. A 7. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemezve,

hogy szerves old6szerként metil-etil-ketont, metil-

5

10

9.

n-propil-ketont, metil-n-butil-ketont, metil-izobutil-
ketont, metil-acetitot vagy etil-acetdtot alkalma-
zunk.

Az 1. igénypont szerinti eljiris lankacidin A
eléallitasara, azzal jellemezve, hogy lankacidin C-t
egy karboxil-észterdzt termel6 mikroorganizmus
kultirasztirletének jelenlétében metil-izobutil-ket-
onban ecetsavanhidriddel] reagaltatunk 5 és 90 °C
kozotti hémérsékleten és 2-t61 10-ig terjedé pH-
tartomanyban.
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