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Menetelmd optisesti aktiivisten syaanihydriinien valmista-

miseksi entsyymin avulla

Té&m& keksintd koskee menetelmd&8 syaanihydriinien
valmistamiseksi. Erityisesti se koskee parannettua mene-
telmdd optisesti aktiivisten (S)-syaanihydriinien valmis-
tamiseksi, jotka ovat kayttokelpoisia védlituotteina val-
mistettaessa tunnettuja pyretroidi-insekstisideja, jolloin
mainitussa menetelmdssd aldehydit saatetaan reagoimaan
hydrosyaanihapon kanssa S-oksinitrilaasientsyymin lé&snéd
ollessa.

Menetelmd aldehydien saattamiseksi reagoimaan hyd-
rosyaanihapon kanssa oksinitrilaasiéntsyymin ja di-isopro-
pyvlieetteriliuottimen l&dsnd ollessa optisesti aktiivisten
syaanihydriinien muodostamiseksi on tunnettu esimerkiksi
US-patentista 4 859 784 (Effenberger et al.), joka liite-
tddn téhdn viitteend. Kuten tdssd viitteessd opetetaan,
reaktio toteutetaan k#yttden entsyymi& immobiliscoidussa
muodossa, kuten sidottuna lasipallojen, ioninvaihtohart-
sien tai selluloosahiukkasten pinnalle lietteen muodossa,
joka tdytyy ensin suodattaa liuoksesta, ennen kuin tuote
voidaan ottaa talteen. Vaikka t&mid menetelmd on tehokas
tarkoitustaan varten, se on tunnettu vain yhdestd reagoi-
vien aineiden kulusta immobilisoidun entsyymin lapi, jol-
loin yksi kulku vie 5 - 6 pdivad@ tapahtuakseen tdydelli-
sesti. Samoin AU-patenttihakemus 38104/89, Kula et al.,
opettaa samankaltaisen menetelmdn, jossa entsyymi, S-ok-
sinitrilaasi, on johdettu erityisestd l8hteestd (Sorghum
bicolor). Tadssd menetelmdssd yhdessd suoritusmuodossa kdy-
tetd&n akryylihelmi& entsyymien immobilisoimiseksi, nimit-
tdin tuotetta Eupergit® C (Rohm, Darmstadt), joka on kau-
pallisesti saatavissa oleva akryylihelmituote, joka on
kdyttékelpoinen suspendoituna reaktiovdliaineeseen tai
pylvddseen. Kummassakin tapauksessa sitd tulee kayttaa
vain vesipitoisessa jidrjestelméssd, jotta vidltetddn eri-
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laisten orgaanisten liuotinten mik& tahansa hytkkdys ak-
ryylihelmien kimppuun. Lis&ksi tédssd jalkimmdisessd mene-
telmdssd, jossa k8ytetddn sitoutuneita entsyymejd, saanto
on noin 85 paino-%, mutta vain 3-padivaisen keskeytymétto-
mdn toiminnan j&lkeen, jolloin aldehydind kaytetdidn 4-hyd-
roksibentsaldehydid. Katso my®ds US-patentti 5 008 192,
Neidermayer, EP-patentti 326 063, US-patentti 3 862 030 ja
DE-patenttijulkaisu 3823864 A-1l, joka on edelld mainittuja
Us-viitettd ja AU-viitettd lis&dvd tai vastaava.

Kaikissa edelld mainituissa patenteissa viitataan
"entsyymi-kalvo-reaktoriin”. Kuitenkin, kuten vastaava
kirjallisuus paljastaa [katso esimerkiksi teos "Engineer-
ing Aspects of Enzyme Engineering”, ja siind alaviitteet
16 ja 17, nimittdin Kragl et al., Ann. N.Y. Aca. Sci.,
613, sivut 167 - 175, (1990) ja Vasic-Racki et al., Appl.
Microbiol. Biotechnol., 31, sivut 215 - 222 (1989)], til1-
laiset reaktorit eivdt edusta muuta kuin sarjaa sdilidita,
joita erottavat suodatusmembraanit, jotka ovat entsyymiéd
ldpdisemdttOmid. Siten t&mén tyyppisessd reaktorissa reak-
tio toteutetaan liuoksessa, joka sisdltdd dispergoituneen
entsyymin, jonka kanssa reagoivien aineiden taytyy sitten
lopulta joutua kosketukseen diffundoitumalla.

Polymeeristen membraanireaktoreiden kdyttd entsyy-
mien sitomiseksi on yleisesti tunnettu US-patenteista
4 102 746 ja 4 169 014, jotka molemmat on myonnetty Bruce
S. Goldbergille. Katso my®6s julkaisu "A Novel Immobilized
Enzyme Reactor System", Bruce S. Golberg, joka on esitetty
symposiumissa the 27th Annual Spring Symposium Session on
Non-Conventional Reactor Systems, AICHE, East Brunswick,
N. J., May 10, 1984, ja jossa edelleen kuvataan ndiden
kahden US-patentin membraanireaktoreita. Namd kaksi jal-
kimm&distd patenttia ja AICHE-esitys 10. toukokuuta, 1984,
liitetddn myds té&hdn viitteena.

Taman Keksinnon mukaisesti reaktioaikaa ja reagoi-
vien aineiden ké&sittelyd muuten tunnetussa menetelméassa
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optisesti aktiivisten (S)-syaanihydriinien muodostamiseksi
saattamalla aldehydit reagoimaan hydrosyaanihapon kanssa
katalyyttisen entsyymin, S-oksinitrilaasin ja liuottimen
ldsnd ollessa voidaan merkitsevidsti parantaa edelld kuvat-
tuihin menetelmiin verrattuna, kun aldehydin ja hapon
liuos kuljetetaan kemiallisesti aktivoidun, huokoisen mem-
braanin 1l&pi, kuten j&ljemp&nd on madritelty, jolloin S-
oksinitrilaasientsyymi on kemiallisesti sidottu mainittuun
membraaniin.

Koska syaanihydriinin enantiomeeriset (S)- ja (R)-
muodot muodostuisivat normaalisti yhtd suurina masrini,
nimittédin suhteessa 50 : 50, stereoselektiivisen katalyy-
tin puuttuessa, t&man keksinndén kohde on lisdtd (S)-iso-
meerin ja (R)-isomeerin valistd suhdetta ("S/R") wvalikoi-
malla sopivasti parannettu katalyytti ja reaktio-olosuh-
teet. Tdmin keksinndn muu kohde on paitsi lisdtd S-isomee-
rin selektiivisyyttd R-isomeeriin n&dhden, myds tuottaa
suuri lahtédaineiden muuttuminen tuotteeksi niin lyhyessé
ajassa kuin mahdollista. Vield muu t&man Kkeksinn®én kohde
on saavuttaa namd tavoitteet tarvitsematta erottaa fysi-
kaalisesti entsyymiad lopputuotteesta.

Té&mdn keksinndn menetelmd haluttujen optisesti ak-
tiivisten syaanihydriinien valmistamiseksi toteutetaan
helposti, kuten edelld on kuvattu, nimittdin kuljettamalla
aldehydin ja hydrosyaanihapon 1liuos m&&rdtyn huokoisen
membraanin ldpi, johon entsyymi on kemiallisesti sidottu
Jjoko erdmenetelmdd tai jatkuvaa menetelmdd kdyttden vali-
tun ajanjakson ajan ja ottamalla talteen haluttu optisesti
aktiviinen syaanihydriini. On havaittu toteutettaessa me-
netelmd ndin, ettd yll&ttden reaktioaikaa voidaan lyhentas
niinkin lyhyeen kuin yhteen p#iv3in vastakohtana aikaisem-
piin menetelmiin, jotka vievdt 6 tai 7 piivdi, samanaikai-
sesti s&ilyttéden tai joissakin tapauksissa lisidten tuot-
teen kokonaissaantoa sekd selektiivisyyttd halutun S-iso-

meerin osalta verrattuna ndihin aikaisempiin menetelmiin.
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Sitd vastoin ja edullisemmin on ymmdArrettdvad, ettd tata
menetelmid kdyttéden kokonaissaanto voidaan moninkertaistaa
suhteellisesti, kun kdytetddn aikaisempien menetelmien
ajanjaksoja, jotka ovat esimerkiksi 6 - 7 p&ivaa.

Reaktio pitdisi toteuttaa mielellddn orgaanisessa
j8rjestelméssd, johon olennaisilta osin veteen liukenema-
ton aldehydi ja tulokseksi saatava syaanihydriini ovat
liukoisia. Vaikka voidaan k#yttdd pienid midriid vesipi-
toista puskuria, nimittdin enintddn noin 1 paino-%:a vettd
perustuen jidrjestelmién kokonaispainoon, on edullista, ettd
kdytetddn niin vdhdn vettd kuin mahdollista, so. noin
< 0,03 %. Siten tam&d Kkeksintd kdsittdd oleellisesti jar-
jestelm&n, joka koostuu orgaanisesta liuottimesta (joka
mahdollisesti sisdltdd vesipitoisen puskurin), aldehydistad
ja haposta reagoivina aineina ja entsyymin, joka on sidot-
tu kemiallisesti mddrdttyyn huokoiseen membraaniin, kuten
jdljempdnd kuvataan yksityiskohtaisesti.

Reaktio voidaan toteuttaa hyvin erilaisissa la&mpd-
tila- ja pH-olosuhteissa, jotka eivdt ole ratkaisevia.
Siten hyvaksyttdvid ovat esimerkiksi 1&mpdtilat noin
-6 “C:sta +30 °C:seen, edullisesti noin +6 °C:sta -
+25 °C:seen. Vaikka pH-olosuhteet eivé&t ole ratkaisevia,
niitd voidaan s&&tdd puskurijdrjestelmien, kuten natrium-
asetaatin, natriumsitraatin tai natriumfosfaatin, avulla
ja pH-alue voi vaihdella v&alilli noin 3,5 - 7,5.

Kadytettavadt aldehydit ovat aldehydejd, jotka on
opetettu tavanomaisesti esimerkiksi US~patentissa
4 859 784 (edelld), ja ne kaikki liitet#dan tidhédn viittee-
n&. Niihin sisdltyvit, kuten tidssd patentissa on kuvattu,
aldehydit, joilla on kaava
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jossa R voi olla tyydyttynyt tai tyydyttymdtén, alifaat-
tinen tai aromaattinen ja se voi olla substituoitu halo-
geenilla tai rikki#, typped tai happea sisdltdvilla subs-
tituenteilla.

Tdt4 menetelmdd varten valittujen aldehydien pitdi-
si olla mielell&dsn olennaisilta osin veteéen liukenematto-
mia, so. niiden pitdisi olla valikoivasti liukoisia tamdn
keksinn¥n orgaanisiin liuottimiin. Siten edullisia ovat
aldehydit, joiden liukoisuus veteen on vdhemmdn kuin noin
2,0 - 0,01 mg/ml, edullisimpia aldehydej& ovat ne, joiden
liukoisuus on vdhemm#n kuin 0,1 mg/l - noin 0,01 mg/ml.
Esimerkkeihin ndist4 veteen liukenemattomista aldehydeista
sisdltyvidt aldehydit, joita esittdd kaava

Jopen

jossa A on vety tai fluori ja B on vety, fluori, Kkloori
tai bromi. Ndist#d 3-fenoksibentsaldehydi on edullinen.

Aldehydin ja hydrosyaanihapon moolisuhde on toivot-
tavasti noin 1 : 1 - 1 : 100 ja edullisemmin noin 1 : 1 -
1 : 2.

Kdytettadvd orgaaninen liuotin voidaan helposti va-
lita niistd liuottimista, jotka eivdt vaikuta haitallises-
ti kéytett#vain membraaniin tai reaktion luonteeseen. Si-
ten esimerkiksi di-n-butyylieetterin kdyttd on toisaalta
edullista, kun taas di-isopropyylieetterin, jota kdytetadan
US-patentin 4 859 784 (edelli) menetelmdssd, on havaittu
muuttavan odottamatta té&midn menetelmdn toimimattomaksi.

S-oksinitrilaasientsyymikatalyytti (EC 4.1.2.11) on
kaupallisesti saatavissa yhtidlta Sigma Chemical Co. tai
se voidaan eristd38 sorgumin versoista kayttden tunnettuja

menetelmid [katso julkaisu Bove et al., J. Biol. Chem.,
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226 (1), 207, (1961)]. Kaytettiavdn entsyymin maara suh-
teessa aldehydiin on toivottavasti noin 50 - 2 500 yksik-
kba entsyymid/g aldehydid, edullisemmin noin 500 - 700
yksikkbd&/g aldehydid. Entsyymi voidaan sitoa tarkoituksen-
mukaisesti kemiallisesti huokoiseen membraaniin, kuten
jéljemp&nd on kuvattu, kdsittelemdlld membraani esimerkik-
si 5-paino-%:isella polyeteeni-imiinin vesiliuoksella ja
sen jdlkeen esimerkiksi 5-paino-%:isella glutaraldehydin
vesiliuoksella ja lopuksi S-oksinitrilaasientsyymin liuok-
sella sopivassa puskurissa.

Edullisesti entsyymi pysyy kiinnittyneend membraa-
niin useiden p&ivien ajan kerrallaan ja siten se ei edusta
vain stabiilimpaa ja kestdvampdd jarjestelyd aikaisempiin
menetelmiin verrattuna, wvaan t&llé6in myds viltetssn v1i-
middrdinen entsyymin erottamis- ja talteenottovaihe, ent-
syymin ollessa lietteen muodossa US-patenttien 4 859 784
ja 5 008 192 menetelmissa.

Tédssa kdytettdvadt huokoiset membraanit on Kkuvattu
tdydellisesti US-patentissa 4 102 746 (edelld), joka maa-
rittelee ndmd entsyymid sitovat aineet, niiden luonteen ja
menetelmidn niiden valmistamiseksi ja entsyymien kiinnitta-
misen ja talteenoton tdllaisten erilaisten aineiden pin-
nalta. Pohjimmiltaan ndmd membraanit, joilla on wvalittu
paksuus ja/tai valitut kerrokset, koostuvat liukenematto-
masta, kolmiulotteisesta polymeerisesta hartsisideainees-
ta, johon on kauttaaltaan dispergoituneina hienojakoisia
tdyteainehiukkasia ja jossa on olennaisilta osin toistensa
kanssa yhteydessd olevia huokosia, jolloin huokoskoko voi
vaihdella laajasti, mieluiten v&lilld noin 0,01 - 100 mik-
ronia, ja aineen kokonaishuokoisuus on noin 50 -« 75 % ja
mainittuja dispergoituneita tdyteainehiukkasia on l&asnig
vdhintddn noin 25 paino-% perustuen koostumuksen kokonais-
painoon.

Yksi t&llainen membraani on MPS®-membraani (FMC
Corporation, Philadelphia, Pa., USA), joka on mikrohuockoi-
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nen poly(vinyylikloridi)piidioksidilevy, jonka huokosti-
lavuus on 70 - 80 %. Huokoskoko médritettynd Mercury In-
trusion Porosimetry -laitteella on yleensd 0,2 - 2,0 pm.
Tdmd alusta on &d&rimmdisen hydrofiilinen, silld on nega-
tiivinen varaus, joka voidaan muuttaa positiiviseksi, ja
sen pinta-ala on 80 m’/g. T&m& aine on myds kokoonpuristu-
maton normaaleissa olosuhteissa ja silld on matala Kuiva
ominaistiheys, joka on 0,45 g/cm’. Aktiiviset paikat ovat
huokoiseen matriisiin sis&ltyvdn piidioksidin pinnalla,
mikd tekee mahdolliseksi orgaanisen funktionaalisuuden
lisds&misen piidioksidin kiinnityskemian kautta. T&min MPS-
membraanin DNA-sitomiskapasiteetti on v&hint&d&n noin 260
pg/cm?. Lisdksi on havaittu, ettd t#dmd membraani, kuten
muutkin sopivat membraanit, joita voidaan kayttdd téssa,
vaikka niitd kéytetdsdn normaalisti wvain vesipitoisissa
ympdristbissd, ovat yllattdvén stabiileja tdmdn menetelmdn
orgaanisen liuottimen olosuhteissa.

Vaikka membraanin polymeerit, jotka muodostavat
sideaineen, so. matriisin, voivat vaihdella laajasti, ne
ovat mielelld&n termoplastisia, kaupallisesti saatavissa
olevia hartseja, joista poly(vinyylikloridi) (PVC) on
edullinen. Kuitenkin voidaan my®s kdyttda tdllaisia ainei-
ta kuten polyeteenid, joka on tdytetty piidioksidilla, tai
sekapolymeereja, jotka on muodostettu PVC:std ja pienista
midrista monoeteenisia monomeereja, kKuten vinyyli-
asetaattia, wvinylideenikloridia, prolyleenid tai vastaa-
vaa. Vaihtoehtoisesti matriisi voidaan muodostaa tdllai-
sista aineista kuten polytetrafluorieteenistd (PTFE), sel-
luloosa-asetaatista tai triasetaatista, polyamideista (ku-
ten nailonista) tai vastaavasta. PTFE, mik&dli sitd kdyte-
t8&8n, voi olla fibrillimatriisin muodossa (katso US-paten-
tit 4 152 661 ja 4 373 519), jolloin siihen on 1lis&atty
hydrofiilisi&a, imukykyisid hiukkasia. Siten yleensd voi-
daan k&yttad mitd tahansa termoplastista hartsia, jonka

liuotin pehmittd& helposti tai joka voidaan sintrata ldm-~
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mon tai paineen avulla tai joka voidaan muodostaa helposti
ldhtien ldpdisevédsta matriisista ja joka on kemiallisesti
ja fysikaalisesti stabiili td&m&n keksinnén olosuhteissa.

Tadyteaineisiin, jotka ovat edullisesti hienoja-
koisesa muodossa, voivat sisdltyd sekd epdorgaaniset ai-
neet, kuten edelld mainitut piidioksidiyhdisteet, tai esi-
merkiksi alumiiniyhdisteet, kuten alumiinioksidi tai
-hydroksidi, tai orgaaniset t&yteaineet, kuten polysakka-
ridit, mukaan luettuna aktivoidut selluloosajohdannaiset.
(Aktivoimattoman selluloosan on toisaalta havaittu olevan
tehoton yhdistelmissd PVC:n kanssa).

Tulokseksi saatu membraani voidaan aktivoida kédsit-
telemdlld se tunnetulla tavalla siten, ettd tuotetaan ke-
miallinen sitova aine sen ja entsyymin vdlille, so. tayte-
ainehiukkasten ja entsyymin vdlille. Td&md sitoutuminen voi
tapahtua kemiadsorption, kovalenttisen sidoksen tai sil-
loittamisen avulla v&lituoteaineen ja entsyymin vadlilla.
Sitoviin funktionaalisuuksiin, joita voidaan kdyttdd memb-
raaniin, sis&dltyvit mitk& tahansa vapaat aminojiinnodkset,
sekd karboksyyli-, isonitriili-, aldehydi- tai ketoniryh-
mdt, jotka sitovat S-oksinitrilaasientsyymin membraanin
tdyteaineeseen. N&istd polyeteeni-imiini (PEI), joka voi
kemiadsorboitua tdyteaineen pinnalle, on edullinen yhdis-
telméssa esimerkiksi glutaraldehydin kanssa, johon entsyy-
mi sitten sitoutuu.

Kuten US-patentissa 4 102 746 (edelld) on julkais-
tu, tamdn keksinndn menetelmdssd kédytetty membraani voi-
daan valmistaa helposti sekoittamalla sopivat mdar&t hie-
nojakoista polymeerista hartsia, hienojakoista ep&orgaa-
nista téyteéinetta, liuvotinta (esimerkiksi sykloheksano-
nia) ja ei-liuotinta (esimerkiksi vettid) matalan leikkauk-
sen olosuhteissa stabiilin, kostean, vapaasti virtaavan
jauheen muodostamiseksi. Jauheseos voidaan sitten pursot-
taa ja kalanteroida edullisesti, jotta saadaan olennaisil-
ta osin tasomainen rakenne tai levy, jolla on halutut di-
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mensiot ja joka voidaan seuraavaksi kuljettaa vesipitoisen
kylvyn kautta liuottimen uuttamiseksi pois ja sitten kuu-
mennetun kuivausuunin 1l&pi veden poistamiseksi. Tamin kek-
sinnébn mukaisesti tulokseksi saatu tuote, joka on mikro-
huokoisen, dimensionaalisesti stabiilin, puolijdykén, liu-
kenemattoman, nestettd lapdisevdn membraanin muodossa,
voidaan sitten kasitelld siten, ettd siihen kytket&an tai
sidotaan entsyymit.

Yhdessd edullisessa suoritusmuodossa alustava, ei-
kemiallisesti aktivoitu membraani voidaan valmistaa seu-
raavalla tavalla: valmistetaan huokoisen aineen levy se-
koittamalla ensin noin kolmen minuutin ajan kuivana
9,07 kg:aa Conoco™ 5385 -poly(vinyylikloridi)-hartsia,
jolla on hiukkaskoko, joka lédpdisee 180 um:n seulan (80
mesh) ja 18,14 kg:aa Hi Sil™ 233:a, saostettua, hydrattua
piidioksidia, Patterson Kelley -sekoittimessa, joka on
"matalan leikkauksen" sekoitin nesteitd ja kiinteitd ai-
neita varten. Sen jalkeen sekoittaen jatkuvasti lis&tHEn
24,8 g liuotinta (sykloheksanonia) 20 minuutin kuluessa
pumpun avulla. Sitten seokseen lisédtddn 26,8 kg vettd se-
koittimessa 20 minuutin kuluessa, jolloin muodostuu kos-
tea, stabiili, vapaasti virtaava jauhe. Sitten jauhe lis&-
td8n ruuviekstruuderiin, jonka sylinterin 1l&mpdtila on
noin 48,9 °C ja pursote kuljetetaan kalenterirullien vi-
listd, jotta saadaan olennaisilta osin tasainen levy, jon-
ka paksuus on 0,5 mm. Sitten levy Kuljetetaan veden uutto-
kylvyn 1l&pi (76,6 °C) ja sen jidlkeen sitd kuivataan kuu-
massa kuivausuunissa 107,2 °C:n ldmpdtilassa 6 minuutin
ajan. Valmiin huokoisen levyn suhteellisen laaja huokos-
kokojakautuma ulottuu noin 0,01 mikronista noin 100 mikro-
niin ja keskimddriinen huokosen halkaisija on noin 0,15 -
0,25 mikronia mé#ritettynd Mercury Intrusion -menetelmin
avulla. T&m&n aineen kokonaishuokoisuus on noin 65 % tila-
vuuden mukaan ja dispergoidun t&yteaineen pitoisuus (esi-

merkiksi piidioksidin) k&sitt&3 noin 56 % painon mukaan.
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Rutiinikokeessa esimerkiksi nestemdinen vesi imeytyy no-
peasti aineeseen ilman paineen kadyttda, osoittaen, etta
mikrohuokoset ovat olennaisilta osin yhteydess&d toisiinsa
pinnasta pintaan.

Edelld valmistettu membraani voidaan sitten muuntaa
kemiallisesti sideaineen avulla, mik&li halutaan, jotta se
sitoo lujemmin S-oksinitrilaasin, seuraavin Keinoin: ké&-
sittelemdtdntd membraania inkuboidaan 5-%:isessa (pai-
no/tilavuus) haaraketjuisen polyeteeni-imiinin (PEI) vesi-
liuoksessa, mainitun polyeteeni-imiinin molekyylipainon
ollessa 50 000, huoneenlampdtilassa yhden tunnin ajan.
Kasiteltyd alustaa huuhdotaan sitten vedelld ja 1 M
NaCl:1la adsorboitumattoman PEI:n poistamiseksi. Madritys
voidaan tehdd k3yttien trinitrobentseenisulfonihappokoet-
ta: voimakkaan oranssinvdrinen trinitrofenyyliamiinijoh-
dannainen havaitaan k&sitellyn alustaosan pinnalla osoit-
taen siten huomattavaa alifaattista aminohappofunktionaa-
lisuutta. Késitellyn alustaosan pinnalla oleva typpikuor-
mitus maaritetddn alkuaineanalyysin avulla, esimerkiksi
1,25 % typped kuivapainon mukaan verrattuna ka&sittelemdt-
tobmdn osan 0,02 %:iin typped kuivapainon mukaan. PEI:n
kemiadsorptio kdsitellyn alustaosan pinnalle on k&ayt&nnol-
lisesti katsoen palautumaton, so. sitd8 ei voida poistaa
inkuboimalla erittain suuren ionivahvuuden omaavien liuos-
ten kanssa (esimerkiksi 1 M NaCl tai 1 M K,HPO,/KH,PO,) pH-
arvon ollessa 3 - 9. Vain vahvasti happamien olosuhteiden
tapauksessa (inkuboiminen 1 M HCl:ssa 2 tunnin ajan) saat-
taisi ilmetd osittaista desorptiota, jonka m&&rd on enin-
t38n 50 % typpipitoisuudesta osoitettuna alkuaineanalyysin
avulla. K&sitellyn alustan pinta-ala tavanomaisen BET-me-
netelmd8n mukaan on 55,4 M‘/g verrattuna kontrollin 81,1
M’:iin/g. PEI:114 kadsitelty alustaosa osoittaa identtisia
virtausominaisuuksia verrattuna késittelemdttéméan alusta~
osaan riippumatta kdytetystd puskurista tai ionivahvuudes-
ta.
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Sitten entsyymi sidotaan membraaniin, joka on akti-
voitu kemiallisesti ensin PEI:11i, kuten edelld on kuvat-
tu, ja sitten sitovalla ryhm&llad, kuten glutaraldehydilli,
johon entsyymi lopulta sitoutuu. Reagoivat aineet saate-
taan sitten kosketukseen entsyymin kanssa, kun ne kulkevat
membraanin huokosten 1l&dpi. Reaktiovdliaineen virtausta
sdddetdsdn mielell&dsn tukemalla membraania tai membraanien
kerroksia kotelossa tai pidikkeessad, joka pitaméalld mem-
braanin reunoja reaktorin yksikdn muodostamiseksi tekee
ndmd reunat mainitulle virralle lé&pdisemdttOmiksi. Halut-
taessa voidaan myds tuottaa sydttd- ja poistoaukot, joista
on pddsy membraanin pinnoille, ohjaten ja pakottaen siten
reagoivat aineet reaktorin ytimen huokosten 1l8pi ja koske-~
tukseen entsyymin kanssa. Tamadntyyppisiin tyypillisiin
reaktoreihin levyjen muodossa sisdltyvdt Acti-Disk® - ja
Acti~Mod®-reaktorit (FMC Corporation, Philadelphia, PA,
USA). Erityisesti jalkimméinen levy Kkoostuu useista mem-
braanikerroksista tdydellisemmin talteenoton wvarmistami-
seksi. Siten koko kuvauksen osalta on ymmarrettdvd, etta
termin "membraani" ymmdrretiidn sisdltdvén yhden tai useam-
mat membraanien Kerrokset, jolloin tarvittava, lopullinen
paksuus voidaan md&&ritt&& helposti rutiinikokeiden avulla.
Siten seuraavissa esimerkeissd Acti-Disk®-matriisi sisélsi
missd tahansa 1 - 5 membraanikerrosta, esimerkiksi yhden
membraanin esimerkeissa 2, 3, 6 ja 7 ja 5 kerrosta esimer-
keissad 1, 4 ja 5.

Haluttu syaanihydriinireaktiotuote voidaan sitten
ottaa talteen poistamalla hydrosyaanihappo ja liuotin tis-
laamalla.

Tdatd keksintda kuvataan edelleen seuraavien esi-
merkkien avulla. Tassd kadytettynd seulan koot on osoitettu
julkaisussa ASTM Standard E11-87.
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Esimerkki 1

(S)=-(syaani) (3-fenoksifenyyli)metanolin valmistus

vetysyanidista ja 3-fenoksibentsaldehydistd di-n-

butyylieetterissi ympidrdivissd ldmpdtilassa

Vaihe A. S-oksinitrilaasientsyymin immobilisoiminen
huokoisen matriisin pinnalle

Acti-Disk®-alustamatriisi, joka sisdlsi poly(vi-
nyylikloridista) ja piidioksidista koostuvan membraanin
(MPS®-levyt, FMC Corp., Philadelphia, PA) ja oli esikési-
telty polyeteeni-imiinilld, lisdttiin tavanomaiseen pump-
pureaktoriin (pump-around reactor). Reaktori koostui nes-
teenannostelupumpusta, jonka maksimaalinen pumppauskyky
oli 10 ml/min ja joka oli yhdistetty poistokohdastaan
kirkkaalla, taipuisalla muoviputkella Acti-Disk-alustamat-
riisin sydttdaukkoon, joka oli vuorostaan yhdistetty pois-
toaukostaan 100 ml:n s&ilitdn. S#ilid oli yhdistetty put-
kella pumpun sydttédon. Acti-Disk -~alustamatriisi (Biosup-
port Materials, Chemical Products Group, FMC Corporation,
Philadelphia, PA) koostui muovisesta kotelosta, jonka hal-
kaisija oli 63,5 mm ja paksuus 6,4 mm ja jolla o0li sydttd-
aukko toisella sen tasaisista puolista ja poistoaukko vas-
takkaisella tasaisella puolella. Muovisen kotelon sis&lla
oli viisi kerrosta nestettd ldpdisevdd huokoista membraa-
nia, joka koostui hydrofobisesta, polymeerisesta poly-
(vinyylikloridi)matriisista, hienojakoisesta, hydrofiili-
sestd piidioksiditdyteaineesta, joka oli dispergoitunut
kaikkialle hartsimatriisiin, ja kaikkialle aineeseen muo-
dostuneista, kesken#d#dn yhteydessd olevien mikrohuokosten
verkostosta. B

S58i1i66n pantiin 25 ml 5-%:ista (paino/tilavuus)
glutaraldehydin vesiliuosta entsyymin N-terminaalin sil-
loittamiseksi PEI-muunnettuun Acti-Disk-matriisiin ja sita
pumppattiin nopeudella 8 ml/min Acti-Disk-alustamatriisin

18pi 60 minuutin ajan. Liuos korvattiin 50 ml:1lla vettd ja
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tdtd pumpattiin Acti-Disk-alustamatriisin l&pi 30 minuutin
ajan. Sitten vesi poistettiin sdilidsta.

Laimennettiin 100 ml:aan 0,05 M natriumasetaatti-
puskuriliuosta (pH = 5,4) 28 ml S-oksinitrilaasientsyymin
vesiliuosta, jolloin mainittu S-oksinitrilaasientsyymi oli
saatu 7-pdivdn ikédisistéd etioloiduista sorgum/Sudan-heiné-
hybridin versoista (valkuaisanalyysi: 5,4 mg valkuais-
ta/ml; entsyymiaktiivisuusanalyysi: 10,7 yksikkséd/mg val-
kuaista) ja saatu liuos lisdttiin sdilidén. Liuvosta pum-
pattiin Acti-Disk-alustamatriisin l&pi 30 minuutin ajan.
Tdman j&lkeen virtaus Acti-Disk-alustamatriisin l&pi kdan-
nettiin pumppureaktorissa (pump-around reactor) entsyymin
taydellisen ja tasaisen jakautumisen edistdmiseksi. Ent-
syymiliuoksen pumppaamista jatkettiin vield 30 minuutin
ajan. Sitten Acti-Disk-alustamatriisia pestiin 50 ml:lla
vettd 30 minuutin ajan, kuten edelld on kuvattu. T&mdn
ajan kuluttua kotelo, joka sisdlsi Acti-Disk-alustamatrii-
sin, johon S-oksinitrilaasientsyymi oli immobilisoitu,
poistettiin pumppureaktorista (pump-around reactor) ja
sitéd varastoitiin jd&dkaapissa, kunnes sitd tarvittiin.

Vaihe B. (8)-(syaani)(3-fenoksifenyyli)metanolin
valmistus vetysyanidista ja 3-fenoksibentsaldehydistid di-
n-butyylieetterissd ympirdivissid limpdtilassa

Vaiheen A Acti-Disk-alustamatriisi, joka sis&lsi
immobilisoidun entsyymin, lisdttiin tavanomaiseen pumppu-
reaktoriin (pump-~around reactor). Tédssd jarjestelmdssa
sdilidn tilavuus oli 250 ml tai enemmdn. Jdljelld oleva
vesi poistettiin Acti-Disk-alustamatriisista pumppaamalla
pientd m&3r&4a di-n-butyylieetterid keskeytymittomésti
Acti-Disk~alustamatriisin ldpi noin 30 minuutin ajan. Tyy-
pillisessd erdssd sdiliododn pantiin liuos, jossa o0li 5,1 g
(0,026 moolia) - 24,8 g (0,125 moolia) 3-fenoksibents-
aldehydid 100 ml:ssa di-n-butyylieetteri&. Tdh&n lisdttiin
ruiskun avulla 1,1 mooliekvivalenttia vetysyanidia. Liuos-

ta sekoitettiin vetysyanidin tdydellisen liukenemisen var-
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mistamiseksi. Liuoksen kierrdttéaminen Acti-Disk-alustamat-
riisin 1l&pi aloitettiin pumppausnopeuden ollessa 1 - 5
ml/min. M&adrdajoin otettiin naytteet analyysid varten,
kuten jdljempand on kuvattu. Kun reaktio oli saatu paadtok-
seen (tyypillisesti noin 24 tunnin kuluttua), reaktioseos
pumpattiin ulos reaktorista. Sitten Acti-Disk-alustamat-
riisi huuhdottiin pumppaamalla 25 ml di-n-butyylieetterid
sen l8pi. Huuhtomisen j&lkeen reaktori oli kunnossa toisen
erdn k3sittelemiseksi.

Jokaisesta reaktioseoksesta otetusta ndytteestd
tehtiin kaksi analyysii. Toisessa analyysissd mddritettiin
3-fencksibentsaldehydin muuttuminen (syaani)(3-fenoksi-
fenyyli)metanoliksi kokonaisuudessaan, kun taas toinen
analyysi toteutettiin n#din wvalmistetun tuotteen S/R-suh~
teen mddrittamiseksi.

Mainitun aldehydin muuttuminen (syaani)(3-fenoksi-
fenyyli )metanoliksi madritettiin siten, ettd 0,1 ml:n nay-
te reaktioseoksesta pantiin kaasukromatogafin automaatti-
sen ndytteenottajan lasipulloon ja laimennettiin noin 1
ml:ksi metyleenikloridilla. Tdh&n lis&ttiin noin 1 ml N,O-
bis(trimetyylisilyyli)trifluoriasetamidia. Lasipullo sul-
jettiin ja sitd ravistettiin, minkd j&lkeen sen annettiin
seistd 15 minuutin ajan. Liuoksen ndyte ruiskutettiin so-
pivasti ohjelmoituun kaasukromatografiin.

(Syaani)(3-fenoksifenyyli)metanolin S5/R-suhteen
middrittédmiseksi 0,5 ml:n ndyte reaktioseoksesta pantiin
pieneen lasipulloon. Tdhén lisdttiin kolme tippaa Mosherin
happokloridia [S-(-)-a-metoksi-a-(trifluorimetyyli)fe-~
nyylietikkahappokloridia] ja viisi tippaa pyridiinia. Tu-
lokseksi saatua reaktioseos sekoitettiin ja sitten sen
annettiin reagoida yhden tunnin ajan. T&midn jé&lkeen reak-
tioseckseen lisattiin 1 ml vettd ja 1 ml etyyliasetaattia.
Seosta ravistettiin ja etyyliasetaattikerros poistettiin

ja pantiin kaasukromatografin automaattisen naytteenotta-
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jan lasipulloon. Liuoksen ndyte ruiskutettiin sopivasti
ohjelmoituun kaasukromatografiin.
Seuraavassa esitetddn 7 erda kdsittdvan menetelmén

tulokset (S)-(syaani)(3-fenoksifenyyli)metanolin valmista-

miseksi:
Ajo Aldehy- Pump- Ajoaika Muut- S/R-suhde

di pausno- tumi-

(moo- peus nen

lia) tuot-

teeksi

1 0,026 1 ml/min 24 h 76,3 % 91,4/8,6
2 0,026 5 ml/min 23 h 91,8 & 91,4/8,6
3 0,026 5 ml/min 19 h 88,4 & 92,4/7,6
4 0,026 5 ml/min 24 h 91,2 % 93,7/6,3
5 0,125 5 ml/min 24 h 94,0 % 91,0/9,0
6 0,125 5 ml/min 24 h 90,7 % 85,7/14,3
7 0,026 5 ml/min 24 h 80,7 % 75,5/24,6

Esimerkki 2

(S)-(syaani) (3-fenoksifenyyli)metanolin valmistus

vetysyanidista ja 3-fenoksibentsaldehydistd di-n-

butyylieetterissid 6 °C:n limpédtilassa

Tamdn esimerkin (S)-(syaani)(3-fenoksifenyyli )me-
tanoli valmistettiin k3yttéden menetelmds, joka on kuvattu
esimerkissd 1. Pumppureaktori (pump-around reactor) poik-
kesi siind, ettd Acti-Disk-alustamatriisi sisdlsi wvain
vyhden nestettd l&pdisevdn mikrohuokoisen osan kerroksen,
jonka pinnalle S-oksinitrilaasientsyymi oli immobilisoitu.
Tdssd menetelmédssd kdytetty Acti-Disk-alustamatriisi upo-
tettiin vakiol&mpdtilassa olevaan kylpyyn, jota pidettiin
6 °C:ssa. Saatettiin reagoimaan yhteensd 16 erdi. Jokainen
erd koostui 1,0 g:sta (0,005 moolista) 3-~fenoksibentsalde-
hydia ja 0,4 - 0,5 ml:sta (ylima&rastd) vetysyanidia
25 ml:ssa di-n-butyylieetteri&. Pumppausnopeutta pidettiin
4 - 5 ml:ssa/min. Seuraavassa esitetdin 16 er&dsa kidsittdvin
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menetelmdn tulokset (S)-(syaani)(3-fenoksifenyyli)metano-

lin valmistamiseksi:

Ajo Ajoaika Muuttuminen S/R-suhde
tuotteeksi

23 h 70,0 % 95,0/5,0

26 h 65,8 % 93,2/6,8
10 24 h 62,8 % 94,0/6,0
11 24 h 65,7 % 93,0/7,0
12 27 h 63,9 % 93,0/7,0
13 24 h 65,9 % 93,4/6,6
14 36 h 76,9 % 93,0/7,0
15 24 h 75,0 % 93,5/6,5
16 23 h 78,2 % 95,0/5,0
17 24 h 77,1 % 96,0/4,0
18 23 h 76,4 % 95,0/5,0
19 24 h 72,7 % 94,5/5,5
20 24 h 69,2 % 93,0/7,0
21 24 h 70,2 % 90,0/10/0
22 24 h 68,2 % 87,0/13,0
23 24 h 56,1 % 81,0/19,0

Esimerkki 3

(S)-(syaani) (3-fenoksifenyyli)metanolin valmistus

vetysyanidista ja 3-fenoksibentsaldehydistd tert-

butyylimetyylieetterissid ympirdividssd lampodtilassa

Taman esimerkin (S)-(syaani)(3-fenoksifenyyli)me-
tancoli valmistettiin kdyttden esimerkissa 1 kuvattua mene-
telmdd. Pumppureaktori (pump-around reactor) poikkesi sii-
néd, ettd Acti-Disk-alustamatriisi sisdlsi vain yhden nes-
tettd ldpdisevidn mikrohuokoisen osan kerroksen, jonka pin-
nalle S-oksinitrilaasientsyymi o©li immobilisoitu. Saatet-
tiin reagoimaan yhteensid 3 erd&d. Jokainen erd koostui
1,0 g:sta (0,005 moolista) 3-fenoksibentsaldehydid& ja 0,5
ml:sta vetysyanidia (j&lkimmdistd oli ylimddrin t&ydelli-
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sen muuttumisen varmistamiseksi ja minkd tahansa haihtumi-
sesta johtuvan hé&évidn korvaamiseksi). Ensimmdisen erén
liuotin oli 50 ml di-n-butyylieetterid ja seuraavien kah-
den erdn liuotin oli kummassakin tapauksessa 50 ml tert-
butyylimetyylieetterid. Jokaisen erd@n annettiin reagoida
24 tunnin ajan. Pumppausnopeutta pidettiin 5 ml:ssa/min.
Seuraavassa esitetdd8n kolme er&& kasittdvdn menetelmén

tulokset (S)-(syaani)(3-fenoksifenyyli)metanolin valmista-

miseksi:

Ajo Liuotin Muuttuminen S/R-suhde
tuotteeksi

24 n~-Bu,0 95,0 % 93,0/7,0

25 t-BuQOMe 74,0 % 58,0/42,0

26 t-BuOMe 88,5 % 53,0/47,0

Esimerkki 4

(8)-(syaani) (3-fenoksifenyyli)metanolin valmistus

vetysyanidista ja 3-fenoksibentsaldehydistd aseto-

nitriilissd ympdrdivissd ldmpotilassa

Tamdn esimerkin (S)-(syaani)(3-fencksifenyyli)me-
tanoli valmistettiin kdyttden esimerkissd 1 kuvattua mene-
telmdd. Ainoa erd koostui 25,0 g:sta (0,126 moolista) 3~
fenoksibentsaldehydid ja 6 ml:sta (ylim#d&rastid) vety-
syanidia 100 ml:ssa asetonitriili&. Reaktiocaika oli 24
tuntia pumppausnopeuden ollessa 5 ml/min. Muuttuminen
tuotteeksi oli 88 % ja tuotteen S/R-suhde oli 52,0/48,0.

Esimerkki 5

(S)-(syaani) (3-fenoksifenyyli)metanolin valmistus

vetysyanidista ja 3-fenoksibentsaldehydistd tetra-

hydrofuraanissa ympidrdivdssid limpdtilassa

Témdn esimerkin (S)-(syaani)(3-fenoksifenyyli)me-
tanoli valmistettiin k8yttden esimerkissid 1 kuvattua mene-
telmd&. Ainoca erd koostui 5 g:sta (0,025 moolista) 3-fe-
noksibentsaldehydid ja 1,5 ml:sta (ylimdaristd) vety-
syanidia 100 ml:ssa tetrahydrofuraania. Reaktioaika oli 24
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tuntia pumppausnopeuden ollessa 5 ml/min. Muuttuminen
tuotteeksi oli 82,0 % ja tuotteen S/R-suhde oli 48,0/52,0.

Esimerkki 6

(S)~(syaani) (3-fenoksifenyyli)metanolin valmistus

3-fenoksibentsaldehydistd ympadrdivdssd limpotilassa

kiayttien vetysyanidia liuvottimena

Tadm&n esimerkin (S)-(syaani)(3-fenoksifenyyli)me-
tanoli valmistettiin kdyttéden esimerkissid 1 kuvattua mene-
telmdd. Pumppureaktori (pump-around reactor) poikkesi sii-
nd, ettd Acti-Disk-alustamatriisi sis&dlsi vain yhden nes-
tettd lapdisevdn mikrohuokoisen osan kerroksen, jonka pin-
nalle S-oksinitrilaasientsyymi o0li immobilisoitu. Ainoa
erd koostui 1,0 g:sta (0,005 moolista) 3-fenoksibentsal-
dehydiad 20 ml:ssa vetysyanidia. Reaktioaika oli 24 tuntia
pumppausnopeuden ollessa 5 ml/min. Muuttuminen tuotteeksi
oli 96,7 % ja tuotteen S/R-suhde oli 58,1/41,9. |

Esimerkki 7

(S)-(syaani) (3-fenoksifenyyli)metanolin valmistus

vetysyanidista ja 3-fenoksibentsaldehydistd di-iso~

propyylieetterissd ympdrdivassd lampOtilassa

Seuraava esimerkki osoittaa, ettd di-isopropyyli-
eetteri-liuotin, jota on kaytetty esimerkiksi US-patentis-
sa 4 859 784 (edelld), on tehoton liuottimena t&issi mene~
telméssa.

Tédm&n esimerkin (S)-(syaani)(3-fenoksifenyyli)me-
tanoli valmistettiin kayttéen esimerkissd 1 kuvattua mene-
telmdad. Pumppureaktori (pump-around reactor) poikkesi sii-
nd, ettd Acti-Disk-alustamatriisi sisdlsi vain yhden nes-
tettd lapdisevadn mikrohuokoisen osan kerroksen, jonka pin-
nalle S-oksinitrilaasientsyymi oli immobilisoitu. Saatet-
tiin reagoimaan yhteensd kaksi erdd. Kumpikin erd koostui
2,1 g:sta (0,011 moolista) 3-fenoksibentsaldehydid ja
0,6 ml:sta (ylimdardstd) vetysyanidia. Ensimmidisen eréan
liuotin oli 50 ml di-n-butyylieetteriid ja toisen eridn

liuvotin oli 50 ml di-isopropyylieetterid. Ennen kayttoa
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500 ml di-isopropyylieetterid puhdistettiin juoksuttamalla
se 2,5 cm x 28 cm:n suuruisen pylvdan 1ldpi, jossa oli
neutraalia alumiinioksidia. Puhdistettua di-isopropyyli-
eetterid varastoitiin typpi-ilmakehdn alla, kunnes se oli
valmis kaytettdviaksi. Pumppureaktoria huuhdottiin 75
ml:11la puhdistettua di-isopropyylieetterid erien v&lillA.
Jokaisen erdn annettiin reagoida 23 - 24 +tunnin ajan.
Pumppausnopeutta pidettiin 5 ml:ssa/min. Seuraavassa esi-
tetddn kaksi erdd kéasittavidn menetelmén tulokset (S)-

(syaani ) (3-fenoksifenyyli)metanolin valmistamiseksi:

Ajo Liuotin Muuttuminen S/R-suhde
tuotteeksi
27 n-Bu,0 89,5 % 94,0/6,0

28 i-Pr,0 80,0 % 66,0/34,0
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelm& optisesti aktiivisten (S)-syaanihyd-
riinien valmistamiseksi saattamalla aldehydi reagoimaan
hydrosyaanihapon kanssa saattamalla hapon ja aldehydin
sisdltdvd orgaaninen liuotin kosketukseen S-oksinitrilaa-
sientsyymin kanssa, t unne t tu siitd, ettd entsyymi
on sidottu kemiallisesti liukenemattomaan komposiittiin,
joka sis&dltdd huokoisen membraanin, jonka l&pi reagoivat
aineen kulkevat, jolloin mainittu huokoinen membraani si-
sdltda polymeerisen hartsisideaineen, jolloin hienojakoi-
set tdyteainehiukkaset ovat kauttaaltaan dispergoituneet
mainittuun sideaineeseen, ja huokoiseen membraaniin on
muodostunut olennaisilta osin toistensa kanssa yhteydessa
olevien huokosten verkosto, jolloin huokoinen membraani
lapdisee mainittuja reagoivia aineita sis8ltdvan nesteen
virran.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmid opti-
sesti aktiivisten (S)-syaanihydriinien wvalmistamiseksi
saattamalla aldehydi reagoimaan hydrosyaanihapon kanssa
saattamalla hapon ja aldehydin sis&ltdvd orgaaninen liuo-
tin kosketukseen S-oksinitrilaasientsyymin kanssa, t u n-
nettu siitd, ettd entsyymi on kemiallisesti sidottu
liukenemattomaan komposiittiin, joka sisdlt&@d huokoisen
membraanin tai membraanien kerroksia, ja jolla on ainakin
pari vastakkaista pintaa ja ennalta maddrsdtty paksuus, jon-
ka léapi reagoivat aineet kulkevat, jolloin mainittu huo-
koinen membraani sis8lt&d polymeerisen hartsisideaineen,
johon on kauttaaltaan dispergoituneina hienojakoisia téy-
teainehiukkasia ja johon on muodostunut olennaisilta osin
toistensa kanssa yhteydessid olevien huokosten verkosto,
jolloin mainitut huokoset ovat muodostuneet mainitun hart-
sisideaineen sis#&n, mainittujen tayteainehiukkasten ja
hartsisideaineen vé&lille ja vierekkdisten tdyteainehiuk-

kasten valille, jolloin dispergoituneita tayteainehiukka-
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sia on l&snd mainitussa huokoisessa membraanissa painon
mukaan vdhintddn noin 25 %, mainittujen huokosten kokoja-
kautuman vaihdellessa epdyhtendisesti kutakin mainittua
pintaa pitkin ja mainitun ennalta m&&dr&dtyn paksuuden poik-
ki 0,01 mikronista 100 mikroniin madritettynd Mercury
Intrusion -menetelmdn avulla, jolloin huokoinen membraani
lapdisee nesteen virran vdhintdédn yvhden pinnan l&pi maini-
tuista pinnoista.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettd membraani koostuu poly(vinyy-
likloridi)sideaineesta ja piidioksidi-t&yteaineesta.

4. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd membraani sisdltyy reunojaan
pitkin koteloon, joka estd3d nesteen virran'reunojen lapi.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd koteloa on muunnettu sydttd-
aukolla, josta on pddsy membraanin yhdelle pinnalle, ja
poistoaukolla, josta on pddsy membraanin vastakkaiselle
pinnalle.

6. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelms,
tunnet tu siitd, ettd membraani aktivoidaan kemial-
lisesti sideaineen avulla entsyymia wvarten,

7. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmi,
tunnet tu siitd, ettd entsyymi sidotaan kovalentti-
sesti tai silloitetaan sideaineeseen.

8. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd mebraani aktivoidaan kemial-
lisesti polyeteeni-imiinin ja glutaraldehydin avulla.

9. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelm&,
tunnettu siitd, ettd8 aldehydin liukoisuus veteen
on vdhemmén kuin noin 2,0 mg/ml.

10. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelm&,
tunnettu siitd, ettd aldehydi on 3-fenoksibents-
aldehydi.
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11. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd orgaaninen liuotin on di-n-

butyylieetteri.
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Patentkrav:

1. Fo6rfarande fOr framst&llning av optiskt aktiva
(8)-cyanchydriner genom reaktion av en aldehyd med cyan-
vdtesyra genom kontaktande av ett organiskt losningsmedel,
vilket innehaller syran och aldehyden, med enzymet
S-oxinitrilas, Kk @ nnetecknat darav, att enzymet
dr kemiskt bundet vid en 0ldslig komposit som omfattar ett
portst membran, genom vilket reaktanterna leds, varvid det
pordsa membranet omfattar ett polymeriskt, hartsartat
bindemedel med finfdérdelade fyllmedelpartiklar helt
dispergerade i bindemedlet och ett natverk av sammankopp-
lade porer, vilka utformats dédri, och det porbsa membranet
dr genomtrdngligt vid genomstrémningen av en vdtska som
innehaller reaktanterna.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, fo6r framstdll-
ning av optiskt aktiva (S)-cyanchydriner genom reaktion av
en aldehyd med cyanvdtesyra genom kontaktande av ett or-
ganiskt lé6sningsmedel, vilket innehaller syran och aldehy-
den, med enzymet S-oxinitrilas, k 4 nnetecknat
ddrav, att enzymet &r kemiskt bundet vid en olétslig kompo-
sit som omfattar ett pordst membran eller membranskikt,
vilka har atminstone ett par motsatta ytor och en i forvég
bestémd tjocklek och genom vilka reaktanterna leds, varvid
det por&sa membranet omfattar ett polymeriskt, hartsartat
bindemedel med finférdelade fyllmedelpartiklar helt dis-
pergerade i bindemedlet och ett natverk av sammankopplade
porer, vilka utformats d&ari, och porerna har bildats inom
det hartsartade bindemedlet, mellan fyllmedelpartiklarna
och det hartsartade bindemedlet och mellan ndrliggande
fyllmedelpartiklar, varvid de dispergerade fyllmedel-
partiklarna &r ndrvarande i det pordsa membranet i en
viktmdngd av atminstone ca 25 $ och storleksfdrdelningen
av porerna varierar oenhetligt o&ver wvar och en av de

ndmnda ytorna och dver den i férvig bestdmda tjockleken i
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omradet fran 0,01 till 100 mikron vid best&mning porosi-
metriskt genom kvicksilverintrusionsférfarandet, wvarvid
det pordsa membranet &r genomtrédngligt f£6r genomstrémning
av en vidtska genom atminstone en av de ndmnda ytorna.

3. Forfarande enligt patentkravet 1 eller 2,
kdnnetecknat ddrav, att membranet bestar av
ett bindemedel av poly(vinylklorid) och fyllmedel av ki-
seldioxid.

4. Forfarande enligt patentkravet 1 eller 2,
kdnnetecknat dirav, att membranet i kanterna
fasthalls i ett husg, vilket forhindrar vitskestrdmning
genom kKanterna.

5. Forfarande enligt patentkravet 4, k 8 nne -
t ec knat darav, att huset modifierats med atminstone
en ingdngséppning med tillgang till Atminstone en yta av
membranet, och med en utloppstppning med tillgdng till den
motsatta ytan av membranet.

6. Forfarande enligt patentkravet 1 eller 2,
kdnnetecknat darav, att membranet &r kemiskt
aktiverat med ett bindemedel fér enzymet.

7. Forfarande enligt patentkravet 1 eller 2,
kdnnetecknat ddrav, att enzymet &r kovalent
bundet vid eller tvarbundet med bindemedlet.

8. Forfarande enligt patentkravet 6, k a n n e -
tecknat diarav, att membranet kemiskt aktiverats med
polyetylenimin och glutaraldehyd.

9. rorfarande enligt patentkravet 1 eller 2,
k&nnetecknat darav, att lésligheten hos alde-
hyden i vatten &r légre &n ca 2 mg/ml.

10. Forfarande enligt patentkravet 1 eller 2,
kdannetecknat darav, att aldehyden &r 3-fenoxi-
bensaldehyd.

11. Foérfarande enligt patentkravet 1 eller 2,
kdnnetecknat darav, att det organiska los-

ningsmedlet &r di-n-butyleter.
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