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A taldlmany targya eljaras a D-enantiomerben dusitott kiralis aminosavak eléalli-
tasra, amely eljarasban a megfelel6 N-karbamoil-aminosavat D-karbamoilazzal érint-
keztetjik ammonia felszabadulasa mellett, az ammoniat kétértéki fémnek foszfation-
nal, monohidrogén-foszfat-ionnal vagy dihidrogén-foszfat-ionnal képezett séjaval elta-
volitjuk. Egy kivitelben az enzimes dekarbamoilezést az elébbi foszfatsok jelenlétében
vegezzik. Egy masik kivitelben a reakcidelegyet egy kilsé hurokban, a jelenlévé szilard
anyag eltavolitasa utan hozzuk érintkezésbe az elébbi foszfatsoval. A D-enantiomerben
dusitott kiralis aminosavat ugy is eléallithatjuk, hogy a megfeleld hidantoinszarmazékot
hidantoinazzal a megfeleld N-karbamoil-aminosavva alakitjuk at, amelyet ezutan a ta-

lalmany szerint atalakitunk D- enantiomerben dusitott aminosavva.
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A talalmany targya eljaras D-enantiomerben dusitott aminosavak eléallitasara,
amely eljarasban a megfelelé N-karbamoil-aminosav enantiomerjeinek elegyét
D-karbamoilazzal érintkeztetjlik, mikézben ammaodnia szabadul fel.

A D-aminosavak a bioldgiailag aktiv készitmények, gy mint 3-laktam antibioti-
kumok, peptidhormonok és peszticidek fontos épitékévei. E "nem-természetes" amino-
savak elballitasara szokasosan olyan eljarast alkalmaznak, amely soran a megfeleld
DL-5-szubsztitualt hidantoinszarmazékot enantioszelektiv médon hidantoinazzal
hidrolizaljak, és igy a megfelelé N-karbamoil-aminosavat kapjak. Ezt az N-karbamoil-
aminosavat enzimes Gton a megfelelé D-aminosavva alakithatjak at.

Az ismert eljarasnak az a hatranya, hogy egy bizonyos reakci6idd alatti megvalo-
sitdshoz viszonylag nagy mennyiség( biokatalizator szikséges, minthogy altalanosan
ismert, hogy azt az enzimet, amely a karbamoil-aminosavak hidroliziséért felelés (a

karbamoilazt, amelyet N-karbamoil-D-aminosav-amidohidrolaznak is neveznek), erétel-



jesen gatolja az ammoénia reakciétermék. Tébb kézlemény [Olivieri et al., Biotechnology
and Bioengineering, 23, 2173-2183 (1981); Runser, Applied Microbiology and
Biotechnology, 33, 382-388 (1990); Louwrier, Enzyme and Microbial Technology, 19,
562-571 (1996)] arrél szamol be, hogy az a koncentracid, amelynél ammonia altal oko-
zott inhibicié kévetkezik be, igen alacsony ( ~ 10mM). Az ismert eljarasokra nézve ez
azt jelenti, hogy 10mM amménia koncentracié esetén a karbamoilaz a maximalis reak-
cidsebesség felenek megfeleld aktivitast mutat. Ha az ammoénia koncentracioja 20 mM,
a karbamoilaz aktivitasa a maximalis aktivitasnak csak az 1/3-a. Nyilvanvalo, hogy ipari
szempontbdl relevans kérilmények kéza6tt, amikor is nagy termékkoncentraciét, példaul
500 mM-nal nagyobb koncentraciot kivanunk elérni, a karbamoilaz altal katalizalt fo-
lyamat igen erésen gatolva lesz. Kisebb termékkoncentraciok azonban (10mM nagy-
sagrendben), amelyeknél a karbamoilaz aktivitasa csaknem a maximalis érték, gazda-
sagi szempontbdl nem vonzoéak, minthogy kis kapacitassal eredményezik a terméket.

A szakirodalom kilonféle eljarasokat ismertet, amelyeknek az a célja, hogy ala-
csony ertéken tartsak az ammoénia koncentracidjat az enzimes atalakitas soran. Az
ammonianak in situ eltavolitdsara mutat be példat Kim és Kim Enzyme and Microbial
Technology, 17, 63-67 (1995) kézleménye, amely szerint egy adszorbenst (AD300NS-t,
amely a japan Tomita Pharmaceutical Co. cég szilikat komplexe) hasznaltak fel az am-
monia eltavolitisara egy olyan eljarasban, melyben D-(p-hidroxi-fenil)-glicint éilitottak
eld hidantoinaz és karbamoilaz alkalmazasaval. Ennek az eljarasnak az a hatranya,
hogy az adszorbens draga, és ezért Gjra kell hasznositani.

Egy masik eljarasban, amelyet a J 61. 285.996-A (1986) szabadalmi bejelentés
ismertet, a keletkezett ammoéniat desztillacioval tavolitjak el. Ez az eljaras azonban csak
akkor hatékony az ammonium eltavolitasara, ha a reakciéelegy pH-ja nagy érték. flyen
nagy pH értékek esetén viszont a karbamoilaz enzim nem aktiv. Ha az ammoniat sem-

leges pH-n, tehat pH=7-7,5 értéken tavolitjak el desztillacioval, a keletkezett ammonia-



nak 60-90%-a marad vissza a reakcidelegyben még akkor is, ha a reakcidelegy térfo-
gatanak tébb mint 90%-4t eltavolitjak. igy tehat semleges pH-n nem oldhaté meg az
ammoénia hatékony eltavolitasa.

A talalmany olyan egyszer( és gazdasagilag vonzo eljarasra vonatkozik, amelyet
kisebb mennyiségii biokatalizator felhasznalasaval vagy révidebb reakci6idé alatt vé-
gezhetiink el.

A taldimany szerint ezt agy érjiik el,-hogy az ammoéniat kétértékii femnek foszfat-
ionnal, monohidrogén-foszfat-ionnal vagy dihidrogén-foszfat-ionnal alkotott sdja (a to-
vabbiakban réviden foszfatsénak nevezzik) alkalmazasaval tavolitjuk el. Ebbél a célbol
az enzimes reakciét példaul kivitelezhetjiik foszfatso jelenlétében. Meglepé médon azt
talaltuk tovabba, hogy a reakciselegy kénnyen keverheté maradt még nagy zagykon-
centracidk esetén is.

Egy masik kivitelben ugy jarunk el példaul, hogy a reakcidelegyet az oldhatatlan
reakcibkomponensek eltavolitasa utan atvezetjiik egy hurkon, igy példaul egy masodik
reaktoron vagy egy oszlopon vagy egy szlir6n, amelyben foszfatsé van jelen. A reak-
cidelegyben Iévé amménia ekkor a foszfatsohoz kotodik, igy a megfeleld ammonium-
foszfatsé keletkezik, ezutan pedig a megmarad6 folyadékot, amely még mindig tartal-
maz példaul enzimet, visszavezetjiik abba a reakciéedénybe, amelyben az enzim altal
katalizalt dekarbamoilezést végezziik.

Felismertik, hogy igy az enzim nem vagy sokkal kisebb mértékben gatlodik. Ez
még meglepdbb, minthogy ismert, hogy a kétértékdl fémek még kis koncentracioban is
(1-10 umélos koncentraciéban is) zavarhatjak a karbamoilaz katalizalta reakciokat.

Alkalmas kétértékii fémionok példaul a magnézium-, kobalt-, kalcium-, mangan-,
cirkdénium- vagy ruténiumionok. Gazdasagossagi okokbol elénydsen magnézium-

monohidrogén-foszfatot (MgHPOy,) alkalmazunk, melyet magnézium-hidrogén-




foszfatnak is neveziink. Az MgHPO, 6sszhangban van az optimalis eljarasi kérilmé-
nyekkel az eredményezett pH tekintetében, és kénnyen eldallithato olcso
nyersanyagokbdl. A foszfatsét in situ is képezhetjik.

A foszfatsot, példaul az MgHPO, -ot, egyszertien allithatjuk el Ugy, hogy fosz-
forsavat adunk a megfelelé oxidhoz vagy hidroxidhoz, példaul magnézium-oxidhoz vagy
-hidroxidhoz, és igy foszfatsot kapunk. A foszfatsot ezt kévetéen (adott esetben sziirés
€s mosas utan) a reakciéelegyhez adagoljuk.

A felhasznalandé foszfats6 mennyisége elényésen 0,5-3 foszfatsé ekvivalens,
kilénésen 0,8-1,2 ekvivalens a reakci6 soran keletkezett ammaonia mennyiségére vo-
natkoztatva.

A talalmany szerinti eljarasban felhasznalhaté enzimek példaul a hidantoinaz-
karbamoilaz eljarasban szokasosan alkalmazott enzimek, példaul azok, amelyek erede-
te a kovetkez6: Pseudomonas, kilénésen Pseudomonas fluorescens, putida vagy
desmolytica, Achromobacter, Corynebacterium, Bacillus, killénésen Bacillus breris vagy
Bacillus stearothermophilus, Brevibacterium, Microbacterium, Artrobacter,
Agrobacterium, kiilonésen Agrobacterium tumefaciens vagy radiobacter, Acrobacter,
Klebsiella, Saracina, Protaminobacter, Streptomyces, Actinomyces, Candida,
Rhodotorula, Pichia vagy Paecilomyces. |

- Az enzimes reakciét pH=5 és pH=9 k6zétti értéken végezhetjiik el, elénydsen
olyan pH-n, amely 6 és 8 kdz6tti érték. Az a hémérséklet, amelyen az enzimes reakciot
végezzik, elénydsen 0°C és 50°C kézétt, killbnésen 20°C és 40°C kozétt van.

Ha az enzimes reakci6 végbement, a reakéiéelegyet kulénféle médon dolgozhat-
juk fel.

A termék kinyerésének alkalmas modja példaul egy olyan eljaras, amelyben a
reakcioelegyet pH=0 és pH=3 koz6tti értékig, elénydsen pH=0,5 és pH=1,5 értékig

megsavanyitjuk, majd a biomasszat eltavolitiuk. Ha ezutan a pH-t példaul 3 és 5 kézétti



ertékre, elénydésen pH=3,5 és pH=4,5 k6z6tti értékre emeljik, a D-aminosavat elva-
laszthatjuk példaul sz(iréssel vagy centrifugalassal. Ha a pH-t 5 és 11 kozotti értékre,
eldnyésen pH=7 és pH=10 kozotti értékre emeljuk, a foszfatsobol keletkezett megfeleld
ammonium-foszfatsét valaszthatjuk el példaul centrifugalassal vagy sziiréssel.

A reakcidelegy feldolgozasanak egy masik alkalmas maédja abban all, hogy a
pH-t 9 és 11 értékek kbzé, elénydsen 9,5 és 10,5 értékek kdzé emeljilk, és ezutan a
foszfatsdbol keletkezett megfelel6 ammonium-foszfats6t sziiréssel eltavolitiuk. Az igy
kapott anyaligboél ezutan példaul mikrosziiréssel vagy ultrasziiréssel tavolitjuk el a
biomasszat. Az anyallgot példaul 3 és 6 kozotti értékig elényésen 4,5 és 5,5 kozotti pH
értékig megsavanyitjuk, majd a szilard D-aminosavat példaul sziiréssel elkilonitjiik.

A keletkezett ammdnium-foszfatsét ezutan ismert modon, egyszeriien alakithat-
juk at a foszfatsova ugy, hogy az amménium-foszfatsét szarazon hevitjilk, és ekézben
ammonia szabadul fel. Egy masik eljaras szerint az amménium-foszfatsé iszapot (za-
gyot) pH > 8,5 értéken, kiiléndsen 9 és 11 kozotti pH értéken hevitjik, és ekézben am-
monia szabadul fel. Egy tovabbi eljaras szerint a magnézium-amménium-foszfatsot as-
vanyi savval, példaul kénsavval mossuk gy, hogy a pH-t 4,5 és 6,5, elénydsen pH=5,5
és pH=6 kozétti értéken tartjuk. Ennek megfeleléen az asvanyi sav ammoniumsojat
kapjuk és magnézium-hidrogén-foszfatot nyerhetiink ki.

Az 1984-ben benyuijtott US-A-4,460,555 és az 1985-ben benydijtott US-A-
4,650,857 szamu amerikai egyestilt allamokbeli szabadalmi bejelentések specifikus
magnézium-hidrogén-foszfat részecskéket ismertetnek, amelyek alkalmasak amménia
eltavolitasara. Ezek a szabadalmi bejelentések kilénésen kitérnek arra, hogy e ré-
szecskéket olyan enzimes dializis rendszerekben alkalmaznak, amely rendszerek kar-
bamidnak ureazzal val6 eltavolitasara szolgalnak, és e részecskék a karbamidbol fel-
szabadul6 amméniat fogjak be. A felszabadul6 amménia &sszmennyisége azonban

ezekben az esetekben viszonylag csekély. E bejelentések 6ta azonban még sohasem
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javasoltak ilyen részecskék felhasznalasat hidantoinaz/karbamoilaz katalizalta eljara-
sokban azzal a ceéllal, hogy megelézzék az enzim inhibiciéjat.

A talalmany szerinti eljaras kulondsen alkalmas enantiometikusan dasitott ami-
nosavaknak az ugynevezett hidantoin Gton valé el6allitasaban vald felhasznalasara;
amely eljaras soran D-enantiomerben dusitott N-karbamoil-aminosavat allitunk el6 a
megfelelé hidantoinbol hidantoinazt adott esetben racemazzal kombinaciéban alkal-
mazva, majd D-karbamoilazzal dekarbamoilezést végziink, ahol a dekarbamoilezés a
telies folyamat reakciosebességét meghatarozo Iépés. Felismertiik, hogy foszfatsok
és/vagy amménium-foszfatsok jelenlétének nincs inhibeald vagy denaturalé hatasa a
hidantoinazra, karbamoilazra és/vagy racemazra.

Az ismert eljarasokban ezeket az atalakitasokat tobbnyire 7 és 8 kozotti pH érté-
keken végzik, minthogy nagyobb pH értékek esetén gyakorlatilag telies enzimgatlas lép
fel az NH; jelenléte miatt. Ha a reakciokat koriilbeliill semleges pH-n végezziik, akkor az
a hatrany jelentkezik, hogy szinte valamennyi aminosav és kiiléndsen az alifas amino-
savak el6allitasa soran fellép a visszamaradé hidantoin enantiomer lassu
racemizacidja.

Felismertik, hogy ha a reakciokat a talalmany szerinti nagyobb pH-n, példaul 7,0
és 9,0 kozétti, elénydsen 7,5 és 8,5 kdzotti pH-értékeken végezziik, szinte egyaltalan
nem lép fel enzimgatlas, ugyanakkor bekoévetkezik a nem kivant enantiomer
racemizacidja. Ennek kdvetkeztében olyan hozamot érhetiink el, ami sokkal nagyobb
mint az 50%, ami az eiméletileg lehetséges maximum racemizacié nélkl.

A talalmany szerinti eljarast olyan rezolvalasi folyamatokban is felhasznalhatjuk,
amelyekben DL-N-karbamoil-aminosavat alakitunk at a D-enantiomerben dusitott meg-
felel6 aminosavva és az enantiomerben dusitott nem konvertalt L-N-karbamoil-
aminosavva olyan mikroorganizmus alkalmazasaval, amely D-szelektiv, hidantoint

hidrolizal6 és N-karbamoil-aminosavat hidrolizal6é enzimet tartalmaz. Minthogy a reakci-




6t emelt pH-n (példaul 7,5 és 9 kozétti pH értéken) végezhetjiik, kisebb lesz az L-N-
karbamoil-aminosav veszteség, ugyanis emelt pH értéken nem megy végbe a

hidantoinaz katalizalta reakcio.

|. Példa

34 g DL-(p-hidroxi-fenil)-glicin-hidantoint és 34 g MgHPO,: 3H,0-t adagolunk
200 ml vizbe. A reakcidelegy pH-jat 7,2 értékre allitjuk be 5 n NaOH adagolasaval,
majd a reakci6t 34 ml Agrobacterium radiobacter sejtszuszpenzié hozzaadasaval meg-
inditjuk. A reakciét nitrogénatmoszféraban, 40°C-on végezziik. A reakciéelegy pH-jat 5n
NaOH-oldat hozzaadasaval allando 7,2 értéken tartjuk. HPLC analizissel meghataroz-

tuk, hogy 99%-nal nagyobb konverziot értiink el mar 10 6ras hidrolizis utan.

1. Osszehasonlité példa

Az 1. példaban leirt reakciokériiiményekkel 6sszehasonlithatd feltételek mellett
hidrolizalunk 34 g DL-(p-hidroxi-fenil)-glicih-hidantoint, azonban ugy, hogy a reakci6-
elegyhez nem adunk foszfatsot. A reakciét 34 ml azonos Agrobacterium radiobacter
sejtszuszpenzibval inditjuk be. A reakciét nitrogénatmoszféraban, 40°C-on végezzik. A
reakcioelegy pH-jat konstans 7,2 értéken tartjuk 1,3 moélos H3PQ,-val végzett automata
titralassal. Szabalyos id6k6zénként HPLC analizissel ellenérizziik a reakcio elérehala-
dasat. Koérulbell 10 6ras hidrolizis utan kértilbelll 57%-o0s konverziét regisztraltunk. A

konverzié mértéke 30 6ra utan meghaladta a 99%-ot.

ll. Példa
DL-(p-hidroxi-fenil)-glicin-hidantoin hidrolizisét ugy végezziik el, hogy e vegyiilet
122 g-jat122 g MgHPO4-3H,0-val egyiitt 575 ml vizbe adagoljuk. Ennek az elegynek a

pH-jat 7,2 értékre allitjuk be 5n NaOH adagolasaval, ezutan nitrogéngazt vezetink at




rajta 1 6ran at. Az enzimes atalakitast 8 ml Agrobacterium radiobacter sejtszuszpenzié
adagolasaval inditjuk meg. A reakcidelegy pH-jat allandé 7,2 értéken tartjuk 25 t6-
meg%-os NaOH-oldat adagolasaval. Osszesen 19 g NaOH fogyast regisztraltunk. 95

oras hidrolizis utan 99,3%-os konverziét hataroztunk meg.

2. Osszehasonlitod kisérlet

A Il. példaban leirt kisérleti kéralményekhez hasonléan eljarva 122 g (p-hidroxi-
fenil)-glicin-hidantoint adunk 575 ml vizhez 40°C-on. A pH-t 7,2 értékre allitjuk be 5n
NaOH-oldat adagolasaval, majd 1 6ran keresztiil vezetiink at nitrogéngazt az oldaton. A
reakciot agy inditjuk el, hogy Agrobacterium radiobacter azonos sejtszuszpenzidjanak
30 ml-ét adjuk az oldathoz. A pH-t 33 témeg %-os H3PQ, adagolasaval 7,2 értéken tart-
juk. 95 dras hidrolizis utan 98,7 %-os konverziét hataroztunk meg. A 97,5 éras hidrolizis

utan meért konverzié volt 99,3%-os.

ill. Példa

40°C-on 176 g DL-(p-hidroxi-fenil)-glicin-hidantoint és 176 g MgHPO4-3H,0-t
adagolunk 510 ml vizhez. A reakcidelegyet 1 6ran at tarté nitrogéngaz bevezetéssel
tesszik inertté. Az enzime atalakitast 15 ml Agrobacterium radiobacter sejtszuszpenzié
adagolasaval inditjuk meg. A reakciéelegy pH-jat allandé 7,2 értéken tartjuk 5n
NaOH-oldattal végzett automatikus titralassal. HPLC analizissel azt allapithattuk meg,

hogy 120 6ras hidrolizis utan 99,8 %-os volt a konverzio.

3. Osszehasonlité kisérlet

40°C-on 176 g DL-(p-hidroxi-fenil)-glicin-hidantoint adunk 557 ml vizhez, és az
elegy pH-jat 7,2 értékre allitiuk be 5n NaOH oldat adagolasaval. Ezt a reakcidelegyet

ugy tesszik inertté, hogy 1 6ran keresztiil vezetiink at nitrogéngazt rajta. Az elébbivel
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azonos Agrobacterium radiobacter sejtszuszpenzié 56 ml-ét adjuk az elegyhez. A reak-
cidelegy pH-jat agy tartjuk allandé pH=7,2 értéken, hogy 33 témeg %-os
H3POg-oldattal automatikus titralast végziink. HPLC analizissel megallapithattuk, hogy

a konverzio 146,5 6ra utan 96,5%-os, 180 6ra utan pedig 99,8%-os volt.

IV. Példa

A . példaban leirt médon nyert reakcioelegyet pH=1 értékre megsavanyitjuk
korulbell 130 g (98 témeg%-os) H,SO4 hozzaadasaval, ezutan a sejtmaradékot
mikrosziiréssel eltavolitjuk. A visszamaradt anyagot 100 g vizzel diasz(irjik (diafilter).
Az 6sszegyiijtott vizes fazisokat részlegesen beparoljuk ugy, hogy a térfogata kérilbeliil
600 ml legyen. Kéralbelil 63 g (50 tomeg%-os) NaOH-oldatot adunk az igy kapott ma-
radékhoz, amig az elegy pH-ja eléri a 3,5 értéket, majd a keletkezett D-(p-hidroxi-fenil)-
glicint elvalasztjuk, és néhanyszor mossuk. Az e Iépésben kapott szliredékhez koriilbe-
Itl 53 g (50 témeg%-os) NaOH-oldatot adunk, amig a pH értékét 8,5-re allitjuk be, ez-
utan elvalaszthatjuk a keletkezett MgNH,PO4-ot.

A MgNH4PO,-ot kétszer mossuk 50-50 ml vizzel, majd vizben szuszpendaljuk.
Ezutan a viz és ammaénia elegyet csékkentett nyomason leparoljuk.

Vegul 101,7 g D-(p-hidroxi-fenil)-glicint és 118 g MgHPO,4-3H,0-t kapunk.

V. Példa

A ll. példaban leirt modon nyert reakciéelegy pH-jat pH=10 értékre allitjuk be
korulbelll 70 g (50 témeg %-os) NaOH-oldat adagolasaval. A reakcidelegyet lesziirjiik,
majd a maradékot kétszer mossuk 100-100 ml vizzel. Aze Iépésben kapott szliredéket
mikrosz(ré berendezésen engedijik at, hogy eltavolitsunk minden sejtmaradékot. A
visszamaradt anyagot néhanyszor mossuk. A permeatumot ezutan megsavanyitjuk

ugy, hogy pH=3,5 érték eléréseéig kériilbeliil 40 g H,SO, -ot adunk hozza, ezutan a D-
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(p-hidroxi-fenil)-glicin kikristalyosodik. A kristalyos anyagot elvalasztjuk, mossuk és sza-

ritjuk, igy 102 g D-(p-hidroxi-fenil)-glicint kapunk.

VI. Példa

A DL-(p-hidroxi-fenil)-glicin-hidantoinnak D-(-)-(p-hidroxi-fenil)-glicinné térténé
konverziéjat kiilobozé pH-értékeken végezzilk.

34 g (177 mmol) DL-(p-hidroxi-fenil)-glicin-hidantoint és 34 g MgHPO,4-3H,0-t
adunk 200 ml vizhez. A reakcioelegy pH-jat 5n NaOH-oldattal a kivant értékre allitjuk
be, majd a reakciét 3,0 ml Agrobacterium radiobacter sejtszuszpenzié hozzaadasaval
inditjuk meg. A reakciét nitrogénatmoszféraban, 40°C-on végezzik. A reakcidelegy pH-
jat agy tartjuk a kivant értéken, hogy 5n NaOH-old attal automatikus titralast végzink. A
kisérletek eredményét az 1. tablazatban foglaljuk &ssze. Ez a tablazat azt a reakcioidét

tinteti fel, amely ahhoz sziikséges, hogy 99%-nal nagyobb konverzi6t érjlink el.

1. Tablazat

Kilénb6z6 pH értékeken mért konverzids idé a VI. példa szerinti kisérletben

pH A 99%-nal nagyobb konverzibhoz sziikséges reakcioidé (6ra)
7,2 80
7.4 68
7,6 75
7,7 72
7.8 88
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VIl. Példa

40°C-on 30 g DL-N-karbamoil-(p-hidroxi-fenil)-glicint és 34 g MgHPO4-3H,0-t
adunk 200 ml vizhez. A reakcidelegy pH-jat pH=8,0 értékre allitjuk be kériilbelil 15 g
42%-0s KOH-oldattal. Ezutan - nitrogénatmoszféraban - 13 ml Agrobacterium
radiobacter sejtszuszpenziét adunk az elegyhez. A reakcidelegy pH-jat allandé pH=8,0
értéken tartjuk. A reakciodelegy 6sszetételét HPLC analizissel kovetjik. 27 6ra reakcio-
id6 utan 4,3 témeg% D-(p-hidroxi-fenil)-glicin és 5,4 témeg% L-N-karbamoil-(p-hidroxi-

fenil)-glicin koncentraciokat mériink. A reakciéelegy dsszetétele ezutan allandé marad.

VIlI. Példa

15 g DL-valin-hidantoint és 20 g MgHPO,-3H,0-t adunk 200 ml vizhez. A pH-t
pH= 8,0 értékre allitjuk be 5n NaOH-oldat adagolasaval, majd a reakciot 15 mi
Agrobacterium radiobacter sejtszuszpenzié hozzaadasaval inditjuk meg. A reakciot
40°C-on nitrogénatmoszféraban végezzik. A reakcidelegy pH-jat allandé pH=8 értéken
tartjuk 5n NaOH adagolasaval. 16 éras hidrolizis utan 52 g/l D-valin koncentraciot mé-
rink, ami 99%-n€1l nagyobb koverziénak felel meg a DL-valin-hidantoinra vonatkoztat-

va.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras D-enantiomerben dusitott kirdlis aminosavak el$allitasara, amely elja-
rasban a megfelelé N-karbamoil-aminosav enantiomerjeinek elegyét érintkeztetjiik D-
karbamoilazzal, amménia felszabadulasa mellett, azzal jellemezve, hogy az amméniat
kétertekl fémnek foszfationnal, monohidrogén-foszfat-ionnal vagy dihidrogén-foszfat-
ionnal alkotott s6ja alkalmazasaval eltavolitjuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy az enzimes
dekarbamoilezést kétértékii fémnek foszfationnal, monohidrogén-foszfat-ionnal vagy
dihidrogén-foszfat-ionnal alkotott s6ja jelenlétében végezziik.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a reakciéelegyet egy
kulsé hurokban érintkeztetjuk a kétértéki fémnek foszfationnal, monohidrogén-foszfat-
ionnal vagy dihidrogén-foszfationnal alkotott sojaval, a jelenlévé szilard anyag elvalasz-
tasa utan.

4. Eljaras a D-enantiomerben dusitott kiralis aminosavak eléallitasara, amely
eljarasban a megfelelt hidantoinszarmazékot enzimes uton, hidantoinaz alkalmazasa-
val alakitjuk at a megfelelé N-karbamoil-aminosavva, amelyet ezutan atalakitunk a D-
enantiomerben dusitott aminosavva, azzal jellemezve, hogy az 1-3. igénypontok barme-
lyike szerinti eljarast alkalmazzuk.

5. A 4. igénypont szerinti eljaras, amelyben mindkét Iépést olyan reakcidedény-
ben végezziik, amelyben mind hidantoinaz, mint D-karbamoilaz jelen van.

6. A 4. vagy 5. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a reakciéelegy
pH-ja 7,0 és 9,0 érték kodzott van.

7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a két-
értekd fémnek foszfationnal alkotott s6jaként magnézium-monohidrogén-foszfatot

hasznalunk.
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8. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a ka-
pott reakcidelegy pH-jat a reakciot kbvetden pH=9,5 és pH=10,5 kdz6tti értékre emel-
juk, elvalasztjuk a képz6détt szilard ammonium-foszfatsot, majd az anyalug pH-jat
pH=3,5 és pH=45 kozotti értékre csokkentjiik és elvalasztjuk a szilard D-aminosavat.

9. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a ka-
pott reakcidelegy pH-jat a reakciét kovetéen pH=0,5 és pH=1,5 kozotti értékre csok-
kentjlk, elvalasztjuk a biomasszat, majd pH-t pH=3,5 és pH=4,5 kozotti értékre emel-
juk, és a szilard D-aminosavat elvalasztjuk.

10. A 9. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az eljarasban kapott
anyalug pH-jat ezutan pH=7 és pH=10 értékek kdzé emeljiik, &és a keletkezett szilard
ammoénium-foszfatsot elvalasztjuk.

11. Eljaras magnézium-monohidrogén-foszfat visszanyerésére, azzal jellemezve,
hogy amménium-foszfatot asvanyi savval érintkeztetiink pH=4,5 és pH=6,5 érték ko-
z6tt, majd a magnézium-monohidrogén-foszfatot elvalasztiuk az ammoéniatél és az as-
vanyi savtol.

12. A 11. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a pH-t pH=5,5 és
pH=6 kdzotti értéken tartjuk.

13. A 11. vagy 12. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy asvanyi sav-

ként kénsavat alkalmazunk.

) A meghatalmazott
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