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ENZIMES ELJARAS AMINOSAVAK ENANTIOMER
REZOLVALASARA

Kivonat

A talalmany uj enzimes eljarasra vonatkozik, amellyel aminosav
enantiomer rezolvalasa lehetséges. Pontosabban az eljaras abbél all,
hogy az aminosav racém elegyét glutarsav-anhidriddel, majd a glu-
taril 7-ACA acilaz enzimmel reagaltatjuk, igy az aminosav egyik

10 enantiomerjét kinyerjuk, mig a masik enantiomer a megfelelé glutaril-

-amid-szarmazék formajaban marad.
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A talalmany targya Uj enzimes eljaras, amelynek segitségével

5 racém elegy formajaban lIévé aminosavakat enantiomerjeikre lehet

rezolvalni.

Az aminosavakat széleskdrlien alkalmazzak kulénféle iparagak-

ban, példaul bioldégiai hatéanyagként vagy szintézis intermedierként

kilonféle vegyilletek, igy gydégyszerészeti, kémiai vagy mezdégazda-

10 sagi célra hasznalhaté vegyuletek eléallitasahoz. Hamar kiderilt,

hogy gyakran van szukség ezen aminosavak egyik vagy masik opti-

kailag aktiv enantiomerjére. Szamos eljarast kidolgoztak tehat a

kiralis aminosavak enantiomerjeinek elvalasztasara. Az enantiomerek

elvalasztasat lehetévé tevé enzimes eljarasok jelentik az egyik el6-

15 nyés lehetdéséget aszimmetrikus szintézisek szamara.

Példaul Soloshonok és munkatarsai [lasd Tetrahedron:
Assymetry, 6(7), 1601-1610 (1995)] kidolgoztak egy enzimes eljarast

B aminosavak enantiomerjeinek rezolvalasara. Az eljarast az 1. reak-

ciévazlaton mutatjuk be.

20 Analég moédon Topgi és munkatarsai [lasd Bioorg. & Med.
Chem., 7, 2221-2229 (1999)] eljarasa szerint etil-3-amino-4-pentinoat
(R) és (S) enantiomerjét lehet elvalasztani a 2. vagy 3. reakcibévaz-

laton bemutatott eljarassal. A 2. reakciévazlat kiindulasi vegyilete-

ként alkalmazott fenilacetamidot a megfelel6 amin fenilecetsavval

25 torténo acilezésével allitjuk elé.

A WO 98/50575 szamon kozzétett nemzetk6zi szabadalmi be-

jelentésben altalanos eljarast ismertetnek kiralis p aminosav eléalli-

tasara, amely abbél all, hogy az adott aminosav racem elegyét egy

acil donorral és a penicillin G acilaz (vagy amidohidrolaz) enzimmel

30 reagaltatjak olyan megfelelé korulmények kdzott, amelyek kézott a
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B aminosav racém elegyét alkoté egyik enantiomert sztereoszelektiv
modon acilaljak a megfeleld N-acil-szarmazékava, a B aminosav ma-
sik enantiomerjét pedig enantiomerben dus formaban nyerik ki. Az
eljarast a 4. reakciovazlaton szemléltetjiuk. Az emlitett "acil donor" a
(V1) altalanos képlettel abrazolhaté, a képletben Rj; jelentése fenil-,
fenoxi-, aminocsoport, kiillé6nb6zd fenilszarmazékok vagy piridilcso-
port, R4 jelentése hidroxil-, alkoxi-, alkil-, alkenil-, alkinil-, halogén-
alkil-, anil, anilalkil-csoport, cukrok vagy szteroidok.

A WO 98/50575 szamon kdzzétett nemzetkdzi szabadalmi be-
jelentésben egy masik alternativ eljarast is ismertetnek kiralis p ami-
nosav eldallitasara, amely abbél all, hogy egy amidot racém forma-
ban a penicillin G acilaz enzimmel reagaltatnak olyan kérilmények
k6zo6tt, amelyek kozott a racém formaban I1évé amid egyik enantio-
merje szelektiven dezacilezédik, a megfelelé B aminosavva alakul, az
amid masik enantiomerjét pedig enantiomer dus formaban nyerik Kki.
Az eljarast az 5. reakciévazlaton szemléltetjuk.

Az eddig ismertetett eljarasok nagy hatranya azonban, hogy
magaval az enzimes |lépéssel egyidejlileg vagy azt megel6zéen egy
intermedier amidon keresztiil megy az eljaras. Ezt az intermedier
amidot a (VII) altalanos képlettel abrazolhatjuk.

Az ilyen amid vizes kézegben oldhatatlan az aromas gylrd mi-
att, ez pedig kilénb6z6 hatranyokkal jar. Ismert példaul, hogy bizo-
nyos enzimek vizes kézegben oldhaték, és gyakran érzékenyek szer-
ves oldészerrel szemben. Ahhoz pedig, hogy az enzimes reakcié op-
timalis hozamu legyen, fontos, hogy a szubsztratum az enzimhez ké-
pest jol oldédjon, abbdél a célbél, hogy benséségesen tudjanak egy-
massal érintkezni.

Féként ezt a problémat kivanja a taldlmany megoldani. A talal-
many targya egyrészt Gj eljaras aminosav enantiomerjeinek elva-
lasztasara, amely abbdl all, hogy az aminosav racém elegyet glutar-
sav-anhidriddel, majd a glutaril 7-ACA acilaz enzimmel reagaltatjuk,
igy az aminosav egyik enantiomerjét kinyerjik, a masik enantiomer a

megfeleld glutaril-amid-szarmazék formajaban marad az elegyben.
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Ez az eljaras kulénésen elényds, mivel a glutarsav-anhidrid al-
kalmazasa lehetévé teszi, hogy a kiindulasi aminosavnak megfelel6
glutaril-amid-szarmazékon keresztil végezzik a reakciét, ahol a
glutarilcsoport biztositja a molekula vizoldhatésagat. Ennek az az
eredménye, hogy a talalmany szerinti eljarast enyhe reakcidokéralmé-
nyek kozott vizes kézegben, vagyis szerves segédoldoszer alkalma-
zasa nélkil tudjuk elvégezni.

A talalmany szerinti eljaras tovabbi elénye, hogy altalanosan
alkalmazhat6é valamennyi aminosav forma (a, B, y stb.) esetében). A
talalmany értelmében az aminosav altalanos kifejezésbe beleértjik
magat az aminosavat, (vagyis azt a vegylletet, amelynek van egy
aminocsoportja és egy -COOH) savcsoportja), valamint a megfelelé
észtereket is (vagyis az olyan vegyiileteket, amelyekben a savcso-
portot egy észtercsoport COOR helyettesit). EI6nyésen a talalmany
szerinti eljarast olyan (1) altalanos képletii aminosavakra alkalmaz-
zuk, ahol

- n értéke egész szam, 0, 1, 2, 3, 4, 5 vagy 6,

- R jelentése hidrogénatom vagy alkil-, alkenil-, alkinil-,
cikloalkil-, aril- vagy kondenzalt policiklusos szénhidrogén-csoport
vagy heterociklusos csoport, ahol valamennyi emlitett csoport adott
esetben szubsztitualva van és

- R' jelentése alkil-, alkenil-, alkinil-, cikloalkil-, aril-, kondenzalt
policiklusos szénhidrogén- vagy heterociklusos csoport vagy alkil-,
aril-, cikloalkil- vagy heterociklusos csoporttal szubsztitualt oxi-, tio-,
szulfoxid- vagy szulfonil-csoport, ahol valamennyi szubsztituens cso-
port adott esetben még szubsztitualva is van.

Amikor tehat az aminosav az (l) altalanos képletnek felel meg,
a talalmany szerinti eljarast a 6. reakciévazlaton szemleéltetjuk. A re-
akciovazlaton az elsd Iépésben a glutarsav-anhidriddel végzett reak-
ciot, a masodik Iépésben pedig a glutaril 7-ACA acilazzal veégzett re-
akciot mutatjuk be. A kapott terméket konfiguraciéja, vagyis egyreszt
az aminosav, masrészt a glutaril-amid-szarmazék konfiguraci6ja az R’

csoport jelentésétdl fugg.
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A talalmany értelmében az alkil-, alkenil- és alkinil-csoportok
altalaban 1-30 szénatomosak, lehetnek egyenes vagy elagazé lancu-
ak, bar ez nem korlatozé jellegli. Ugyanez érvényes abban az eset-
ben, amikor ezek a csoportok mas csoportok szubsztituensei. El6-
nyésen ezek a csoportok 1-20 szénatomosak, egyenes vagy elagazé
lancuak, kilénésen elényésen 1-10 szénatomosak, egyenes vagy el-
adgaz6 szénlancuak. Az alkilcsoportok kdzul példaként a kbvetkezéket
emlithetjuk: metil-, etil-, n-propil-, n-butil-, n-pentil-, n-hexil-, n-hep-
til-, n-oktil-, n-nonil-, n-decil-, n-undecil-, n-dodecil-, n-tridecil-, n-
-pentadecil-, n-hexadecil-, n-heptadecil-, n-oktadecil-, izopropil-,
izobutil-, izopentil-, izohexil-, 3-metilpentil-, neopentil-, neohexil-,
2,3,5-trimetilhexil-, szek-butil-, terc-butil-, terc-pentil-csoport. Az el6-
nyds alkilcsoportok kézul példaként a metil-, etil-, n-propil-, izopro-
pil-, n-butil-, izobutil-, szek-butil-, terc-butil-, n-pentil-, izopentil-, n-
-hexil- és izohexil-csoportot emlitjuk. Az alkenilcsoportok kézul pél-
daként a koévetkezdket emlitjik: vinil-, 1-propenil-, allil-, butenil-, 2-
-metil-1-propenil-, 2-metil-2-propenil- és 3-metil-2-butenil-csoport. Az
alkinilcsoportok kézul megemlitjuk az etinil-, az 1-propinil- és a
propargil-csoportot.

A talalmany értelmében a cikloalkil-csoportok altalaban 3-12
szénatomosak. Elénydsek az alabbiak: ciklopropil-, ciklobutil-, ciklo-
pentil-, ciklohexil-, cikloheptil-, ciklooktil-, ciklononil-, ciklodecil-,
cikloundecil- és ciklododecil-csoport. A talalmany egy masik valtozata
szerint a cikloalkilcsoportok lehetnek policiklusosak is. Ezek kozil
eldnydsek a bicikloalkil és a tricikloalkil-csoportok.

A talalmany értelmében ‘“arilcsoport"-on egyértéki aromas
szénhidrogén-csoportokat értunk. Az arilcsoportok kézul eldnydés az
adott esetben szubsztitualt fenilcsoport.

A talalmany értelmében kondenzalt policiklusos szénhidrogeén-
csoportok koézill elényésen az alabbiakat értjik: pentalin, indén, naf-
talén, azulén, heptalén, bifenilén, asindacén, sindacén, acenaftilén,
fluorén, fenalén, fenantrén, antracén, fluorantén, acefenantrilén,

aceantrilén, letrifenilén, pirén, krizén, naftacén, pleiadén, picén,
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perilén, pentafén, pentacén, tetrafenilén, hexafén, hexaceén, rubicén,
koronén, trinaftilén, heptafén, heptacén, pirantrén és ovalén.

A talalmany értelmében a "heterociklusos vegyilet kifejezés
monociklusos vagy kondenzalt policiklusos vegyiletet jelent, amely
egy vagy tébb heteroatomot tartalmaz, ahol az egyes gyurid 3-10-
tagu. A talalmany szerint a heterociklusos vegyiletek az oxigén-,
kén- és nitrogénatom kozil 1-3 heteroatomot tartalmaznak egy 3-10-
tagt gydriiben. A talalmany szerinti heterociklusos vegyuleteket el6-
nyésen az alabbiak koézul valasztjuk: tiofén, benzo[b]tiofén, naf-
to[2,3-b]tiofén, tiantrén, furan, 2H-piran, izobenzofuran, 2H-kromén,
xantén, fenoxatiin, 2H-pirrol, pirrol, imidazol, pirazol, piridin, pirazin,
pirimidin, piridazin, indolizin, izoindol, 3H-indol, indol, 1H-indazol,
purin, 4H-kinolizin, izokinolein, kinolein, ftalazin, naftiridin-1,8,
kinoxalin, kinazolin, cinnolin, pteridin, 4aH-karbazol, karbazol, B-
-karbolin, fanantridin, akridin, perimidin, fenantrolin-1,7, fenazin,
fenarzazin, izotiazol, fenotiazin, izoxazol, furazan, fenoxazin, izokro-
man, pirrolidin, A2-pirrolin, imidazolidin, A2-imidazolin, pirazolidin,
A3-pirazolin, piperidin, piperazin, indolin, izoindolin, kinuklidin és
morfolin.

A talalmany szerint, amikor a fentebb emlitett kal6nb6z6 cso-
portok szubsztitualva vannak, akkor az egy vagy tobb szubsztituenst
altalaban az alabbiak kézul valasztjuk: halogénatom, aril-, heterocik-
lusos, hidroxil-, alkoxi-, ariloxi-, tio-, alkiltio-, ariltio-, alkilszulfoxid-,
arilszulfoxid-, alkilszulfonil-, arilszulfonil-, ciano-, nitro-, szulfona-
mid-, alkilszulfonamid- és arilszulfonamid-, a csoport jelentésétdl
fuggéen. Elényosen a fent definialt kilénb6z6 csoportok egyszere-
sen, kétszeresen vagy haromszorosan vannak szubsztitualva. A ha-
logénatomot a klor-, fluor-, brém- és jodatom kézul valasztjuk. Abban
az esetben, amikor az alkilcsoportok halogénatommal vannak
szubsztitualva, akkor a halogénatom elényésen a fluoratom. A fluor
szubsztituensek szama elényésen 1, 2, 3, 4, 5, 6 vagy 7. EIonyos
példaul a trifluormetil-csoport.

A talalmany szerint az aminosavat elényésen az olyan (1) alta-
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lanos képletii vegyuletek kozil valasztjuk, ahol n értéke egész szam,
0, 1, 2 vagy 3, R jelentése hidrogénatom, alkil- vagy arilcsoport és R’
jelentése a fenti.

Kulénésen elényésen a talalmany szerint az aminosavat olyan
(1) altalanos képletli vegyuletek kézil valasztjuk, ahol n értéke egész
szam, 0, 1 vagy 2, R jelentése hidrogénatom vagy alkilcsoport és R’
jelentése adott esetben szubsztitualt aril- vagy heterociklusos cso-
port. Ez utobbi esetben az aril- és/vagy heterociklusos csoport el6-
nyésen egyszeresen, kétszeresen vagy haromszorosan van szubsz-
titualva.

A glutaril 7-ACA acilaz enzimet katalizatorként mar alkalmaztak
szamos ipari eljarasban, példaul p-laktamok, példaul N-glutaril-7-
-aminoacetoxicefalosporin-sav hidrolizisére. Az enzim szamos mikro-
organizmusbdél szarmazhat, ilyenek példaul a kévetkezbk:
Acinetobacter, Arthrobacter, Bacillus, Pseudomonas, Stenotrophonas
vagy Xanthomonas nemhez tartozék, az eléallitasukra vonatkozé elja-
rasok az enzimek terilletén jartas szakemberek szamara jol ismertek.
A glutaril 7-ACA acilaz enzim kereskedelmi forgalomban is kaphaté,
példaul az alabbi gyartok termékeként: Roche Diagnostic GmbH
(Roche Molecular Biochemicals, Standhofer Stasse 116, D-68305
Mannheim) vagy Recordati S.p.A. (Stabilimento di opera, Via Lambro
38, 1-20090 Opera (Ml)).

A glutaril 7-ACA acilaz enzimet kilonb6z6 formakban alkalmaz-
hatjuk anélkil, hogy ez befolyasolna az enzim sztereospecifikus és
sztereoszelektiv tulajdonsagait. Példaul a glutaril 7-ACA acilazt al-
kalmazhatjuk oldhaté alakban vagy immobilizalt formaban. Ez utébbi
esetben az enzim altalaban a szakember szamara ismert eljarasokkal
van immobilizalva. Példaul tartalmazhatjak az enzimet polimer gélek
vagy kapcsolédhat az enzim kovalens kotéssel, térhalésitassal, ad-
szorpcioval vagy kapszulazassal kialénb6zé szilard hordozékhoz. A
megfelelé és altalanosan alkalmazott hordozok koézil példaként a ko-
vetkezéket emlitjuk: porézus uveg, pordézus keramia, szintetikus po-

limer (példaul polisztorol, polivinilalkoholok, polietilén, poliamidok
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vagy poliakrilamidok) vagy természetes eredeti polimer (példaul cel-
luléz).

A glutaril 7-ACA acilaz enzim alkalmazasaval minden enantio-
merre magas enantiomer felesleget ("ee") érhetink el, példaul 90 %-
ot vagy ennél magasabb értéket, s6t 95 %-ot vagy ennél magasabb
értéket, elénydsen 99 %-ot vagy ennél magasabb értéket. A talal-
many értelmében "enantiomer felesleg"-en az egyik enantiomer sza-
zalékban kifejezett feleslegét értjuk a racém elegyhez viszonyitva.
Pontosabban az enantiomer felesleget az alabbiak szerint szamitjuk:

[R] - [S]
ee (%) = «100 = % (R) - % (S)
[R] - [S]

[R] és [S] jelentése az (R) és (S) enantiomer koncentracioja.

Altalaban a kiindulasi aminosav (szubsztratum) teljes mennyi-
ségéhez viszonyitva 1-100 egység (U) per mmol szubsztratum enzi-
met, elényésen 10-40 egység per mmol szubsztratum enzimet alkal-
mazunk. 1 enzim egység annak az enzim mennyiségnek felel meg,
amely percenként a szakember altal ismert standard pH és homeér-
séklet koralmények kdzott 1 pmmol N-glutaril-7-aminoacetoxicefalo-
sporin-sav hidroliziséhez sziukséges.

A talalmany szerint a reakciét adott esetben pufferolt vizes ko-
zegben végezzik. Amennyiben puffert alkalmazunk, a 10 mmdél és
nal alkalmazhato acetat pufferok, a 6,5 és 8 k6z6tti pH-nal alkalmaz-
haté foszfat pufferok és a 8 és 9 kozoétti pH-nal alkalmazhatd
pirofoszfat pufferok kézil valaszthatjuk.

A talalmany szerinti eljarast tehat olyan kézegben végezzik,
ahol a pH szabalyozott és 6 és 9 k6zotti értékre van beallitva. EIS-
nydsen a reakcidokézeg pH-ja szabalyozott és pontosan 7,5 és 8,5 ko-
z6tti értékre van beallitva, még elényésebben 8 és 8,5 k6zo6tti pH-
értékre van beallitva. A pH-t "pH-stat"tal szabalyozhatjuk sav, példaul
sosav, kénsav vagy foszforsav hozzaadasaval, és bazis, peldaul nat-

rium-hidroxid, kalium-hidroxid vagy ammoénia hozzaadasaval.
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A talalmany szerint az aminosav és a glutarsav-anhidrid reakci-
6jat 20 és 40 °C kozotti, elényésen 25 és 35 °C ko6zo6tti hémérsékle-
ten végezzilkk. A masodik 1épést, ahol a glutaril 7-ACA acilazt alkal-
mazzuk, 10 és 50 °C, elényésen 25 és 35 °C kozotti hémérsékleten
végezzuk.

Végil a reakcié idétartama osszesen 1 6ra és 100 o6ra kozott
Altalaban a reakciét annyi ideig hagyjuk végbemenni, amennyi id6
ahhoz szilkséges, hogy kielégité enantiomer feleslegben kapjuk meg
a kivant enantiomert. A kapott kiralis aminosav mennyiségét és az
enantiomer felesleget a szakember altal ismert hagyomanyos eljara-
sok alkalmazasaval ellenérizzik. Elénydsen ezt az ellenérzést HPLC
(nagy teljesitményu folyadékkromatografias eljaras) eljarassal végez-
zuk.

A talalmany szerint a fentiekben ismertetett eljarassal kapott
(R) és (S) enantiomert kdnnyen el lehet valasztani, mivel az egyik a
vizes kdzegben oldhaté amin formaban, a masik szilard amid forma-
ban van. A talalmany tovabbi targya tehat a fentiekben ismertetett
eljaras, amely tartalmazza az (R) és (S) enantiomerek elvalasztasi
lépését is.

Az (R) és (S) enantiomerek elvalasztasat kénnyen elvégezhet-
jik a szakember altal ismert hagyomanyos eljarasokkal. Az elvalasz-
tast végezhetjuk példaul sziréssel, extrahalassal, kromatografias el-
jarassal vagy kristalyositassal.

Abban az esetben, ha a masik enantiomert aminosav formaban,
nem pedig glutaril-amid-szarmazék formajaban kivanjuk izolalni, ak-
kor a talalmany szerinti eljarassal izolalt glutaril-amid enantiomert
hidrolizaljuk, igy enantiomer formaban nyerjuk ki a megfelelé amino-
savat. Meg kell jegyezni, hogy ez az eljaras elony0s, mivel a hidroli-
zissel meg6rizzik a szoébanforgé vegyulet sztereokémiajat, a hidroli-
zis soran a kiralis glutaril-amid-szarmazék nem racemizal6dik. Abban
az esetben, ha az aminosavak az (I) altalanos képleti vegyuletek ko-

26 tartoznak, ezt a tovabbi Iépést a 7. reakciovazlaton mutatjuk be.
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A hidrolizist a szakember altal ismert hagyomanyos eljarasokkal
végezzik. A hidrolizis lehet savas vagy lugos hidrolizis. Ez utébbi
esetben példaul bazis, igy natrium-hidrixid jelenlétében végezzuk a
reakciot 50 és 90 °C koézotti hémérsékleten, atmoszférikus nyomason.
Ettol eltéré, a szakember altal ismert miveleti kérilmények is alkal-
mazhaték azonban.

A talalmany hasznos, mivel segitségével a racém elegy forma-
jaban levé aminosavak elvalaszthatoék, ami lehetévé teszi, hogy az
emlitett aminosav egyik vagy masik enantiomerjét el6allitsuk, amely
enantiomerek példaul szintézis intermedierek.

Példaul a talalmany szerinti eljarassal megkaphatjuk az (S) 3-
-amino-3-fenil-propansavat, amely hasznos intermedier a (VIIl) kép-
let vegyilet eldallitasanal. A (Vi) képletl vegyulet a VLA4 receptor
antagonistaja, és mint ilyen asztma kezelésénél hasznalhaté.

A talalmanyt a kovetkezékben példakkal illusztraljuk, ezek
azonban nem hasznalhaték a talalmany oltalmi kérének korlatozasa-
ra. A példakbél a talalmany tovabbi jellemz6i és eldnyei is kitinnek.

A talalmany szerinti eljarast bemutaté reakciévazlatok roévid is-

mertetése
6. reakciovazlat: Egy (1) altalanos képletii aminosav talalmany

szerinti eljarassal térténé kezelésének abrazolasa. Az 1. Iépésben a
vegyiletet glutarsav-anhidriddel reagaltatjuk, a 2. |lépésben a glutaril
7-ACA acilaz enzimmel reagaltatjuk. Az eléallitott termékek konfigu-
raciéja, vagyis egyrészt az aminosav, masrészt a glutaril-amid-
szarmazék konfiguraciéja az R' csoport jelentésétdl fugg.

A 7. reakcidovazlaton a kiralis glutail-amid-szarmazéknak a
megfelélé') kiralis aminosavva hidrolizis Gtjan torténd atalakitasat
szemléltetjik.

1. példa

Racém elegy formajaban lévé 3-amino-3-(4'-nitrofenil)-propan-

sav rezolvalasa
a) Racém 3-amino-3-(4'-nitrofenil)-propansav acilezése

40,6 g racém 3-amino-3-(4'-nitrofenil)-propansavat feloldunk
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200 ml desztillalt viz és 55 ml trietil-amin elegyében. Kis részletek-
ben hozzaadunk 29,4 g glutarsav-anhidridet, és a reakcitelegyet 1
o6ran keresztul keverjik. A reakciéelegyet ezutan 8,2 ml 95 to6-
meg/térf.%-o0s kénsavval savanyitjuk. A kapott csapadékot leszirjuk,
3 x 15 ml desztillalt vizzel mossuk és 55 °C-on vakuumban allandé
témeg eléréséig szaritjuk. 52,84 g racém 3-(glutarilamid)-3-(4'-nitro-
fenil)-propansavat kapunk.

A kapott termék minéségét HPLC eljarassal hatarozzuk meg.

b) Enzimes dezacilezés kristalyos glutaril 7-ACA acilazzal

szuszpenziéban (100 ml-es reaktorban)

20 g el6zé lépés szerint eléallitott savat feloldunk 75 ml desz-
tillalt vizben. A szuszpenzié pH-jat 8,2-re allitjuk be 11,2 ml 30 to6-
meg/térf.%-os natrium-hidroxid hozzaadasaval. A kapott oldathoz
hozzaadunk 826 mg (626 egység) kristalyos glutaril 7-ACA acilaz
szuszpenzi6t. A reakcioelegyet 51 6ran keresztal 35 °C-on 7,9 és 8,1
kozé beallitott mért pH-nal végezzik. A reakcié végén a reakcidele-
gyet 20 °C-ra hitjuk, és a pH-t 5 N sésav hozzaadasaval 7,0 értékre
allitjuk be. Ezutan 20 ml etanolt adagolunk. A kapott (R) 3-amino-3-
-(4'-nitrofenil)-propansav csapadékot leszurjuk, 3 x 30 ml etanollal
mossuk és vakuumban 45 °C-on alland6é téomeg eléréséig szaritjuk.
5,65 g (R) 3-amino-3-(4'-nitrofenil)-propansavat kapunk, enantiomer
feleslege nagyobb, mint 99 %.

Az anyaligot 17,5 ml 5 N sésavval savanyitjuk. A képzo6dott
csapadékot leszirjik, 2 x 10 ml desztillalt vizzel mossuk. A szlrble-
pényt 45 °C-on vakuumban alland6 témeg eléréséig szaritjuk. 8,25 g
(S) 3-(glutarilamid)-3-(4'-nitrofenil)-propansavat és (R) 3-(glutaril-
amid)-3-(4'-nitrofenil)-propansavat kapunk 91:9 aranyban.

A kapott termékek minéségét HPLC eljarassal hataroztuk meg.

c) Enzimes dezacilezés immobilizalt glutaril 7-ACA acilazzal,

amelyet a Roche Diagnostic GmbH cégtdl szerziink be (100 ml-es re-

aktorban végezzik a reakci6t)
20,5 g a) lépés szerint eléallitott savat feloldunk 75 ml desztil-

lalt vizben. A szuszpenzi6é pH-jat 11,9 ml 30 témeg/térf.%-os natrium-
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hidroxid hozzaadasaval 8,2-re allitjuk be. Az oldathoz hozzaadunk
6,2 g (632,4 egység) nedves immobilizalt glutaril 7-ACA acilazt
(Roche Diagnostic GmbH). A reakcidelegyet 18 6ran keresztul 35 °C-
on keverjik, pH-jat ellenérizzuk és 7,9 .s 8,1 k6zo6tti értéken tartjuk.
A reakci6 végén a reakciodelegy pH-jat 30 témeg/térf.%-os natriumhid-
roxid hozzaadasaval 9,5-re allitjuk be, és a reakcidelegy térfogatat
200 ml-re egészitjuk ki, igy feloldjuk az eldallitott (R) 3-amino-3-(4'-
-nitrofenil)-propansavat. Az immobilizalt enzimet sz(iréssel eltavolit-
juk, az anyalug pH-jat 5 N sésav hozzaadasaval 7,0 éertékre allitjuk
be. Ezutan a reakcidoelegyhez 50 ml etanolt adunk. A csapadék for-
majaban kival6é (R) 3-amino-3-(4'-nitrofenil)-propansavat leszirjik, 10
ml etanollal mossuk és 45 °C-on vakuumban allandé témeg eléréséig
szaritjuk. 5,375 g (R) 3-amino-3-(4'-nitrofenil)-propansavat kapunk,
amelynek enantiomer feleslege 98 %.

Az anyaliugot 20 ml 5§ N soésavval savanyitjuk. A képz6dé csapa-
dékot lesziirjik, 2 x 15 ml desztillalt vizzel mossuk. A szirblepényt
45 °C-on vakuumban allandé témeg eléréséig szaritjuk. 6 g (S) 3-
-glutarilamid)-3-(4'-nitrofenil)-propansavat kapunk 94:6 aranyban.

A kapott termékek minéségét HPLC eljarassal hatarozzuk meg.

d) Enzimes dezacilezés kristalyos glutaril 7-ACA acilazzal

szuszpenzidoban (500 ml-es reaktorban)

100 g a) lépés szerint eldallitott racém 3-(glutarilamid)-3-(4'-nit-
rofenil)-propansavat feloldunk 400 ml desztillalt vizben. A szuszpen-
zi6 pH-jat 8,2-re allitjuk be 60 ml 30 tomeg/térf.%-os natrium-hidroxid
hozzaadasaval. A kapott oldathoz hozzaadunk 6,4 g (4653 egység)
kristalyos glutaril 7-ACA acilaz szuszpenziét. A reakcioelegyet 30
oran keresztil 35 °C-on keverjik, pH-jat ellenérizzok és 7,9 és 8,1
kozotti értéken tartjuk. A reakcié végén a reakcidelegyet 20 °C-ra
hiatjuk, pH-jat 25 ml 30 tomeg/térf.%-os natrium-hidroxid hozzaada-
saval 13-ra allitjuk be, igy a képzdédoétt (R) 3-amino-3-(4'-nitrofenil)-
-propansav feloldédik. Az oldhatatlan részeket lesziirjuk, az anyalug
pH-jat 27 ml 36 %-os sésav hozzaadasaval 7,0-ra allitjuk be. Ezutan

a reakciéelegyhez 100 ml etanolt adunk, a kapott (R) 3-amino-3-(4'-
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-nitrofenil)-propansav csapadékot leszirjuk, 2 x 100 ml etanollal
mossuk, majd 45 °C-on vakuumban allandé témeg eléréséig szaritjuk.
28,87 g (R) 3-amino-3-(4'-nitrofenil)-propansavat kapunk, enantiomer
feleslege 97 %.

A kapott termék minéségét HPLC eljarassal hatarozzuk meg.

2. példa

Racém elegy formajaban lévé 3-amino-3-fenil-propansav rezol-

valasa
a) Racém 3-amino-3-fenil-propansav acilezése

488 g racém 3-amino-3-fenil-propansavat feloldunk 2 | desztil-
lalt vizben, amely 236 g natrium-hidroxid pasztillat tartalmaz. Kis
részletekben 1 6ra alatt a reakcidéelegyhez keverés kdézben 20 °C-on
hozzaadunk 437,5 g glutarsav-anhidridet. 1 6ra elteltével a reakcio6-
elegyet 236 ml 95 témeg/térf.%-os kénsavval savanyitjuk és 10 °C-ra
hatjuk. A képz6dott csapadékot leszirjiuk, 3 x 600 ml desztillalt vizzel
mossuk. A kapott 1610 g nedves szirélepény 602 g racém 3-gluta-
rilamid-3-fenil-propansavat tartalmaz. A kapott termékek mindségét
HPLC eljarassal hatarozzuk meg.

b) Enzimes dezacilezés kristalyos glutaril 7-ACA acilazzal

szuszpenzidban (5 |-es reaktorban)
1575 g el6zbéek szerint eldallitott nedves szirdlepényt, amely

589 g racém 3-glutarilamid-3-fenil-propansavat tartalmaz, feloldunk
1610 m| desztillalt vizben. A szuszpenzié pH-jat 8,0-ra allitjuk be 440
ml 30 témeg/térf.%-os natrium-hidroxid hozzaadasaval. A kapott ol-
dathoz hozzaadunk 52,6 g (32 000 egység) kristalyos glutaril 7-ACA
acilaz szuszpenziot. A reakciéelegyet 41 6ran keresztul 35 °C-on ke-
verjik, pH-jat ellenérizzuk és 7,9 és 8,1 kozotti értéken tartjuk. A re-
akcié végén a reakcidelegyet 20 °C-ra hitjik, a pH-jat 25 ml 30 t6-
meg/térf.%-os natrium-hidroxid hozzaadasaval 13-ra allitjuk be, igy
feloldodik a képzddoétt (R)-3-amino-3-(4'-nitrofenil)-propansav. Az
oldhatatlan részeket leszirjik, az anyalag pH-jat 27 ml 36 %-os s6-
sav hozzaadasaval 7,0 értékre allitjuk be.

Az igy kapott (R) 3-amino-3-fenil-propansav csapadékot le-
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szlrjuk, 150 ml desztillalt vizzel mossuk és 45 °C-on vakuumban al-
landé témeg eléréséig szaritjuk. 96,9 g (R) 3-amino-3-fenil-propan-
savat kapunk 98 %-os enantiomer felesleggel.

Az anyalugot 180 mil 95 tomeg/térf.%-os kénsavval savanyitjuk.
Az igy kapott csapadékot leszirjik, 2 x 400 ml hideg desztillalt vizzel
mossuk. A sziirélepényt vakuumban 45 °C-on allandé6 témeg eléréséig
szaritjuk. 314,6 g (S) 3-(glutarilamid)-3-fenil-propansavat és (R) 3-
-(glutarilamid)-3-fenil-propansavat kapunk 90:10 aranyban.

A kapott termékek minéségét HPLC eljarassal hatarozzuk meg.

c) (S) 3-glutarilamid-3-fenil-propansav_dezacilezése lugos hid-

rolizissel

557,2 g (S) 3-glutarilamid-3-fenil-propansav és (R) 3-glutaril-
amid-3-fenil-propansav b) lépés szerint elballitott 90:10 aranyd ele-
gyét feloldjuk 3,91 | desztillalt viz és 1,65 | 30 tomeg/térf.%-os natri-
um-hidroxid elegyében. A reakci6elegyet 4 napig 70 °C-on keverjik,
majd 15 °C-ra hatjuk.

A kapott termék csapadék formaban kivalik, amikor a pH-t 3,21 |
37 tomeg/térf.%-os sésav hozzaadasaval 6,9-re allitjuk be. A csapa-
dékot lesziirjik és vakuumban 45 °C-on alland6 témeg eléréséig sza-
ritjuk. 202,4 g (S) 3-amino-3-fenil-propansavat és (R) 3-amino-3-fe-
nil-propansavat kapunk, enantiomer felesleg 98 %.

A kapott termékek minéségét HPLC eljarassal hatarozzuk meg.
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Szabadalmi igénypontok

1. Eljaras aminosav enantiomerjeinek elvalasztasara, azzal
jellemezve, hogy az aminosav racém elegyét glutarsav-
anhidriddel, majd a glutaril 7-ACA acilaz enzimmel reagaltatjuk, igy
az aminosav egyik enantiomerjét kinyerjuk, mig a masik enantiomer a
megfelel6é glutaril-amid-szarmazék formajaban marad.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az aminosav az (l) altalanos képlettel abrazolhato, ahol

- n értéke egész szam, 0, 1, 2, 3, 4, 5 vagy 6,

- R jelentése hidrogénatom vagy alkil-, alkenil-, alkinil-,
cikloalkil-, aril- vagy kondenzalt policiklusos szénhidrogén-csoport
vagy heterociklusos csoport, ahol valamennyi emlitett csoport adott
esetben szubsztitualva van és

- R' jelentése alkil-, alkenil-, alkinil-, cikloalkil-, aril-, kondenzalt
policiklusos szénhidrogén- vagy heterociklusos csoport vagy alkil-,
aril-, cikloalkil- vagy heterociklusos csoporttal szubsztitualt oxi-, tio-,
szulfoxid- vagy szulfonil-csoport, ahol valamennyi szubsztituens cso-
port adott esetben még szubsztitualva is van.

3. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az aminosavat olyan (l) altalanos képleti vegyuletek kézul va-
lasztjuk, ahol n értéke egész szam, 0, 1, 2 vagy 3, R jelentése hidro-
génatom, alkil- vagy arilcsoport és R' jelentése a 2. igénypont szerin-
ti.

4. A 2. vagy 3. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle me z-

v e, hogy az aminosavat olyan (l) altalanos képletl vegyuletek ko-
zil valasztjuk, ahol n értéke egész szam, 0, 1 vagy 2, R jelentése
hidrogénatom vagy alkilcsoport és R' jelentése adott esetben
szubsztitualt aril- vagy heterociklusos csoport.

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal je l-
leme zve, hogy a glutaril 7-ACA acilaz enzimet oldhat6 formaban
vagy immobilizalt formaban alkalmazzuk.

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal je |-
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lemezve, hogy a kiinduldsi aminosav (szubsztratum) teljes
mennyiségére vonatkoztatott felhasznalt enzim mennyiség 1 mmél
szubsztratumra vonatkoztatva 1 és 100 egység kozo6tti.

7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal je I-
lemezve, hogy areakciét pufferolt vizes k6zegben végezzik.

8. A 7. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a vizes puffer koncentracidéja 10 mmoél és 200 mmaol kozbtti, és
azt az 5 és 6,5 k6zo6tti pH-nal alkalmazhaté acetat pufferok, a 6,5 és
8 k6zo6tti pH-nal alkalmazhat6 foszfat pufferok és a 8 és 9 k6z6tti pH-
nal alkalmazhaté pirofoszfat pufferok kézil valasztjuk.

9. Az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal je l-
lemezve, hogy a pH-t ellendrizziik és 6 és 9 kozo6tti értékre al-
litjuk be.

10. Az 1-9. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal je l-
lemezve, hogy az aminosav és a glutarsav-anhidrid reakciojat
20 °C és 40 °C ko6zotti hémérsékleten végezziik.

11. Az 1-10. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy a glutaril 7-ACA acilaz enzimmel térténé ke-
zelést 10 °C és 50 °C koézotti hémérsékleten végezzik.

12. Az 1-11. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy a reakci6 idétartama 1 6ra és 100 6ra kdzott
valtozik.

13. Az 1-12. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy tartalmazza az (R) és (S) enantiomer elva-
lasztasara szolgald Iépést is.

14. A 13. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az (R) és (S) enantiomer elvalasztasat sziréssel, extrahalas-
sal, kromatografias eljarassal vagy kristalyositassal végezzik.

15. A 13. vagy 14. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
me zve, hogy az elvalasztott glutaril-amid-szarmazék enantiomert
hidrolizaljuk is, igy a megfelel6 aminosavat enantiomer formaban
nyerjik ki.

16. Eljaras egy aminosav enantiomerjei elvalasztasara, azzal
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jellemezve, hogy

a) az aminosav racém elegyét glutarsavval, majd a glutaril
7-ACA acilaz enzimmel reagaltatjuk, igy az aminosav egyik enan-
tiomerjét kinyerjuk, mig a masik enantiomer a megfelelé glutaril-
amid-szarmazék formaban marad vissza,

b) majd a kapott két enantiomert elvalasztjuk.

17. Eljaras egy aminosav enantiomerjei elvalasztasara, azzal
jellemezve, hogy

a) az aminosav racém elegyét glutarsavval, majd a glutaril 7-
ACA acilaz enzimmel reagaltatjuk, igy az aminosav egyik enantio-
merjét kinyerjiuk, mig a masik enantiomer a megfelelé glutaril-amid-
szarmazék formaban marad vissza,

b) majd a kapott két enantiomert elvalasztjuk,

c) és a glutaril-amid-szarmazék enantiomert hidrolizaljuk, igy a

megfelel6 aminosavat enantiomer formaban nyerjik ki.

Tisztelettel:
a meghatalmazott:

DANUBIA
Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.
|
Baranyi Eva
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