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1. BEVEZETES

1.1 A Talampanel jelentosége és eloallitasa

A sztereoszelektiv reakciokkal eldallitott termékek, illetve szintézis koztitermékek mind nagyobb
szamban fordulnak elé a mai gydgyszerszintézisekben. A ndvekvd szami, konnyen hozzaférhetd
enzimek — tobbek kozott a biokatalizalt reakcidk enyhe koriilményei miatt —egyre jobban hattérbe

szoritjak a kémiai katalizatorokat.

A Talampanel az epilepszia kezelésére szolgald, hatékony ¢és mellékhatasoktol mentes leenddbeli
gyogyszerkészitmény, ami jelen pillanatban a masodik klinikai vizsgéalatok lezarasanal tart.
Szokésos jeldlései: GYKI-53773, LY-300164, molekulatomege: 337,3820. A mértékado
gyogyszeripari figyeld, az Ensemble (Prous Science) a bevezetés évére félmilliard USD feletti
forgalmat prognosztizal. A Talampanelt Intézetiinkben (az akkori Gyogyszerkutato Intézet) talaltak
fel, majd jelenlegi tulajdonosunk (IVAX Co., Miami, Florida, USA) az Eli Lilly gyégyszeripari
vallalattal kzosen dontott a gyogyszer vilagpiacon torténd bevezetése mellett.

A hatdanyag jotékony hatasat nem kizardlag az epilepszidban szenveddk fogjak élvezni. Széles
korben alkalmazhaté gorcsoldd, pl. elektrosokk, vagy nikotin-taladagolds okozta roham
megsziinését is elosegiti. Egereken viszgaltdk a Talampanel oxotremorin, illetve harmalin altal
keltett remegés csillapitd hatasat is.

A GYKI-53773 jeli molekula vazizom gorcsok oldasaban jatszott szerepe is bizonyitott. Egy
modellkisérletben megallapitottak, hogy az agyi ischaemidt szenvedd patkdnyok agysejtjeinek
tulélését 47%-kal noveli meg a Talampanel, igy akar egy ambulancias mentéorvos allando tartozéka
is lehet a Talampanel. A kiilonb6z6 koponyasériilések esetében ez a megnovelt talélési 1d6 rengeteg
agysériilést szenvedett ember életét mentheti meg. Patkdnyokon eldidézett autoimmun agylagyulas

szimptomait pedig 78%-kal csokkentette a megfeleld dozis adagolasa mellett.

Az ipari 1éptékii szintézisut kifejlesztése Intézetiink feladata lett. A hétlépéses szintézis elso 1épése a
prokiralis (3,4-metiléndioxifenil)aceton sztereoszelektiv redukcidja, amelynek soran a célmolekula
kiralis centruma keletkezik. Ez a 1épés a szintézis kulcslépése, aminek kémiai szintézise extrém
koriilményeket és kornyezetre artalmas katalizator alkalmazésat kovetelné meg. A keletkezett (S)-
alkoholt 4-nitro-benzaldehiddel kell kondenzalni, majd lugos korilmények kozott dimetil-
formamidban oxidalni, amit egy acetil-hidrazinos kezelés kovet. A hidroxil csoport ciklizalasa
natrium-hidroxid segitségével, erésen lugos kémhatasu kdzegben torténik. A szintézis utolsd lépése

a nitro csoport redukcidja.



Tekintve a hatoanyag jelenét, és reményt keltd jovojét, rendkiviil fontossa valt a szintézis lizemi
léptéki kidolgozasa, kiilonds tekintettel a szintézis elsé 1épésére, ahol a Talampanel kiralis
centruma alakul ki. A gazdasagos szintézishez el6szor a biokatalizator koltséghatékony eldallitasat
kellett megoldanunk. Biokatalizatorként a kordbban laboratoriumi koriilmények kozott erre a célra
kivalasztott Zygosaccharomyces rouxii-t valasztottuk. Ez a wvalddi ¢élesztd koradbban mas
sztereoszelektiv redukcioban még nem, sot 1éptékndvelt, lizemi korilmények kozott pedig
informacioink szerint soha nem keriilt alkalmazasra. S6t, gyantat alkalmazo reakcidelegyet sem
alkalmaztak még a biotranszformadcis iparban.

Az optikailag aktiv propanol eldallitasanak masik lehetséges modja a kémiailag egyszeriien
eléallithatd racemat alkohol sztereospecifikus acilezése lipazzal. Ennek a mddszernek egyértelmii
hatranya, hogy megndveli a szintézis Iépéseinek szamat, valamint extrém koriilményeket is

tartalmaz, igy kevésbé kornyezetbarat a modszer.

A Talampanel lehetséges utédmolekuldinak eldallitasa érdekében, valamint a Zygosaccharomyces
rouxii alkohol dehidrogenaz (ADH) aktivitdsanak jellemzése céljabol egy sor aril metil keton
sztereoszelektiv redukciojat végeztik el. A Candida famata diploid valtozata, a Debaryomyces
hansenii és a Z. rouxi élesztdé alkohol dehidrogenaz enzimrendszerének szubsztratspecificitasat

hasonlitottuk Gssze.

1.2 Kitiizott célok

Korabbi tapasztalatok alapjan ADH enzimaktivitdsa miatt mar kivalasztott éleszté szdmomra is
megfelelének bizonyult, ezért célnak tliztem ki a mikroorganizmus vizsgalatat, valamint a (3,4-
metiléndioxifenil)aceton lizemi 1éptéki bioredukcidjan keresztiil az
(5)-1-(3,4-metiléndioxifenil)propan-2-ol {lizemi 1éptékli eldallitasahoz sziikséges vizsgalatok

elvégzését. Célkitlizéseimet az alabbi pontokban foglalom dssze:

I. A biokatalizator, optimalizalt eléallitasa

1. A Z rouxii fenntartdsanak, és enzimstabilitdsanak vizsgalata.

2. A megfeleld taptalajok kifejlesztése; a vilagon barhol beszerezhetd, allati eredetii
komponenseket nem tartalmazoé (egészségiigyi eldéirdsok miatt, 1d. BSE) inokulum és
sejttermeld taptalajok fejlesztése gazdasagossagi szempontok figyelembevételével.

3. Az inokulum és a sejttermeld fermentacié koriilményeinek optimalésa.

4. A sejtmassza tarolhatésaganak vizsgalata.



II. A bioredukcio fejlesztése
1. A hémérséklet, pH, levegdztetés hatdsa a biokonverziora.
2. A legmegfeleldbb keverési modszer kidolgozasa, a gyanta mechanikai behatasokkal
szembeni védelme.
3. A koszubsztrat mindségének és mennyiségének hatasa a sztereoszelektivitasra, valamint a
hozamra.

4. A bioredukcio reprodukalhatosdganak novelése.

III. A Talampanel utédmolekuldinak szintézise is napirendre keriilt, ezért egy olyan
mikroorganizmust kellett keresnem, melynek szubsztrat toleranciaja nagyobb, mint a Z. rouxii-¢.
fgy keriilt bevezetésre a Debaryomyces hansenii. Ossze kellett hasonlitanom a Z. rouxii és a
D. hansenii ADH enzimrendszerét egy sor aril metil ketonon. A biokatalizator tarolhatésdganak
kézenfekvo lehetdsége a szaritas, ezért a liofilizalt, majd regeneralt sejtmasszak aktivitasat is meg
kellett vizsgalnom.

1. A kivalasztott aril ketonok redukcioja, az eredmények értékelése és 6sszehasonlitasa.

2. A kiilonboz6 fagyasztasi modok hatékonysaganak vizsgalata.

3. A friss és a liofilizalt sejtmassza enzimaktivitdsainak 0sszevetése, értékelése.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A biokatalizis fejlédése és szerepe napjainkban

Mara a koznyelvben is oly altalanosan elterjedt katalizis szot meglepden régen, 1836-ban keltette
életre Jons Jakob Berzelius, svéd kémikus, aki szamos biokatalizalt folyamatot jegyzett fel , igaz 6
még nem foglalkozott a reakcidk hajtomotorjaval [Laidler 1997]. Ugyanebben az évben Berzelius
kortarsa, Schwann a gyomornedvekbdl nyert hust emésztd aktiv szubsztancidt pepszinnek
keresztelte el (1. tdblazat) [Perham 1976]. Csak 40 évvel késObb vezették be az enzim elnevezést a
természetben lejatszodod kémiai reakcidk katalizatoraira [Kiithne 1876]. A biokatalizis ekkor kezdte
meg gyors fejlodését, négy évvel késObb mar ipari koriilmények kozott fermentaltak optikailag
tiszta tejsavat [Sheldon 1993]. Zemplén Géza 1914-ben jelentette meg az elsé kb. 150 oldalas
magyar nyelvli 0sszefoglalojat az enzimek kémiai alkalmazasarol [Zemplén 1914]. A kovetkezo
mérfoldkovet jelentd felismerés 1923-bol szdrmazik: L-szorbozt sikeriilt eléallitani Acetobacter
suboxydans segitségével D-szorbitolbol [Kluyver 1924], ami késObb az aszkorbinsav szintézis
kulcslépésévé valt [Reichstein 1934]. Az 6tvenes években megindult a szteroidok ipari 1éptéki
atalakitdsa: a progeszteron régiospecifikus hidroxilezését Rhizopus arrhius torzzsel végezték el
[Peterson 1952]. Az Otvenes évektdl egy nagyon intenziv fejlédésen ment keresztil a
biotranszformacios ipar, valamennyi komoly gyogyszeripari résztvevo kialakitotta biotechnologiai
részlegét, fermentacios lizemeket épitettek. Magyarorszagon, 1950-ben hat allami gyogyszervallalat
kozos vallalataként alapitott Gyogyszerkutaté Intézetben kezdddtek meg a mikrobiologiai

atalakitasok fejlesztését célzo kutatasok.

1. tablazat Mérfoldkovek az enzimkatalizis alkalmazasaban [Liese 2000, Gutfreund 1976]

1836: (Schwann) Hus in vitro emésztése pepszinnel
1876: (Kiihne) Az "enzim" név és fogalom
1890: (Takamine Co.) Takadisztaz - az elsd iparilag alkalmazott enzimkészitmény
1897: (Hill) Az enzimmiikddés reverzibilis (hidroldzok)
1906: (Pottevin) Metil oleat szintézise gyakorlatilag szerves kézegben (MeOH + ojalsav)
1913: (Michaelis, Menten) Az enzimkatalizis kinetikai alapjai
1926: (Sumer) Uredz: az elsd kristalyos fehérje. Az enzim<>fehérje kapcsolat felismerése
1950-es évek (Watson, Crick és tobben) A DNS, RNS szerkezete, a genetikai kod
1967: (Phillips) Lizozim - Rontgen krisztallografia: az elsd fehérje harmadlagos szerkezete
1969: (Gutte, Merrifield) A Ribonukleaz A enzim kémiai totalszintézise 11'931 miiveletben
1969: (Tanabe Co) Az elsd iparilag alkalmazott régzitett enzim (Aminoacildz<>L-metionin)
1983: (Ensley) Az elsd iparilag alkalmazott rekombindns mikroorganizmus
(Pseudomonas putida gének — Esherichia coli — indig6 eldallitas)
1986: (Klibanov) Az enzimek tobbsége miikkddoképes "vizmentes" szerves kozegben
1992: (Milton, Petsko) HIV-1 proteaz (99 aminosav) enantiomer formajanak szintézise
D-aminosavakbol (az enzimek szterecoszelektivitdsanak forrasa kiralitasuk)
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Napjainkra mar szdmos enzim és egész-sejtes rendszer elérte a “reagens” allapotot, a szintetikus
kémikusok ugy kezelik azokat, mint barmely mas modern szintetikus eszkozt, 1étjogosultsaguk
megkérddjelezhetetlen. Az elmult iddszakban nagyszamu konyv és attekinté cikk jelent meg az
ipari, vagy legaldbbis Iéptékndvelt technologidk bemutatasanak céljabol [Faber 2004, Zaks 2001,
Liese et al. 2000, Bornsheuer et al. 2000, Peters et al. 1998, Liese 1999, Patel 2000, Poppe és
Novak 1992]. Az elmult negyven évben az iparilag is megvaldsult biotranszformaciok szama 2002-

re elérte a 134-et. Az 1. abra jol szemlélteti a ndvekedés felgyorsult titemét [Straathof et al. 2002].

140
120
100
80
60
40
20

1960 1970 1980 1990 2002

1. abra Az iparilag megval6sult biotranszformacids technologidk kumulativ szama

A hozzéaférhetd adatokat als6 hatarként kell kezelni, mert természetesen eldfordulhat, hogy a
gyartok egy része szintézisutjaikat nem publikdljak, eredményeiket semmilyen formdban nem
hozzak nyilvanossagra. Cheetham ¢és tarsai szerint a ndvekedés iliteme varhatéoan fennmarad
[Cheetham et al. 2000]. Amennyiben az ipari termelésbe bevont biotranszformacios eljarasok ipari
szektoronkénti megoszlasat vizsgaljuk, igy megallapithato, hogy a legtobb enzimkatalizalt reakcio
a gyogyszeripar teriiletérél szarmazik (2. abra). A gyodgyszeripar 50% feletti részesedésének
magyarazata abban rejlik, hogy a sztercoszelektivitds jelentésége itt a legnagyobb, a
biotranszformacios eljarasok ezen a teriileten birnak a legtobb gazdasagossagi elénnyel [Rasor és

Voss 2001].
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polimerek

kozmetikumok

élelmiszer

gyogyszerek takarmany

mezbgazdasag

egyéb

2. 4bra Az iparilag megvalosult biotranszformacids technologidk szektoronkénti megoszlasa

A mar klasszikus B-laktam antibiotikumok, a szteroidok, a zsirsav és szénhidrat szarmazékok,
valamint az aminosavak enzimes atalakitasain talmenden mara a szekunder alkoholok
sztereospecifikus eldallitasa is jelentdssé valt (3. dbra). A kiralis szekunder alkoholok jelentdsége
folyamatosan ndvekszik, hiszen mind tobb 1) hatdanyag szintézisének kulcsintermedierjei [Bodai
2003, Homann 2004, Chartain 2000]. A szteroidok mikrobilogiai atalakitdsanak elmélyiilt
vizsgalataban ¢és ipari léptékli technologidk fejlesztésében a Gyodgyszerkutaté Intézet

munkatéarsainak vildgviszonylatban is kiemelkedd szerepe volt [Ambrus 2001].

egyéb nem
kiralis
szénhidratok

egyeéb kiralis

zsirsav

szarmazékok nukleotidok

szteroidok
sec-alkoholok

peptidek / -

laktamok aminosavak

3. abra Az iparilag megvalosult biotranszformaciok molekulatipusonkénti megoszlasa

A legtobb fejlesztés a hidrolaz enzimcsoport biokatalizatorait alkalmazza. Mindossze 15%-os az
oxidoreduktaz enzimek aranya, amennyiben az egész sejtes reakcidkat nem szamitjuk ide. Az
alacsony oxidoreduktdz enzimfelhasznalds oka a nélkiilozhetetlen kofaktor folyamatos
regeneralasaval, vagy poétlasaval jard problémakban keresendd. Ezt altaldban egy ,,dupla
enzimrendszerrel” oldjak meg, a kofaktor visszaredukaldsahoz sziikséges enzimet is a
reakcioelegyhez adagoljak. A megvalosult technologidk esetében (134) mar joval alacsonyabb a
hidrolazok aranya, de az még itt is 40% felett van (4. abra). Lathatd, hogy az egész sejtes oxidaciok
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¢és redukciok szerepe jelentds. Ilyenkor az enzim izolaldsdnak koltség- és iddigényével nem kell
kalkulalnunk, viszont megfelelé fermentacios kapacitasokkal kell rendelkezni a biokatalizator

eloallitasahoz.

oxidoreduktazok

transzferazok

oxidativ sejtek

reduktiv sejtek

hidrolazok izomerazok

liazok

4. abra Az iparilag megvaldsult biotranszformaciok enzimtipusonkénti megoszlasa

A megvalosult biotranszformacids technoldgiak tovabbi érdekes felosztidsa a reaktortipus szerinti
(5. éabra). Batchnek hivjuk az olyan technoldgidkat, amelyeket egy kitiintetett nulla idépontban
inditunk, és a kivant atalakitdsok elérésekor a teljes fermentacids, vagy enzimes reakcioelegyet
leengedjiik, majd abbol nyerjiik ki a terméket. A fed-batch technoldgidk esetében a reaktorhoz a
nulla idépontot kovetden is adagolhatunk kiilonb6zé komponenseket. Az immobilizalt enzimek,
illetve sejtek mellett tovabbi elonyoket varunk a folytonos/félfolytonos rendszerek ipari

alkalmazasatol (5. abra)

ismeretlen

batch

folytonos,
kevertetett

dugés dramoltatas-  fed-batch

5. &bra Az ipari biotranszformaciok reaktortipusonkénti megoszlasa
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2.2 Mikrobiologiai fejlesztések a Gyogyszerkutato Intézetben

A L. vilaghdborut kovetdé id6szakban a hazai antibiotikum gyartds fejlesztése intézetiink
nemzetstratégiai feladata volt. Az 50-ev évek soran a streptomycin, az oxytetracycline, a neomycin
¢s a nystatine ipari termelését vezették be az intézet kutatéi magyarorszdgi gyogyszeripari
véllalatoknal. Az 1970 ¢és 1995 kozotti idészakban fejlesztett antibiotikum termelést célzd

fermentacios eljarasokat a 2. tablazat foglalja ossze.

2. tablazat A Gyogyszerkutato Intézet ipari [éptékii antibiotikum eldallitasat célzo fermentacios
technologiai

Széles antibakterialis hatasu aminogliikozid tipusu antibiotikumok
e gentamicin C komplex
e sisomicin
e tobramycin
e kanamycin B
e apramycin
Antibakterialis antibiotikum (kiilsoleg)
e mupirocin
Tumorellenes antibiotikum
e daunomycin
Finomvegyszerként forgalmazott antibiotikumok
e actinomycin D
e mithramycin
e oligomycin

e thiostrepton

A szteroid atalakitasok kutatdsdnak meginditasa Wix Gyorgy nevéhez flizédik (Wix és Albrecht,
1961). Az els6 ipari szteroid atalakitds Magyarorszdgon 1959-ben sziiletett meg. Fusarium
caucasicum-mal 1,4-androsztadién-3,17-dion allitottak eld progeszteronbol. A 6. abran a
norethisterone mikrobioldgiai hidroxilezési munkait kdvethetjiik nyomon. Ezek koziil az 1-a-
hidroxi szarmazék bizonyult hasznos szarmazéknak. S6t, Wix és Albrecht uttorémunkat végeztek a

rogzitett sejtekkel torténd biotranszformaciokban is (1959).
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6. abra A norethisterone mikrobioldgiai hidroxilezése

Az 1970-ev évekre az aminogliikozid antibiotikumok vizsgalata hozott jelentds eredményt. A
gentamicin C komplex, a sisomicin és a tobramycin eldallitdsara kidolgozott kisérleti tizemi 1éptéki
technologidkat a Chinoin és Biogal gyogyszergyarakban lizemesitették. Ezen fejlesztések soran 1j
kromatografids modszereket és mikrobiologiai mddszereket fejlesztettek ki tdmogatva az intézet

kutatdsi programjait (Bérdy et al. 1977).

Az 1980-as években az antibiotikum screening programot kiterjesztették baktérium torzsekre is a
talajbaktériumok mellett. A kiterjesztett program keretén beliill egy mupirocin termeld torzsre
akadtak. A mupirocin terdpias bevezetését a Beecham gyogyszergyar végezte el, mig a gyartast a

Biogal gy6gyszergyarban kezdték meg.
Az antitumor antibiotikumok izolalasa soran egy antraciklin tipusu antibiotikumokat termeld torzset

talaltak, melyet Streptomyces coerulescens-ként soroltak be. A torzs f6 terméke, a daunomycin, egy

rakellenes gyogyszer (7. abra), a doxorubicin szintézisének koztiterméke.
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7. abra A daunomycin szerkezeti képe

Tovébbi fermentaciods technologidk kidolgozasa is sikeres volt ebben az idészakban: az actinomycin

D, a mithramycin, az oligomycin ¢és a thiostrepton ipari termelése a Reanalnal valosult meg.

A rendkiviil hatékony immunszuppreszans, a mikofenolsav mikrobioldgiai eldallitdsara szintén

ipari 1éptékii fermentécios technologiat fejlesztettek ki.

2.3 Néhany biotranszformacios alapfogalom

Eddigi tapasztalataim azt mutatjak, hogy a konverzié és a hozam fogalmat tudomanyos cikkekben
[Peng et al., 1997], kongresszusokon is helyteleniil hasznaljak, ezért sziikségesnek érzem kettd, a

biotranszformacios gyakorlatban hasznalt fogalom ismertetését [Liese 2000].

2.3.1 Konverzio
A konverzi6 az atalakitatlan (visszamaradt szubsztrat) €s a kezdeti szubsztrat aranyarodl tajékoztat,

szdmszeriien az alabbi képlet segitségével kapjuk meg:

X = ngo—N, )
Ry
ahol X; a szubsztratra szamolt konverzid, az n,9 a szubsztrat molban kifejezett mennyisége a reakciod
kezdetekor, az n, pedig a reakcid végén mért szubsztrat moélban kifejezett mennyisége. Teljes a
konverzio, ha a reakcidelegyben kiinduldsi anyag nem marad, vagyis n; 0-hoz kozelit. Tehat a

konverzi6 a képzodott termék mennyiségérdl nem tajékoztat!
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2.3.2 Hozam
A reakci6 hozama a kivant termék és az atalakitando szubsztrat aranyarol tajékoztat.
n, =Ny U

7717 = X b
ng, v,

ahol 7, a termékre vetitett hozam, n,y a termék, ny a szubsztrat molban kifejezett mennyisége a
reakci6 kezdetén, n, pedig a reakci6 soran keletkezett termék molban kifejezett mennyisége. A v, és

v, értékek hanyadosa a szubsztrat és a termék sztdchiometrikus ardnyaval korrigalja az egyenletet.

2.4 Az enzimek jellemzése

Az enzimek olyan fehérjék, amelyek a rajuk jellemzd szerkezetiikbdl addddan bizonyos
reakcidtipusokat katalizalni képesek. Az enzimek poliamid lanca abban a térszerkezetben 1étezik,
amelyik szamara a legalacsonyabb szabad energia (AG) értéket biztositja. Els6 ranézésre egy enzim
leginkébb egy fonallabdara emlékeztet. A fehérje kiils6 oldalan a természetes, vizes kornyezetbdl
adododan olyan polaros, hidrofil funkcids csoportok talalhatdéak, mint a karboxil-, hidroxil-, amino-,
amido- és tiolcsoportok. Igy az enzimek kiilsd feliiletén szerkezeti viz talalhatd, amely még a
liofilizalas soran is megmarad, megdrizve annak térbeli szerkezetét, és ezzel aktivitasat is. Ez a
szerkezeti viz a fagyasztva széritott enzimkészitmények 5-10% m/m%-at teszi ki [Cooke 1974] A
peptidlanc harmadlagos szerkezetének kialakitdsdban szamos viszonylag gyenge erdsségli kémiai
kotés vesz részt (van der Waals-, m-, vagy ionos kotések (sohidak) a toltéssel rendelkezd csoportok
kozott). Az enzimfehérjékben a poliamid lancon tul kovalens kotés csupan az S-S diszulfid
hidakban van jelen. A gyenge kotések viszonylag konnyli megbonthatésaga miatt az enzimek
érzékeny, konnyen aktivitasukat vesztd katalizatorok. Nemcsak a hdmérséklet, de a kedvezoétlen pH

vagy sOkoncentréacio is konnyen denaturdlja azokat [Ahern 1985].

2.4.1 Az enzimmikodés

Az elsé enzimmechanizmust megérteni probald elmélet, a ,kulcs-zar” elmélet (,,Jock-and-key”)
még 1894-bol valo. Ez a megkozelités a szubsztratra egyszert kulcsként tekintett, amelyik ha
pontosan illik a zarba, az ajté kinyilik, vagyis a reakcidé végbemegy [Fischer 1984]. Hamarosan
megddlt ez a koncepcid, mivel bizonyitotta valt, hogy a zarba (enzim) kisebb, nagyobb kulcsok is
illenek, vagyis egy adott enzimmel az atalakitds kiilonbozé szubsztratokon is végbemegy. A

2

hatvanas ¢évek derekdn sziiletett meg a szofisztikaltabb, un. ,,indukélt kapcsoldsa” modell
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(,,induced-fit mechanism”)[Koshland 1968]. Ez a modell azon alapszik, hogy a szubsztrattol
modell vezette be a kesztyii-kéz hasonlatot, amely évtizedekkel késobb a sztereokémia kedvenc
hasonlata is lett. Tipikus ,,indukalt kapcsolasi” enzimek a lipdzok. Egy-egy képviseldjiik
meglepden sokféle, a természetes szubsztratjuktol, a trigliceridektdl szerkezetileg tavoli szubsztratot

képes atalakitani. Ennek a miikodési modellnek a 1ényegét a 8. abra mutatja be.

8. abra az ,,indukaltan kapcsolt” miikodési modell sematikus rajza. A baloldalon nem indukalja a

szubsztrat az enzim reaktiv részét, mig a jobb oldalon a szubsztrat indukalja az enzim kotodését.

Nem egészen két évtizeddel ezeldtt latott napvilagot egy érdekes elmélet, az un. ,,deszolvacios
teoria” (desolvation theory) [Dewar 1986], amelyik mar magyarazatot adott arra is, hogy miként
lehetséges az, hogy a nagyobb szubsztrdtokon gyorsabban megy végbe az atalakitas, mint a
kisebbeken. A gondolat 1ényege a korabban emlitett szerkezeti, kiilsé vizmembran viselkedésében
keresendd. Amikor a szubsztrat belép az enzim aktiv részébe, akkor az ott 1év0 Osszes vizmolekulat
lecser¢li. Ekkor, egy kvazi géz fazisu reakcid jatszodhat le, amely reakcidoban a résztvevd felek
mellett mas zavar6 olddszer nincs jelen. Végeredményben a szerkezeti vizmolekulak akadalyozzak
a szubsztratot, hogy az az enzim aktiv részéhez kapcsolodjon, ezéltal lassitjdk a reakcid sebességét.
Ez a modell magyarazatot adott arra is, miért alakulnak &t gyakran gyorsabban a nagyobb méretii
szubsztratok: a kisebb méretli szubsztrat molekuldk lassabban szabaditjak fel az enzim aktiv részén
1évé vizmolekuldkat. Par évvel késobb egy fontos kiegészitést nyert a teoria, ami ,,szolvatacio-
szubsztitucid” (solvation-substitution) néven valt ismertt¢ [Warshel et al. 1989]. Energetikai
szempontbol a vizmolekuldk deszolvacidja eldnytelen lenne, vagyis azt feltételezték, hogy
Onmagatol az enzim a szubsztrat ,kedvéért” vizmolekuldit nem adja le, hanem a szubsztrat a
vizmolekuldkat mas polaros csoportokra cseréli le, és a reakcid az eredetitdl eltéré polaros

kornyezetben zajlik le.
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2.4.2 A biokatalizatorok elényei a kémiai katalizatorokkal szemben

Szelektivitas: kiemelkedd enantio-, régid- és kemoszelektivitast érhetiink el enzimkatalizalt
reakciokkal. Magas ee értéket érhetiink el biokatalizator segitségével alifas ketonok, mint pl.
etil propil keton redukciodja soran, mig kémiai katalizatorral csak a szubsztituensek nagyobb
kiilonbsége mellett tudunk enantioszelektiv reakciot vezetni [Nakamura et al. 2003].
Hatékonyak: a kémiai katalizatorok a szubsztratra vonatkoztatva 0,1-1 modl%-ban, mig az
enzimek minddssze 107-10™* m61%-ban sziikségesek a reakcié lefutasdhoz.
Kornyezetvédelem: mivel az enzimek fehérjék, igy teljesen lebomlanak, ellentétben a
szintetikus katalizatorok esetében gyakran eldfordulé nehézfémekkel. Emiatt az enzimeket
z01d katalizatorokként is emlegetik.

Enyhe reakciokoriilmények: Az enzimek kozel semleges tartomdnyban, szobahdmérséklet
kornyékén a legaktivabbak. Ilyen koriilmények kozott rdaddsul a nem kivéanatos
mellékreakciok, mint izomerizacid, racemizacid és a molekulan belili kiilonféle
atrendezddések nem zajlanak le.

Tobb lépés egy idében: az enzimek hasonld koriilmények kozott aktivak, igy ugyanabban a
reakcioelegyben akar tobb biokatalizatort is beletehetiink, igy egyszerre tobb szintézislépést
is elindithatunk. Ez akkor lehet kiilondsen hasznos, ha az enzimmukodést az elsO
reakciotermék gatolja [Eliel et al. 2001].

Kedvezo kozeg megvalasztas: az enzimek kiszakithatoak természetes koriilményeik koziil,
a biokatalizatorok egy széles skalaja szerves oldoszeres kozegben is képes miikodni.

Széles spektrumban hasznalhatéak: az enzimek egy jelentds része a reakciot tobb

iranyban is képes katalizalni.

2.4.3 A biokatalizatorok hatranyai

1.

Egyetlen enantiomer forma: mivel az enzimfehérjék csak L-aminosavakbol allnak, és nem
all modunkban D-aminosavakbdl az enzimet felépiteni, igy altalaban a mdsik enantiomer
termék eldallitasdhoz egy masik biokatalizatort hasznalunk fel.

Sziik optimalis reakciékoriilmények: szamos esetben pontosan kell tartani a reakcio
hémérsékletét, mert par °C-os eltérés mar a reakcid drasztikus lassuldsdhoz vezethet.
Természetesen az ipar szamara kevésbé ,.kényes” enzimekre van sziikség. Evtizedek ota
hasznalnak termofil, extermofil enzimeket (példaul termostabil amildzok), de mar jégben

aktiv enzimekrdl is beszamoltak. [Strauss et al. 1999].
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3. Legnagyobb aktivitas vizes kozegben: az enzimek nagy része bar kifejti hatasat szerves
oldoszeres kozegben is, ott gyakran rosszabb hozammal, vagy sztereoszelektivitassal, jo
kivételként emlithetjiik a lipazok alkalmazasat szerves olddszerekben.

4. Kofaktorhoz kotott miikodés: szamos enzim, mint a karbonil reduktazok csak a megfeleld
allapotban 1év6é — oxidéacional oxidalt, redukcional redukalt— kofaktor jelenlétében fejtik ki
katalitikus hatasukat [Kometani et al. 1993].

5. Szubsztrat/termék gatlas: az enzimmiikodést gyakran mar az iparilag gazdasagos szint
alatt gatolja a szubsztrat és/vagy a termék [Clark et al. 1994]. A szubsztratgatlas a kisebb
probléma, folyamatos adagolassal elkertilhetjiik a limitalé koncentraciot. A termék esetében
a folyamatos terméklevalasztds altaldban bonyolultabb technologiat igényel, specialis
membranok és gyantak alkalmazasa oldhatja meg a problémat.

6. Allergén hatas: az enzimek allergén hatast valthatnak ki a bdrfeliileten. Ezt akar az

alkalmazott enzim kapszuldlasaval, vagy akar keszty(i hasznalataval védhet;jiik ki.

2.4.4 Az enzimek harom szelektivitasa

1. Kemoszelektivitas: csak a szamunkra sziikséges tipusu reakcidé megy végbe.

2. Régidszelektivitas: az enzimek komplex térbeli szerkezetiik folytan kiilonbséget tudnak
tovabba tenni az atalakitand6 molekula kiillonb6z6 helyén 1évo azonos funkcids csoportok
kozott is.

3. Sztereoszelektivitas: az enzimek L-aminosavakbodl felépiilé fehérjék, vagyis kiralis
katalizatorok. Ezért megfeleld screen segitségével altaldban megtaldlhatjuk az adott
feladathoz leginkabb sziikséges enzimet, amelyik a kivant szterecomert (eutomer) nagy
szazalékban éllitja eld. Erdemes megjegyezniink, hogy a biokatalizatorok ezen

tulajdonsagarol Fischer mar 1898-ban beszamolt [Douzou et al. 1977].

2.5 Egész-sejtes rendszerek, vagy izolalt enzimek

A cimben megjelolt két lehetdség kozott szamtalan lehetéség kindlkozik: a sejteket
biokatalizatorként novesztés utdn kozvetleniil, vagy esetleg liofilizalds kozbeiktatasaval, vagy egy
hosszabb pihentetési szakasz utan is felhasznalhatjuk. A sejtfal emésztésétol kezdve kiilonbozod
szintli tisztitdsokon keresztiil az izoldlt enzimfehérje szaritmanyig szamos Ilehetdség koziil

valaszthatjuk ki a feladatra legalkalmasabb biokatalizatort (9. abra).
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Mikroorganizmusok,
egész-sejtes Enzimek
rendszerek

El§ egész-sejtes

Homogén enzim
rendszerek g

\ >4

Részl
Holt sejtek ¢szlegesen

tisztitott enzim

\ 4

Feltart sejt, nyers enzimkészitmény

9. dbra Biokatalizatorok [Poppe 2004]

Minden esetben valaszthatjuk tovabba, hogy immobilizalt, vagy szabad formaban kivanjuk-e

enzimkészitménylinket, vagy sejtjeinket felhasznalni. Dontésiinkben a kovetkezd faktorok

jatszhatnak szerepet:

meglévo eszkdzok, beruhdzasi lehetdségek

varhat6 sarzsméret (laboratdriumitol a tobb ezer literes fermentorokig)
enzim érzékenysége (hémérséklet, pH, szarithatosag stb.)

kofaktor van/nincs, kell-e regeneralni

optikai tisztasadg fontossaga

termék értéke.

Az izolalt enzimrendszerek és az egész sejtes biokatalizisek elényeit és hatranyait a 3. tablazat

foglalja 0ssze. A prokiralis ketonok sztereoszelektiv redukcidjat nyugvo, egész sejtes rendszerrel

végeztik el, amit részletesen a 3.5 pont alatt ismertetek.
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3. tablazat Az izolalt enzimek és az egész sejtes rendszerek 6sszehasonlitasa (Faber 2004)

Biokatalizator Felhasznalasi mod

Elény

Hatrany

Egyszerii eszk6z0k, egyszert
feldolgozas, jobb termelékenység

a jobb tolerancia miatt.

Kofaktor regeneralas nincs,
vagy folyamatos potlassal, vagy
pl. FDH segitségével.

Az izolalassal jard

tobbletraforditas.

Izolalt enzim .
Vizes kozegben

Magasabb enzimaktivitas.

Lehetséges melléktermékek,
lipofil szubsztratok nem
hozzaférhet6ek, feldolgozas

extrakciot igényel.

Szerves olddszerben

Lipofil szubsztrattal is, egyszerii
termék kinyerés, enzim
ujrahasznositas egyszeribb,

emelt szubsztrat koncentracio.

CsoOkkent aktivitas.

Immobilizalt

Enzim ujrahasznositéas

folyamatos.

CsoOkkend aktivitas.

In vivo kofaktor regeneralés.

Koltséges eszkozigény, nagy
térfogatok, alacsony
termelékenység, szerves
olddszerrel szembeni alacsony
tolerancia, melléktermék

képzddés.

Egész sejtes rendszerek

Friss sejttomeg

Nagy aktivitas.

Nagy biomassza tomeg,
melléktermék képzodés,
nehézkes a katalizis kézben

tartasa.

Nyugvo sejttdmeg

Egyszertibb feldolgozas,

kevesebb melléktermék.

Alacsonyabb aktivitas.

Immobilizalt sejtek

Ujrahasznositas lehetséges.

Alacsonyabb aktivitas.
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2.6 Kiralitas

2.6.1 A kiralitas fogalmanak bevezetése

A kiralitdas megértését segitd legkézenfekvobb példa a jobb és a bal kéz, melyek egymas tiikkorképei,
de egymassal fedésbe nem hozhatéak. Ez a két sztereoizomer, vagy enantiomer szerkezetileg
teljesen megegyezik, vagyis ugyanolyan €s ugyanannyi atombol éllnak, sét ezek kotéseinek
sorrendje is megegyezik; vagyis megegyezik a konformacidjuk, igy a molekuldk fizikai-kémiai
tulajdonsagaik is egyformak, mint az olvadaspont, szin stb., sét kémiai tulajdonsdgaik is majdnem
megegyeznek, kivétel a kirdlis reakciok (pl. reakcid kiralis katalizatorral), és a polarizalt fény
torése. Masképpen fogalmazva; az enantiomerek akirdlis kornyezetben teljesen egyforman
viselkednek. Az enantiomer parok egyediil térszerkezetiikben kiilonboznek egymastol. A
sztereoizomer parokat a latinbdl vett jobb rectus (R), és bal sinister (S) kezdObettiivel, vagy ,,+” és
»=, jelekkel jeloljik. A molekuldk eldtti betliket éppen a latin eredetre vald utalds miatt dolt
karakterekkel irjuk. A polarizalt fényt az optikailag tiszta egyik enantiomer jobb iranyba forgatja,
mig a masik enantiomer -ugyanolyan mértékben- balra forgatja. Az olyan keveréket, melyben az R
keverékek optikailag inaktivak, vagyis a polarizalt fényt nem forgatjak el. Szokasos jeldlésiik: rac-,
vagy .

Gyakran ad okot félreértésre a latinbdl vett jobb (R) és bal (S) elnevezés, amely ugyanis nem

feltétleniil egyezik meg a forgatds iranyaval. Az optikailag tiszta molekulak abszolut

crer

s

konfiguracid bizonyitasok is.

2.6.2 A sztereokémia néhéany alapvetd fogalma

A Kkonstitucié azt definidlja, hogy egy molekula milyen és hany atombol all, milyen a sorrend;iik,
¢s azok milyen kémiai kotésekkel kapcsolodnak egymashoz. A konfiguracié az atomok, vagy
atomcsoportok térbeli elrendezésérdl tajékoztat. Egy molekula kiilonb6zé konformacioit pedig egy
egyszeres kotés koriili forgatassal kaphatjuk meg. Azokat a molekuldkat amelyeknek szerkezeti
képletiik megegyezik, de egymastdl mégis megkiilonboztethetdek, izomereknek hivjuk. A
konstitucios izomerek konstitucidjukban kiilonboznek, mig a sztereoizomerek bar azonos

konstitucioval rendelkeznek, kiilonbozo a konfiguraciojuk.
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Egy molekula sztereokémiai jellemzése azok szimmetridjanak vizsgalatan keresztiil lehetséges:
akiralisak azok a molekulak, melyek tiikorképei egymasra illeszthetdek, mig a kirdlis molekulak
tilkorképei nem hozhatéak egymassal fedésbe. A kirdlis molekula mindig tartalmaz legalabb egy
kiralis centrumot. Kiralis centrumnak hivjuk azt a szénatomot, amelyik koriil a haromdimenzios
térben 4 kiilonbozo szubsztituens van [Eliel et al. 2001]. Ha a molekula csak egy kiralis csoportot
tartalmaz, akkor a két sztereoizomer molekulat enantiomercknek hivjuk. Az olyan reakciokat,
amelyek eredményeképpen dontéen az egyik enantiomer keletkezik sztereoszelektiv, vagy
aszimmetrikus reakcioknak, szintéziseknek hivjuk.

Az abszolut konfiguracié fogalmat a kiralis molekuldk sztereokémiai jellemzése miatt kellett
bevezetni. Az abszolut konfiguraciot leggyakrabban a Cahn-Ingold-Prelog (C.I.P.) szaballyal
hatarozzuk meg. A C.1.P. szabaly a szubsztituensek rangsorolasara a kovetkezoket mondja ki: 1, a
rangosabb csoport kapja a kisebb sorszamot. 2, A nagyobb magtoltésii atom a rangosabb pl.:
O>N>C>H. 3, Azonossag esetén tovabblépiink a kotések mentén, rang szerinti sorrendben, mig

kiilonbséget nem talalunk. 4, A tobbszoros kotéseket megsokszorozva vessziik figyelembe.

2.6.3 Az enantiomerek aranyanak meghatdrozéasa

A kiralis molekula enantiomereinek aranyat az optikai, vagy enantiomer tisztasaggal szoktuk

kifejezni:

ahol [a] a minta specifikus forgatasa, mig [o]max a tiszta enantiomer forgatdsa. Ezt gyakran

szazalékosan adjak meg, amit optikai hozamként (Op) is szokés nevezni:

Napjainkban az enantiomer felesleg (ee = enantiomeric excess) kifejezés a legaltalanosabb az

optikai tisztasag jellemzésére:
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ahol E a nagyobb mennyiségben jelenlevé enantiomer molban kifejezett hanyada, mig az £ a
kisebb aranyban keletkezett enantiomer moélban kifejezett hanyada. Mivel az enantiomerek
molsulya minden esetben megegyezik, ezért koncentracioértékekkel is lehet szamolni. Az ee értéket

szdzalékositva kapjuk az enantiomer hozamot:

Ep = eex100 = (2E —1)x100.

2.6.4 Az enzimek sztereoszelektivitasanak magyarazata: 3 pontos szabaly

Mivel a kiralitas egy térbeli mindség, igy a szubsztrat a harom dimenzios térben meghatarozott
moédon kotddik az enzim aktiv részéhez, az enzim aktiv részét felismeri és nagyfoku enantiomer
tisztasag mellett megy végbe az atalakitas [Faber 2004]. Ez a szigortian térben definialt kapcsolat
csak ugy johet 1étre, ha legalabb 3 ponton kapcsolddik a szubsztrat az enzim aktiv részéhez.
A 3 pontos szabalyt a kovetkez6 példakon lehet bemutatni [Ogston 1948]:
1. eset:
Az ’enantiomer 1’ jO szubsztratja az enzimnek, mert az A, B és C csoportok optimalisan
kapcsolodnak az enzim aktiv csoportjaihoz (10. abra, A’, B’ és C’), ezaltal biztositva az

crer

2-4. eset:

Az ’enantiomer 2’ ugyanakkor nem kapcsolddhat ugyanahhoz az aktiv részhez, mert az A, B és

C csoportok sorrendje forditott (10. abra).

2. eset 3. eset 4. eset

10. abra Az enantiomer kizards sematikus abraja
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5. eset:

A ’prokirélis szubsztrat 3’ két kémiailag egyezd, de sztereokémiailag kiilonb6zd enantiotdp
csoportot tartalmaz (11. abra). Ez hasonlé modellhez vezet, mint az elsd eset, mivel a reakcid
soran valamelyik A csoport atalakul, s a termék mar kiralis lesz, hiszen mind a négy csoport
kiilonbozni fog. Természetesen, ha az A csoport B, vagy C csoportta alakul, akkor nem

beszélhetiink kiralis molekularol.

11. dbra Az enantiotop diszkriminacié sematikus rajza

6. eset:
A ’prokiralis szubsztrat 3* esetében is felmeriilhet, hogy nem egyeznek a szubsztrat és az enzim
aktiv részének csoportjai, vagyis nem jon létre a sziikséges kapcsolat. Ilyenkor nem, vagy csak

alig zajlodik le az atalakitas.

Az enzimeknek azt a képeségét, hogy meg tudjanak kiilonboztetni egy prokirdlis szubsztrat két

enantiomer oldalat a 12. abra szemlélteti.
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7. eset
Si-oldal (felsd)

SR
////X—C //
. B
B Lo ____ _
8. eset C' Re-oldal (als6)

Al

12. abra Az enantiotop oldali kivalasztas sematikus abraja

7. eset:

Optimalis esetben a szubsztrat és az enzim funkcids csoportjai passzolnak, igy a kémiai operator
feliilrdl (Si- oldal) tudja tAmadni a prokiralis szubsztrat 4’ kozponti atomjat.

8. eset:

A ’prokiralis szubsztrat 4’ tiikorképe van az enzim aktiv csoportjainal, igy nem jon létre a
megfeleld kotddeés, a kémiai operator alulrél (Re-oldal) tAmadna X kdzponti atomot, ami ebben

az esetben eldnytelen.

2.6.5 A szelektivitas kinetikai okai

Az enzimek sztereoszelektivitdsanak kinetikai oka az enzim-atmeneti allapotkomplexben [ES]*
1év6 energiakiilonbségbdl ered (13. abra). Ha az enantiomer par mindkét konfiguracids izomerje
([A] és [B]) verseng az enzim aktiv kotOhelyéért, akkor az enzim aktiv részének kiralis
kérnyezetében olyan két diasztereomer enzim-szubsztrat komplex jon létre ([EA]" [EB]),
amelyek kiilonbozd szabad energiaval (AGgaj+ €s AGepj+) rendelkeznek. Ennek eredménye az
az aktivalasi energidk kozotti kiilonbség (AAG)’, ami miatt az egyik enantiomer

crer

“kiralis felismerésnek’ hivjuk.
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[EA] —> E+P

[EB] —> E+Q

AAG"= AAH"-T * AAS™

E+P E+Q

* VA
AAG =-RT In—
VB

\J

Reakci6 koordinata -

el
-

13. 4bra Egy enzimkatalizalt enantioszelektiv reakcid sematikus energiadiagramja (E = enzim;
A és B = enantiomer szubsztratok; P és Q = enantiomer termékek; [EA]" és [EB] =
diasztereomer enzim-szusztrat komplex; AAG, AAH és AAS = szabad energia, entalpia és
entropia kiillonbségek; R = egyetemes gazallandd; T = hdmérséklet; va és vg = A és B
reakcidsebessége

A AAG*-vel jelolt szabad energia kiilonbség kozvetleniil mérészama a reakcid

szelektivitasanak. A termék enantiomer felesleg értékei €s a hozza tartozd6 AAG* értékek

lathatoak a 4. tablazatban.

4. tdblazat Az optikai terméktisztasagahoz tartoz6 szabadenergia kiilonbség értékek (AAG*)

AAG* [kcal/mol] ’A’ termék/’B’ termék ee [%]
0,118 1,2 10
0,651 3 50

1,74 19 90
2,17 39 95
3,14 199 99
4,50 1999 99,9

Lathatd, hogy egészen alacsony szabad energia értékkiilonbség (2,17 kcal/mol) mar jo (90%)

enantioszelektivitast eredményez, de még ennek kétszerese sem elegendd a 100%-os optikai

tisztasag eléréséhez.
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2.6.6 Modszerek az enantiomerek aranyainak meghatarozasara

Az enantiomerek elvalasztasanak egyik lehetséges utja, hogy mas, kiralis centrumot tartalmazo

molekulakkal, polimerekkel hozzuk azokat kolcsonhatidsba. Az enantiomerarany meghatarozasa

torténhet elvalasztassal kiralis kozegben, majd az enantiomerek detektdlasaval, vagy az
enantiomerek kiilonb6z6 fénytorési tulajdonsagainak felhasznalasanak segitségével. A témat egy
alaposan feldolgozo kozlemény [Rétey és Robinson 1982] a kovetkezd csoportokba osztotta ezeket:

1. A meghatarozds az eredeti enantiomerek (R és S) elegyébdl elvalasztds nélkiil. A keverék
specifikus forgatasat polariméter segitségével tudjuk mérni, majd 6sszevetni irodalmi adatokkal,
amennyiben azok léteznek.

2. A meghatarozast az enantiomerek elvalasztasa el6zi meg. A megfeleld kirdlis kromatografias
allé fazis megvalasztidsa tapasztalatot igényld feladat. Akdr HPLC [Pike 1987], akar GC
[Breslow 1986] mddszerrel megvalosithatjuk az enantiomerek elvalasztasat. Az enantiomerek
kromatografias elvalasztasanak legujabb eredményeit Bojarski és tarsai foglaltdk 6ssze [2005].
Az éltalunk alkalmazott HPLC moédszert a 3.6.3 pontban ismertetem.

3. Az enantiomerekbdl diasztereomereket képezhetiink ismert abszolut konfiguracidju
enantiomerrel (R,R’ €és S,R’), és a meghatarozast nem eldzi meg elvalasztas. A diasztereomerek
abszolut konfiguracioéjat normal 'H, °C, '°F, *'P stb. NMR spektroszkopiaval [Aida et al. 1986,
Ema et al. 2002] hatarozhatjuk meg.

4. Diasztereomerek eldallitdsa, mint az el6zd esetben, majd a diasztereomerek aranyat GC, HPLC,

vagy mas kromatografids modszerrel hatarozzuk meg [Pike 1987].

Erdekességként emlithetjik meg, hogy japan kutatok kiralis alkoholok esetében kielégitének
talaljak, ha két ismert szerkezetli enzimmel (lipdz és szubtilizin) a racemat szekunder alkoholt
atészterezik, és az enzimfehérje ismert harmadlagos- és negyedleges szerkezetének segitségével
mar meg tudjak allapitani, hogy melyik enantiomer keletkezik. Feltevésiiket tobb kiilonb6zd
ketonbol biokatalitikus uton eldallitott kirdlis alkohol NMR vizsgélataval megerdsitették [Ema et al.

2002].

2.7 A Kkiralitas jelentosége a gyogyszeriparban

Az enzimek és az egész sejtes biokatalizatorok kiralis konfiguraciojuk eredményeképpen talnyomo
részben optikailag tiszta sztereoizomerek elddllitisandl alkalmazhatdak eldnydsen. Az éldvilagot

felépitd molekulak, mint az aminosavak, ¢és ezaltal az enzimfehérjék kiralisak [Panke et al. 2004].
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A gyogyszerek hatdsukat a szervezetben talalhaté receptormolekulakon keresztiil fejtik ki, amelyek
fehérjék, tehat kiralis molekuldk. A jobb és bal kéz analdgiara visszatekintve, a receptorokra
tekinthetlink ugy, mint a kesztylikre: a bal kézfejiinkre igazan kényelmesen csak a bal kesztytit
tudjuk felhtizni, a jobb kesztylit nem, vagy csak nehézkesen tudjuk keziinkre huzni, tehat a
megfeleld kézre huzott megfeleld kesztyli tudja csak kifejteni hatdsat. Amennyiben mindkét
enantiomer egyforma modon kotodik a receptorhoz, ugy a kotés nem specifikus, és a vegyiilet nem
lesz szelektiven hatékony. Az aktiv enantiomert eutomernek, mig a kevésbé hatékony, vagy akar

mérgezd hatast parjat disztomernek hivjuk.

A gyogyszerbiztonsag ¢és a kiralitas fogalma mara teljesen egybeolvadt. Gross 1989-ben azt josolta,
hogy még hosszl évekig szerepet jatszanak a racemat készitmények. Igaza is lett, de sztereoizomer
keveréket gyogyszerhatdanyagként csak indokolt esetben lehet forgalomba hozni [Gross 1989].
Napjainkra a szabédlyozds oddig szigorodott, hogyha racemat hatdanyagot kivanunk bevezetni,
akkor mindkét enantiomerre, €s a racematra is el kell végezni az 0sszes klinikai és toxikologiai
vizsgélatot. Ez a szabalyozas olyan tobbletkiadassal terheli meg a racemat esetleges forgalomba
hozatalat, hogy a fejlesztések mara kizardlag optikailag tiszta vegyiiletek irdnydban folynak. A
megfeleld szabalyozasnak és a terapeutikus elényoknek kdszonhetdéen 2000-ben 120 md $ volt a
tiszta enantiomerek forgalma, ez a teljes gydgyszerpiac 30%-at tette ki. A fejlodés litemét

érzékelteti, hogy ez az érték 1980-ban 3%, mig 1990-ben is csak 9% volt [Abraham 2003].

2.7.1 Néhany gyogyszeripari példa

Az enantiomerek egyike altaldban erdsebben kotddik a receptorhoz, mig a masik abszolut
konfiguracidval rendelkezd molekula nem aktiv, vagy csak kevéssé¢ az. A 70-es évek mdsodik
felétol a B-blokkolok a gyodgyszerpiac jelentds szegmensét teszik ki. Harminc évvel ezeldtt ezek a
készitmények még racemat keverékek voltak. Ma mar tudjuk, hogy csak az (S)-izomerek fejtik ki
hatasukat, mig az (R)-enantiomerek ballasztanyagként voltak jelen a forgalmazott termékekben, de
-szerencsére- nem okoztak semmilyen kdros mellékhatdst. A propanololnal 130-szor, mig a

metoprolol esetében 270-szer aktivabb az (S)-enatiomer, mint az (R) forma.
Természetesen arra is van példa, hogy a két enantiomer aktivitasa és hatdsspektruma megegyezik,

bar ez ritka. Az ibuprofen (14. abra) mindkét enantiomerjének egyforman jo gyulladascsokkentd

hatasa van [Williams et al. 1989].
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OH

14. dbra Ibuprofen a ritka példa: mindkét sztereoizomerje a kivanatos hatast fejti ki

Az iziileti gyulladéscsokkentd penicillinamin (S) forméja kivalé hatdanyag, mig enantiomer parja
toxikus. Hasonloképpen az ethambutol egyik enantiomerje tuberkuldzis kezelésében hatékony, mig
alkalmazott Levodopa (L-dopa) csak az (S) eutomert tartalmazza, mert a masik optikailag aktiv
molekula a vérben a granulocitdk szamdnak vészes csokkenését okozza. A penicillinamin esete is

hasonld: mig az (S) izomer kivald hatéanyag a kronikus artritisz kezelésére, az (R) izomer toxikus

(15. abra).
WOH
|

SH O

15. ébra Penicillinamin a gyakori példa: kizarolag egyik enantiomerje hatékony, a masik toxikus

A legsulyosabb példa a thalidomide esete [16. dbra, Rhodes 2002], melynek racemat keverékét a
60-as évek derekdn hoztdk forgalomba, az allapotos ndk gyakran fellépd rosszullétét és hanyingerét
gatolta, ezaltal a rendellenesen fejlodott magzat megtartdsat is eldsegitette. Mig az (S) izomer a
kivant effektust valtotta ki, addig az (R) forma stlyosan terratogén volt, igy a thalidomide
kozvetetten sok esetben sziiletési rendellenességet okozott (alulfejlett végtagokkal sziilettek
csecsemOk). Ebben az esetben az optikailag tiszta enantiomer adagolasa sem javitott volna a
helyzeten, ugyanis az optikailag tiszta forma 10 percen belill racemizalodik az emberi vérben.

Jelenleg is az egyik legjobb lepra kezelésére, megeldzésre alkalmazott hatdanyag, természetesen

0 0
7/ V-NH
DO
N\

0

allapotos ndknél tilos alkalmazni.

16. abra Thalidomide a tragikus példa a 60-as évekbdl: racematja erdsen terratogén
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Mindezen tragikus tapasztalatok eredményeképpen mara a sztereoszelektiv szintézis — mind a
kémiai, mind a biokatalitikus reakcioutak — Osszefogottan, de mas diszciplinaktdl elkiiloniilten
publikalt szakteriiletté¢ valt (pl.: Tetrahedron: Asymmetry 1990-t6l, Journal of Molecular Catalyst B:
Enzymatic 1995-t61). Szerepe az oktatasban, a kutatasban és az iparban folyamatos novekedést
mutat. Az FDA nemcsak az 1j készitmények esetében szigoru, a forgalomba 1év racemat tartalmu
készitmények kivonasat is tdmogatja, és azok enantiomer tiszta valtozatat javasolja ijrabevezetni a

piacra, novelve a gydgyszer biztonsagat.

2.7.2 Régi gyogyszerek 1;j élete

A rendelkezés természetesen a gyartoknak is kedvez, a lejart szabadalmi védettségeket meg tudjak
hosszabbitani ugy, hogy 0j hatéanyagot tulajdonképpen nem is hoznak forgalomba [De Camp
1989]. Az optikailag tiszta forma eldallitasa, engedélyeztetésének koltsége és iddtartama csak
toredéke annak, ami 0j hatéanyagl készitmények forgalomba hozatalahoz sziikséges. Két tovabbi
jarulékos elény szarmazik a ,,racemat-kikapcsolasbol”: (i) a kornyezet terhelése a gyartds soran a
felére csokken, miutdn (i1) a kezeléshez sziikséges mennyiségek a felére csokkennek. Remek példa
a ,,racemat-kikapcsolasra”, és az ebbdl szarmazo6 eldnyok maximalis kiaknazasara az AstraZeneca
altal forgalmazott fekély képzdodést gatlo készitménye, a Prilosec. Az anti-fekély készitmények
piaca 2001-re vilagszinten a 20 md $-t is elérte, amely piacon a Prilosec piacvezetd volt. Az eurdpai
szabadalom 1999-ig, mig az Egyesiilt Allamokban 2001-ig allt szabadalmi védettség alatt. Az
AstraZeneca eldallitotta a hatékonyabb (S)-izomert, specidlis szabadalommal levédte, ezzel
termékének életciklusat tovabbi 12 évvel meghosszabbitotta, vagyis 2014-ig magas profittal,
versenytars nélkiil tud forgalmazni egy olyan termékét, amelyik egyébként mara generikus
termékké valt volna. Az optikailag tiszta hatoanyag Nexium néven keriilt forgalomba. Az
gyogyszeripari vallalat mellett valamennyi kezelésre szoruld beteg is jobban jart. Klinikai
vizsgalatokkal bizonyitottdk, hogy az optikailag tiszta enantiomer gyorsabb javuldst okoz a beteg
teriileteken, valamint megsziint a kordbban gyakran megfigyelt mellékhatds, a szivritmus zavar is
[Mork 2003]. Hasonldan pozitiv eredményeket hozott a depresszio kezelésére korabban alkalmazott
Cipralex kivaltasara bevezetett optikailag tiszta hatdéanyagot tartalmaz6 Cipramil is.
Allatkisérletekkel bizonyitottdk, hogy a fele mennyiségben adagolt Cipramil megegyezé aktivitasu,

mint a normalisan adagolt Cipralex.

A korabban forgalomba keriil6 gyogyszerek esetében megoldast jelent a ,,racemat-kikapcsolas”,
azonban 1j, kirdlis hatoanyagtartalmi gyogyszert kizarolag enantiomer tiszta bazison érdemes
forgalomba hozni. Az egyik elsé ilyen modon fejlesztett készitmény a Lipitor (Pfizer), amelyik egy

koleszterinszintet csokkentd gyogyszer. Oriasi karriert futott be a koleszterinszintet csokkentd
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készitmények 20 milliard $ forgalmu vilagpiacan: éves forgalma 2001-ben meghaladta a 7 milliard

$-t, ami a teljes forgalom, tobb mint 35%-a.

2.8 A Talampanel

Intézetlinkben hosszi multra tekint vissza a benzodiazepinek kutatisa [Kenessey et al. 1987].
Igazan hatékony, és az elsé reményt keltd 2,3-benzodiazepin a Talampanel, melynek IUPAC
szerinti  elnevezése:  7-acetil-5-(4-aminofenil)-8(R)-metil-8,9dihidro-7H-1,3-dioxolo[4,5-4][2,3]
benzodiazepin (17. dbra). Molekulatomege: 337,3820. Irodalmi hivatkotasokban, szabvanyokban a
kovetkezd jeloléseivel taldlkozhatunk: GYKI-53773, IDR-53773, LY-300164.

A Talampanel rendkiviil széles hatdsseptrumardl Andrasi szamolt be [1991]. A GYKI-53773 jeli
molekula AMPA tipusu glutamat receptorok antagonistaja, melynek epilepsziaellenes, idegnyugtatd
¢s izomgorcsoldo hatdsa miatt gyorsan a gydgyszeripari vallalatok figyelmébe kertilt. Intézetiink a
1990-es években a Talampanelhoz kothetd Osszes jogot eladta az Eli Lilly gyogyszeripari
vallalatnak, ahol kidolgoztdk a szintézis sarokpontjait, valamint meginditottdk az epilepszia

kezelésének I1. klinikai fazisat az Amerikai Egyesiilt Allamokban.

17. dbra A Talampanel szerkezete

Az IVAX Co. 2000-ben azzal a céllal vasarolta vissza a Talampanel Osszes liszenszjogat, hogy az
évtized végére piacra 1éphessen elsd, originalis készitményével. A cél megvaldsitasahoz a klinikai
¢s a kiillonbozo toxicitas vizsgalatokat be kell fejezni, valamint a Talampanel szintézisét kell
tovabbfejleszteni, ipari 1éptékiivé kell alakitani.

A Talampanel ismertté valasa kozben egy sor tovabbi teriiletrdl is biztaté eredményekrdl szamoltak

be. Ilyen tobbek a kozott a Parkinson-kor kezelésében tapasztalt pozitiv hatdsa [Konitsiotis et al.
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2000]. A molekula bevezetése ezen a teriileten is jol halad, jelenleg a II. klinikai fazis folyik

Magyarorszagon.

2.8.1 A Talampanel szintézise

A Talampanel hétlépéses szintézisének elsd 1épése a prokiralis (3,4-metiléndioxifenil)aceton
sztereoszelektiv redukcidja, amelynek sordn a célmolekula kiralis centruma keletkezik. Ez a 1€pés a
szintézis kulcslépése, aminek kémiai szintézise extrém koriilményeket és kornyezetre artalmas
katalizator alkalmazasat kovetelné meg. A keletkezett (S)-alkoholt 4-nitro-benzaldehiddel kell
kondenzalni, majd lugos koriilmények kozott dimetil-formamidban oxidalni, amit egy acetil-
hidrazinos kezelés kovet. Az optikailag aktiv hidroxil csoportot mezil csoporttal észterezziik, majd
natrium-hidroxid segitségével, erésen lugos kémhatastu kdzegben zarjuk a gyliriit. A szintézis utolsd

1épése a nitro csoport redukcidja (18. ébra).

< k1ralls redukcio 0] .
(Z rouxii) 0 OH O\

N02 N02
0,/NaOH
DMF / DMSO
NH. _O
NH,” \f

. o)
redukcio N
> /
N

H,N'NH, vagy O
Pd/C

NH,

(R)(-)-enantiomer

18. abra A Talampanel szintézise
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2.8.2 A kiralis alkohol eldallitasa
2.8.2.1 A kémiai szintézis

A kiralis alkohol kémiai szintézissel valo eldallitasa (S)-propilénoxidbol indul ki, ami 6nmagaban
egy draga kiinduldsi szubsztrat. Az epoxi vegyiiletet 3,4-metilén-1-brémbenzollal regéltatjuk réz
katalizator jelenlétében. A metilénbrombenzolt pedig tetrahidrofurdn kozegben magnézium
jelenlétében kaphatjuk meg 5-bromo-1,3-benzodioxolbdl kiindulva [Zmijewski et al. 1997]. Ez a
modszer természetesen nem alkalmas az alkohol Iéptéknovelt eldallitdsara, a szintézis

crer

volt sziikség.
2.8.2.2 A biokatalizator kivalasztasa
A Talampanel hét 1épésbol allo szintézisének kulcslépése a kiinduldsi szubsztrat, a (3,4-

metiléndioxifenil)aceton sztereoszelektiv redukcidja (S)-1-(3,4-metiléndioxifenil)propan-2-olla

(mas néven: (S)-metil-1,3-benzodioxolo-5-etanol, 19. abra).

T T ——«

(i) Z. rouxii, XAD-7 gyanta, 33-35°C, 16-24 6ra

(95%, 99,9% ee)

19. abra Az (S)-1-(3,4-metiléndioxifenil)propan-2-ol eléallitasdnak sematikus utja és legfontosabb
paraméterei

A sziikséges dehidrogendz aktivitasra egy screent végeztek el, melynek eredményeképpen Candida
famata és Zygosaccharomyces rouxii torzsekkel tudtdk nagy optikai tisztasagu termékképzddés
mellett redukalni a prokiralis aril ketont [Zmijewski et al. 1997]. A 5. tablazatban lathatjuk, hogy a

vizsgalt torzsek laboratoriumi koriilmények kézott milyen hozammal végezték el a bioredukciot.
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5. tablazat A tesztelt mikroorganizmusok és a hozam 2 g/l keton beadagolas mellett [Zmijewski et
al. 1997]

Mikroorganizmus, eredet Hozam (%)

Pichia fermentans, ATCC 10651 32,2
Endomycopsis fibuligera, M45-637 53

Nematospora coryli, NRRL Y-1343 10,6
Saccharomyces sp., C333 59,8
Candida famata, ATCC 26255 98,4
Saccharomyces cerevisiae, X88 8,6

Candida utilis, ATCC 9950 6,9

Saccharomyces globosus, ATCC 10651 33,5
Kluyveromyces dobzhanskii, NRRL Y-1974 9,5

Candida albicans, 799R 70,8
Bakers’ yeast, Sigma 10,9
Zygosaccharomyces rouxii, ATCC 14462 100,0
Aureobasidium pullulans, QM 2725 15,2
Mortierella isabellina, NRRL 1557 100,0
Rhizopus oryzae, ATCC 9363 9,2

Kloeckeva javanica, ATCC 10636 15,2
Hanseniaspora valbyensis, ATCC 10631 11,7
Octosporomyces octosporus, ATCC 2479 53,6
Candida guilliermondi, ATCC 6260 100,0
Candida parapsilosis, ATCC 22019 11,8
Candida tropicalis, ATCC 12659 17,8
Torulopsis taboadae, ATCC 42213 6,7

Torulopsis ethanolitolerans, ATCC 46859 5,5

Torulopsis enokii, ATCC 20432 73,7
Torulopsis methanothermo, ATCC 20434 57,5
SAF instant yeast 25,1

Candida blankii, ATCC 18735 24,4

A megfelelé konverzié mellett képzodott alkoholok optikai tisztasadgat vizsgaltak, és azt az
eredményt kaptak, hogy mind a Candida famata, mind a Zygosaccharomyces rouxii 99,9% ee érték
mellett allitja el6 a kivant enantiomert. A két torzs koziil az utdbbi keriilt tovabbi technoldgiai
fejlesztésre, mert a szubsztrat/termék tolerancidja ennek az élesztének volt magasabb: 6 g/l
koncentracid mellett is — bar lassan — elvégezte a redukciot. A lehetséges legmagasabb (6 g/l)
koncentracid6 mellett is rendkiviil koltséges lett volna az (S)-intermedier eldallitisa, viszont a

koncentracio tovabbi emelése a sejtek pusztulasahoz vezetett volna.
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2.8.2.3 Az XAD-7 gyanta bevezetése

Megoldasként egy gyengén polaros, hidrofoéb, poli-metakrilat gyanta, az Amberlite XAD-7
alkalmazasa szolgalt , mivel az a sejtre egyformdn toxikus hatdsu szubsztratot és a terméket ugy
adszorbedlja, hogy a 40 g/l 0sszes koncentracid6 mellett a folyadékfazisban, a sejtnek
hozzaférhetéen 2 g/l egyensulyi koncentracié marad [Anderson et al. 1995]. Ugyanilyen egyensulyi
megoszlast mutat a termék is, igy a reakcio befejeztével a gyantara adszorbealt termék szerves
oldoszer segitségével eludlhatd. Az XAD-7 gyanta egyéb fontos paraméterei a kdvetkezek: nagy
részecskeméret (300-600 pm), mérsékelt ar (15 $/liter), nagy fajlagos feliilet (400 m*/g) és kis
poérusméret (100 A). A megoldas ipari méretekben kornyezeti artalmakat, biztonsagot ¢&s
gazdasagossagot tekintve sokkal elénydsebb, mint az ilyen esetekben korabban széles korben
alkalmazott két-folyadék-fazisu bioreaktorok. Az ilyen, vizzel nem elegyedd szerves oldoszert
tartalmaz6 rendszerek Iényege, hogy a toxikus termék a szerves kozegbe keriil at [Flickinger et al.
1999, Lye et al. 1999]. A sztereoszelektiv bioredukcid léptékndvelt megvalositasat, és az ehhez
sziikséges reaktort Vicenzi €s tarsai 1997-ben ismertették, de a sejtmassza eldallitdsara gazdasagos
fermentéacids technoldgiat nem fejlesztették ki. A kozleményben megjelent kisérleti eredmények és
kovetkeztetések koziil jonéhannyal, példaul a gyanta fizikai tlir6képességének megitélésével, a
redukcid koriilményeinek megvalasztasdval nem értek egyet. A Vicenzi és tarsai kozleményében
emlitett 10000 literes léptékndvelés [1997] véleményem szerint az alkalmazott gyantdval nem

megoldhato.

A XAD-7 gyanta alkalmazasaval az (S)-2-(etilfenil)-2-propén-1-ol szintézisében is talalkozunk
[Conceicao et al. 2003]. A reakcid gazdasagossa tételéhez a koncentraciot olyan mértékben kellett
megnovelni, ami a Pichia stipitis szamara mar toxikus volt. Ebben az estben is azért kertilt sor a
gyanta bevezetésére, hogy a feliiletén adszorbedlja a szubsztrat, illetve a termék jelentds részét,

ezzel megeldzve a biokatalizator elpusztulasat.
2.8.2.4 Alternativ biokatalitikus ut az alkohol elballitasara

Erdemes megemliteni, hogy napjainkban is folynak a Talampanel szintézisének kulcslépését, a
bioredukciot vizsgald kutatasok intézetiinkon kiviil is. A szintetikus uton eldéallitott (+)-(3,4-
metiléndioxifenil)propan-2-olt a 20. 4bradn jelolt koriilmények kozott Amano PS lipaz enzim
segitségével, sztereoszelektiven acilezték, majd a kiilonb6zd optikai aktivitasu acilezett terméket és
az alkoholt szilikagélen elvalasztottak. Ezutdn az acetil szarmazékot K,CO; jelenlétében

metanolban hidrolizaltak, és igy kaptak az optikailag aktiv alkoholt [Easwar és Argade 2003].
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(i) n-hexan/benzol (2:1), Amano PS lipaz, vinil-acetat, 50°C, 72 6ra; (i) K;CO3/MeOH, 0°C, 4 6ra

20. dbra Az (S)-1-(3,4-metiléndioxifenil)propan-2-ol eléallitasanak alternativ lehet0sége

Ez a megoldas természetesen nem szorithatja ki az altalunk kifejlesztett egész sejtes technologiat,
azonban két olyan technologiai elényére szeretném felhivni a figyelmet, amit még a cikk ird1 sem
jegyeztek meg: (1) nem szilikséges hozzéd fermentacios kapacitas, az alkalmazott lipaz kereskedelmi
forgalombol beszerezhetd; (2) alacsonyabb hozamu, de stabilabb a technoldgia, mivel a reakciout a
sejt pillanatnyi allapotatol fliggetlenitett. Alapveté ¢és megkeriilhetetlen problémdja, hogy a
technoldgia nem gazdasagos, nem kornyezetbarat €s extrém koriilményeket is tartalmaz (pl. 0°C).
Tovébbi 2,3-benzodiazepinek (pl. Tofisopam, GYKI-53405, 53655) szintézisttjairol olvashatunk
Zappala és tsai altal publikalt attekintdé kozle ményben [2001].

2.8.3 A biokatalizator: Zygosaccharomyces rouxii

A Saccharomycetae csaladba tartozd Zygosaccharomyces rouxii legfontosabb tulajdonsiga a
rigiditas, rendkiviili s6- €és cukortiirésérdl hiresiilt el. Bizonyos mézfajtakban még szaporodni is
képes, ami az extrém alacsony vizaktivitas toleranciajat bizonyitja. Jellemzo, hogy legkozelebbi
rokonatol, a szintén 60%-os gliikozos tapkozegben novekedni képes Zygosaccharomyces mellis-t61
a klasszikus taxondmiai meghatirozds soran sotiirésével (16% NaCl) lehet megkiilonboztetni,
ugyanis a Z. mellis még ilyen sokoncentracido mellett is képes szaporodni [Dedk 1999]. Holland
kutatok a Z. rouxii alkohol termelését vizsgaltdk kiilonb6z6 pH, NaCl koncentracid és
homérsékleten. Legjobb eredményeket alacsony pH (3,0-4,0) és NaCl koncentracié mellett kaptak
25°C hémérsékleten. Megasabb pH-t és sokoncentraciot alkalmazva jelentds mennyiségili a-keto
glutarsavat és deamindlt termékeket valasztott ki a sejt. A legmagasabb sejtkoncentraciot 30°C-on

torténd novesztés mellett figyelték meg [Jansen et al. 2003].
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A Z. rouxii-t a Talampanel el6tt 1éptéknovelt, gyogyszeripari atalakitasokban még nem alkalmaztak,
azonban laboratoriumi koriilmények kozott B-keto-észter enantioszelektiv redukcidjat, valamint —
kalcium-alginathoz rogzitett sejtekkel — az etil 4-kloracetat sztereoszelektiv redukcidjat Hallinan és
tarsai sikeresen elvégezték [1995]. Ahmad és tarsai az (15,3R)-1-fenil-1,3-hidroxibutan eldallitasat
oldottak meg egész sejtes Z. rouxii rendszerrel. [2004]. Erdekes eredményeket értek el a Z. rouxii
szilard fazist tenyészetével is. Extracellularisan kivalasztott L-glutaminazt allitottak elé korpa,

illetve szezamolaj pogéacsdkon novesztett élesztdvel [Kashyap et al. 2002].

A Z. rouxii élelmiszeripari alkalmazéasa régota ismeretes: az USA-ban és Japanban a szdjaszdsz
fermentacio végterméke a miso, amely az emlitett orszdgokban elterjedt izesitdszer és leves

alapanyag [Hecquet et al. 1996].

A sherry készitésének masodlagos fermentéacidja soran vastag ¢lesztObevonat alakul ki, amely réteg

crer

Az alkalmazott élesztd ellenalloképességére, rigiditdsara jellemzo, hogy 0,1-300 MPa kozott
kiilonbozd ¢€lesztok inaktivacids kinetikajat vizsgaltak, €s a Z. rouxii-t 06 nyomastiironek talaltdk
[Chen et al. 1997]. Torok és King a Z. rouxii és a Saccharomyces cerevisiae hdpusztulasat vetették
Ossze, €s megallapitottak, hogy az adott koriilmények kozott a Z. rouxii hétlirése joval gyengébb
[1991].

Biotranszformacids technologidhoz eldallitandd Z. rouxii sejtmassza termelésének fejlesztését,

optimalasat eddig még nem végezték el.

21. abra A Z. rouxii 24 orés tenyészetének 125-sz0rds nagyitasu mikroszkopikus képe

(sajat felvétel)
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A wvalddi sarjadzé élesztok morfologiailag nem megkiilonboztethetoek altalanos tapagarra
szélesztéssel, s6t egy 500-szoros nagyitdsu mikroszkopos képen is nagyon hasonldak. A
CHROMagar tapagart Candida fajok egyszerti, a telep szine alapjan torténd megkiilonbozetésére
fejlesztették ki. Egy tanulmény szerint ez az agar alkalmas 33 kiilonb6zd (valamennyi vizsgélt!)
valodi €lesztd megkiilonboztetésére, mert valamennyi faj novekszik a tadpagaron, és mind kiilonb6z6
szinarnyalata telepet hoz létre [Tornai-Lehoczki, Péter, Dlauchy 2003]. Igy a tapagar alkalmas az
alkalmazott élesztétorzs kiilonbozé Candida, Debaryomyces, Saccharomyces, Torulaspora,

Cryptococcus, Trichosporon, Pichia torzsektdl vald megkiilonbozetésére.

2.8.4 A Z. rouxii alkohol dehidrogenazéanak jellemzése

Az alkohol dehidrogendzok (ADH) az oxidoreduktdzok csoportjaba tartoznak. Természetes
szubsztratjai az alkoholok, amelyeket a megfeleld és oxidalt kofaktor jelenlétében ketonna
redukaljak. A reakciot forditott irdnyban is katalizalja az ADH, ekkor a kofaktor redukalt formajara
van sziikkség. Az ADH enzimek EC szerinti besorolasa 1.1, a tovabbi alosztalyba sorolas pedig a
sziikséges kofaktor mindsége szerint torténik. A karbonil reduktdzok a xenobiotikus karbonil
molekuldk rekucidjaban vesznek részt [Hara et al. 1986] és a koenzim kotési pontja a fehérje N-
Ezek az enzimek monomerek, 30-40 kDa mérett rovid lanca reduktazok. Karbonil reduktazokat

eddig emldssejtekbdl, €lesztobdl és kiillonbozd baktériumokbdl izolaltak [Krozowski 1994].

A Z. rouxii karbonil dehidrogenaz kofaktora a NADPH, amelynek regeneraldsa a megfeleld
koszubsztrat adagolasa mellett in vivo torténik. Eddig a redukcioban koszubsztratként csak gliikkdzt

alkalmaztak [ Anderson et al. 1995].
A tisztitott enzim karakterizalasait mar Costello ¢és tarsai elvégezték, az altaluk kivalasztott

prokiralis szubsztratokon kapott relativ ((3,4-metiléndioxifenil)acetonhoz szamitott) aktivitas

adatokat az 6. tablazatban mutatom be [2000].

40



6. tablazat A Z. rouxii ADH szubsztratspecifitasa

Prokiralis, kiralis keton szubsztrat Relativ aktivitas(%)
(3,4-metiléndioxifenil)aceton 100
Piperonilaceton 18
Etil (4-klor)acetat 42
4-hidroxi-3,3-dimetil-2-oxobutansav 37
Acetofenon 4
Benzilaceton 0
Dihidro-4,4-dimetil-furan-dion 194
Izatin 86
Ftalimidoaceton 17
(S)-kamforkinon 100
(R)-kamforkinon 32

Szadmunkra azonban a Talampanelt kovetd utodmolekuldk (analdégok) szintézisének fejlesztése
érdekében a kiilonbozd fenilaceton szdrmazékok redukcidja valt érdekessé. A 6. tablazatbol
szadmunkra két eredmény volt kiillonosen érdekes: az alkalmazott karbonil reduktdz enzimmel a
fenilacetonnal egy (CHj)-vel rovidebb oldallanccal rendelkezd aceto-fenon, valamint az eggyel
hosszabb lancu benzilaceton redukcidja nem megoldhatdo. Az enantiomer tisztasagrél nem ad
tajékoztatast a cikk, pedig az enzim jellemzésénél a konverzid mellett a termék optikai tisztasaga is

esszencialis.

2.8.5 A Debaryomyces hansenii

A szinte mindeniitt el6forduld haploid élesztéfaj altaldnosan eléfordul vizeinkben [Bruni et al.
1983], opportunista parazitaként ¢l a halakban és az emberben [Solntseva et al. 1987], megtalalhatd
z0ldségeken és magas cukortartalmt élelmiszerekben is [Tokuoka et al. 1985]. A D. hansenii a
Z. rouxii-hoz hasonléan magas sokoncentraciot toleral [Larsson et al. 1990], s6t olyan aromads
molekuldk lebontdsara képes, mint a naftol, a bifenil- és a benzopirén [Cerniglia et al. 1981].
Kobalt, réz, cink és vas nehézfémeket tartalmazo6 kdzegben is képes fennmaradni [Gadd ¢s Edwards

1986].

Fehérje és zsirbontd enzimei miatt a sajtgyartasban starterkultirakban mas mikroorganizmusokkal
egyiitt alkalmazzdk [Fleet 1990]. Tovabbi eldnyds élelmiszeripari tulajdonsaga, hogy szamos
romlast okoz6 baktérium novekedését gatolja, mikdzben az ¢€lelmiszerek magas cukor és/vagy

sotartalma nem gatolja szaporodésat [Bintsis et al. 2003, Ferreira és Viljoen 2003]. A D. hansenii-t
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B-gliikkozidaz aktivitasa, valamint a borban eléfordulé nem illékony komponensek felszabaditasaban

jatszott szerepe miatt mind kedveltebb mikroorganizmusként tartjadk szamon [Rosi et al. 1994].

2.8.6 Az acetofenon, fenilaceton és benzilaceton, valamint néhany szarmazékuk sztereoszelektiv
bioredukcio6ja

Az acetofenon mind R, mind § oldali sztereoszelektiv redukcidjat mar tobb térzzsel megoldottak, az
S izomert egy Fusarium oxysporum torzzsel (ee 74%), mig az R izomert legtisztabb forméaban egy
Tricothecium faj allitotta el6 [Mandal et al. 2004]. Az utdbbi torzs meglepd modon a p-metoxi
szarmazékon semmiféle atalakitdst nem csindlt, viszont a p-kloro szarmazékon magasabb
hozammal és enantioszelektivitas felesleggel végezte el a redukciot. Andrade €s tarsai is talaltak két
mikroorganizmust, amelyek az enantiomer tiszta feniletanolokat allitjak eld: az Aspergillus foetidus
89%-os ee érték mellett az (R), mig az Epicoccum nigrum 98%-os ee érték mellett az (S)-1-

feniletanolt allitja eld (22. abra).

OH 0 OH
A. foetid ;
Joe lo us E. nigrum
ee 89% ee 98%

22. dbra Optikailag tiszta 1-feniletanolok eldallitasa mikroorganizmusokkal

A 2-brém-4-fluor-acetofenont  kiilonboz6  Candida, Hansenula, Pichia, Rhodotorula,
Saccharomyces, Sphingomonas ¢€lesztotorzsekkel redukaltak 90% feletti hozammal, 99%-0s ee
érték mellett [Patel et al. 2004]. Nagy optikai tisztasagl (>99,5 ee), de ellentétes izomer formakat
kapott Ye Ni kutatocsoportja, amikor ugyanazzal a Rhodotorula torzzsel acetofenont és a-bromo-

acetofenont redukalt, bar alacsony koncentracié mellett is rossz hozammal ment végbe a reakcid

[2003].

Az (S)-1-feniletanolt Candida utilis-szel nagy optikai tisztasaggal allitota elé6 Cheng és Ma
kutatocsoportja. A tenyészet kémhatasanak valtozasa és az enantiomer felesleg kozott figyeltek meg
Osszefiiggést. A legnagyobb enzimaktivitast 6,0; mig a legmagasabb ee értéket 5,0 pH érték mellett
kaptak.
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Az optikailag tiszta (S)-1-fenilpropan-2-olt az aril alkohol racemat keverékébdl egy Pseudomonas
torzsbol izolalt lipadz altal katalizalt acilezéssel is eldallitottak [Burgess et al. 1991]. A (4-
metoxifenil)aceton sztereoszelektiv bioredukcidja siitdélesztd alkalmazdsaval alacsony hozam
mellett (5)-1-(4-metoxifenil)propan-2-olt eredményezett, de az 5 napos reakci6idd és az alacsony
indulasi koncentracié miatt a reakcidut tovabbi vizsgalata elmaradt [Ferraboschi et al. 1990].
Optikailag tiszta dimetoxi szarmazékokat irodalmi ismereteink alapjan a megfeleld keton

sztereoszelektiv redukciojaval ezidaig nem allitottak eld.

A kiilonbozo fenilbutanol szarmazékok a kozmetika ipar értékes nyersanyagai, a 2-metil és a 3-
metoxi szarmazék példaul illatanyagként kertil egyes termékekbe. Az anizilacetont ,,malnaketon”-
ként tartjak szamon, mivel a malna legfontosabb illatanyaga [Donzelli et al 1996]. Az anizilaceton
lebontasa soran keletkezik racém anizilalkohol Beauveria bassiana fermentlevében, de a novekedés
késobbi fazisaban a képzddott alkohol visszaoxidalodik. A kiilonbozo ketonok redukcidja soran mi
is talalkoztunk iyen esettel Debaryomyces hansenii sejtet alkalmazva biokatalizatorként. Optikailag
tiszta fenilbutanol, illetve anizilalkohol eldallitdsat leird koézleményt szintén nem taldltam, noha
Pleurotus ostreatus fermentlevébdl p-anizilalkoholt mutattak ki legnagyobb mennyiségben az

aromas alkoholok koziil [Gutierrez et al. 1994].

2.8.7 A biokatalizator tarolasa

Mivel ipari léptékben, gyogyszergyari koriilmények kozott még nem alkalmaztak élesztOmasszat
katalizatorként, ezért fel sem meriilt a tarolas problémdja. Laboratoriumi tapasztalatok alapjan
elézetesen azt varhattuk, hogy a sejtmasszat annak specifikus enzimaktivits valtozasa nélkiil még
hiitott kortilmények kozott is csak nagyon rovid ideig tarolhatjuk. Megoldéasként a szaritds meriilt
fel. Molinaria és tarsai S. cerevisiae-t liofilizaltak, majd a gliikdzos oldatban regeneralt sejttomeggel
elvégzett reakciok eredményeit vetették Ossze a friss sejtmasszdval elvégzett redukciok

eredményeivel [1999]. Néhany biztatd eredményt a 7. tdblazatban mutatok be.
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7. tablazat Acetofenon redukcidja kiilonbozo torzsek friss €s a liofilizalt sejtmasszajaval (20 mM

kezdeti koncentracid €s 24 oras reakcioido)

Friss Liofilizalt

Konverzi6 ee | Konverzio ee
Candida utilis 30 95 (S) 15 >98 (S)
Kluyveromyces marxianus 10 35(R) <5 15 (R)
Pichia etchellsii 90 95 (R) 80 97 (R)
Pichia fermentans <5 - <5 -
Pichia glaucozyma 60 90 (S) 30 85 (S)
Pichia minuta 40 95 (S) 20 >98 (S)
Saccharomyces cerevisiae <5 - <5 -

Fuhshuku és tsai a biokatalizatorként alkalmazott élesztdsejteket kiilonboz6é modon szaritottak,
majd megmérték enzimaktivitasukat [2003]. Azt tapasztaltak, hogy a 80°C-ra hevitett szekrényben
szaritott ¢élesztd elvesziti ADH aktivitasat, viszont a liofilizalt és a porlasztva széritott sejtek jo
enzimaktivitassal rendelkeztek. Eredményeik bar érdekesek, mégse hasonlithatéak dssze egymassal,

mert a kiilonb6z6 szaritmanyokat kiilonbozo ideig taroltak, kiilonb6z6 mennyiségben hasznaltak fel

és a reakcioidoket is 2 és 30 6ra kozott valtoztattak.

A biokatalizator széritdsa Geotrichum candidum esetében azonban egészen meglepd eredményt
hozott (23. abra). Mig a friss sejtek gyenge enantioszelektivitas mellett (R)-1-fenilpropan-2-olt
allitottak el6 fenilacetonbol, addig a szaritott sejtek (S)-1-fenilpropan-2-olt termeltek 99% feletti ee

érték mellett [Nakamura 1996].

kezeletlen sejtek
OH O

ee 28% (R)

szaritott sejtek

>

ee 99,9% (S)

23. dbra Az acetonos szaritas a biokatalizator optikai szelektivitasat invertalta

44



2.9 A 21. szazad ADH biokatalizator tervezési stratégiaja

Az igazan hatékony bioreduktor egy olyan é16 sejt lesz (24. abra), amelyikben a szdmunkra
megfeleld enzim a NAD(P)-t regenerald dehidrogenézzal egytitt (pl. glilkono-DH, ha NAD, format-
DH, ha NADP a kofaktor) lesz kifejezve egy arra alkalmas (gyorsan novO, nem patogén,
genetikailag stabil) gazdasejtben. Ilyen rekombinans E. coli-r6l szamol be Kataoka [2003], de

egyelore csak laboratoriumi eredményekrdl olvashatunk.

glukoz \ / kiralis alkohol

NAD(P)+
GDH karbonil reduktaz
NAD(P)H
rekombinans E. coli

e

glukonolakton prokiralis keton

24. abra A 21. szazad bioreduktora
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 A kisérletek és mérések helyszinei

Valamennyi sejtndvesztéssel és bioredukcioval kapcsolatos vizsgélatot a budapesti székhelyli IVAX
Gyogyszerkutatd Inzézet Fermentacios Kisérleti Uzemében végeztem el (1149 Budapest, Berlini
utca 47-49.). A 1éptékndvelt bioredukciora alkalmas bioreaktor a Szintetikus Kisérleti Uzemben lett
telepitve. A bioredukciok hozamanak kovetésére alkalmas vékonyréteg-kromatografids analitikai
vizsgalatokat a Fermentaciés Kisérleti Uzemben, mig az enantiomer arany meghatarozisihoz
szlikséges HPLC modszer az Analitikai Osztalyon kertilt kifejlesztésre.

A dolgozatban leirt eredményekhez sziikséges munkat 2000. eleje €s 2004. vége kozotti idészakban

végeztem el.

3.2 A biokatalizatorként alkalmazott élesztotorzsek

A (3,4-metiléndioxifenil)aceton 1éptékndvelt sztereoszelektiv redukcidjahoz Zygosaccharomyces
rouxii (ATCC 14462) élesztotorzset hasznaltunk. Az aril keton szubsztrat screenhez Debaryomyes
hansenii torzset valasztottuk (NCAIM YO00468), ami a Candida famata teleomorf valtozata. C.
famata-val hasonlé j6 eredményeket kaptak Zmijewski és tsai [1997], mind hozam, mind
enantioszelektivitas tekintetében, ezért az altalunk kivalasztott aril ketonokon ezzel a toérzzsel is
elvégeztiik a redukcidkat, és az eredményeket Osszevetettiik Z. rouxii altal katalizalt atalakitasok

eredményeivel.

3.3 Taptalajok

Valamennyi taptalajt csapvizzel kellett a kivant térfogatra kiegésziteni, és a pH értékét egyik

esetben sem kellett allitani.

YM téapagar
¢lesztd kivonat 0,3%
malata kivonat 0,3%
pepton 0,5%
gliikéz 1,0%
agar 2,0%
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YMI taptalaj

gliikoz 2,0%
borsopepton 1,2%
malata kivonat 0,4%
¢élesztd kivonat 0,4%
YMT taptalaj
gliikk6z 4,0%
borsopepton 2,0%
malata kivonat 1,2%
¢éleszto kivonat 1,2%

Difco Candida Chromagar tapagar [Larone 2003]

A tapagart Petri csészékbe Ontve, sterilen forgalmazzak.

RR-1 termeld taptalaj

kukoricalekvar 6,0%
gliikoz 6,0%
gistex 0,5%
(NH4)2SO04 0,5%
CaCOs 0,5%
MgSO4x 7H,0 0,1%
PPG 0,1%

Az RR-2 termel0 taptalaj Osszetétele RR-1 taptalajéval megegyezO, de a kukoricalekvar helyett
3,0% kukoricalekvar port (Roquette, Solulys HPP) hasznaltunk.

Az RR-3 termeld taptalaj RR-1 taptalajjal megegyezik azzal a kiilonbséggel, hogy 18%
kukoricalekvar feliiluszét (CLS) alkalmaztunk a lekvar helyett. A CLS készitésének menete: a
lekvart 60°C-ra hevitettiik, majd a pH-jat NaOH-dal 8,5-re emeltik. A pH allitds utdn a
homérsékletét 95°C-ra emeltiik, majd 10 percen keresztiil ott tartottuk. A kezelés soran kivalt

csapadékot és szennyezddést Flottweg Z1 1g gyorsdekanter segitségével tavolitottuk el.
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A malata és az ¢élesztd kivonatot a Flukatol szereztiik be. A borsdpeptont az Oxoid ,,Vegetable
peptone Nr. 17 markanéven forgalmazza. A munka soran kukoricalekvart hatszor rendeltiink
(Hungrana), mindegyik sarzsbol szarmazo anyag megfelelt fermentaciés céljainkra. A

kukoricalekvarok mindségi bizonylatokon megadott értékeit a 8. tablazatban adom meg.

8. tablazat A felhasznalt kukoricalekvarok legfontosabb paraméterei

lekvar jele szarazanyag pH fehérje
1031 47,0 3,9 20,8
0409 46,0 3,6 21,0
0606 51.0 4.1 21.0
0901 46.5 4.2 21.5
1021 46.0 4.1 22.8
0211 51.0 4.2 21.0

3.4 A sejttenyésztés
3.4.1 Torzsfenntartas

Mindkét élesztétorzset 1 literes Blake tenyésztd livegbe sterilezett YM tapagaron tartottuk fenn. A
sz&t. Az inkubalast 28°C homérsékleten 3 napon keresztiil folytatjuk, majd a tenyésztd iivegeket
felhasznalasig hiitdszekrényben 4-8°C-on taroljuk. A megfeleld enzimaktivitds fenntartdsanak

érdekében az atoltas hetente végezziik.

3.4.2 Az inokulum tenyészet eldallitasa

A Blake tenyésztd livegrdl nyert sejtszuszpenzid teljes mennyiségével oltottunk 10 liter GYKI-15
tipusu fermentorba sterilezett YMT taptalajt. Also levegdztetés (0,5 vvm) és 425 rpm kevertetés
mellett 28°C homérsékleten 22 6ran keresztiil novesztettilk az inokulum tenyészetet. Az inokulum
tenyészet tovabboltasra alkalmas, ha nem tartalmaz idegen mikroorganizmust, pH értéke 5,0-6,0

koz6tti és sejtszama meghaladja a 10° sejt/ml koncentraciot.

3.4.3 A biokatalizator féfermentéacios szaporitasa és szeparalasa

3.4.3.1 Sejttenyésztés 10 liter hasznos térfogati fermentorban
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A sejtndvesztést optimalizalasi, vagy ellendrzési célokbodl szintén GYKI-15 tipust fermentorban
végeztiik el. Ekkor a valasztott RR taptalajt 100 ml ellendrzott inokulum tenyészettel oltottuk, majd
a 24 oras sejttenyésztési periddushoz a kovetkezd paramétereket allitottuk be: 26°C, 0,5 vvm, alsé
levegdbevezetés, 0,2 bar tulnyomas, 425 rpm. A fermentéacio befejeztével laboratdriumi centrifuga
segitségével nyertiik a biokatalizatorként alkalmazott sejtmasszat. Az iilepitést 2500 rpm mellett 20
percig végeztiik, ekkor egy 20-25% szarazanyagtartalmi sejtmasszat kaptunk, amit maximum egy

nap tarolas utan felhasznaltunk, vagy liofilizalas utan, hiitészekrényben taroltunk.

3.4.3.2 Léptéknovelt sejttenyésztés 1000 literes fermentorban

Amennyiben GYKI-1000 tipust fermentorban sterileztiink 1000 liter RR taptalajt, akkor a 22 6rés
10 liter inokulum tenyészet teljes mennyiségével oltottunk. A DeltaV szabalyozdberendezéssel
ellatott fermentoron (25. dbra) a kdvetkezd paramétereket allitottuk be: 26°C, a DO >30% tartasat a
kovetkezo paraméterek emelésével oldottuk meg: 0,2-0,6 vvm, alsé levegébevezetés, 250-350 rpm
kevertetés és 0,2-0,4 bar tulnyomas. A 25. abra az 1000 literes fermentor szabalyozorendszerének

rendszerattekintd képét mutatja be.
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25. abra A DeltaV folyamatszabalyozo6 rendszer rendszerattekint6 képe
A 24 oréas fermentlé sejtszeparalasara a Flottweg Z11g tipust gyorsdekantert hasznaltunk. A 6000

rpm sebességgel forgd dobra 2 liter/perc térfogatirammal engedtilk a fermentlevet, igy 25%

szarazanyagtartalmu 65-75 kg tomegli sejtmasszat kaptunk.

3.4.4 Sejtkoncentraci6 meghatarozasa
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A sejtszam novekedését sejtszamolassal kovettiik. A 10°-10 sejt/ml eredeti sejtkoncentracio Biirker
kamraban torténd szamoldsdhoz a fermentlevet 1000x-re higitottuk, majd a nagyobb négyzetben
szamoltuk a sejteket. Minden esetben 27 db négyzetben szamoltuk meg a sejteket, a legnagyob és a
legkisebb értéket elhagyva az atlagértékbdl a kovetkezd egyenlet segitségével szamoltuk az eredeti

sejtkoncentraciot:

s=xx25%x10"xH ,

ahol s a fermentlé sejtkoncentracioja (sejt/ml), H pedig a higitds szorzdészama.

A bioredukcié soran felmertilt, hogy a gyantaval valdé dorzsolodés, vagy a toxikus keton/alkohol
miatt az eredeti €10 sejtszam csdkkenhet. Az €16 sejtszamot a megfeleld higitasok utdni 1 ml YM
agarra teritést kovetd 2 nap, 28°C-on torténd inkubalas utan tudtuk meg. Ebben az esetben a sejt/ml
sejtkoncentraciot a higitassal felszorozva kaptuk meg. Minden higitasbol legalabb 5 Petri csészére
teritettiink, majd a legnagyobb és a legkisebb értéket elhagyva a 3 kdzépso érték atlagat szoroztuk
meg a higitassal. Az igy kapott értéket €16 sejtszamnak, vagy cfu-nak (colony forming unit) is

szokas nevezni.

3.4.5 Az iilepitett nedves sejttomeg mérése (PMW)

A PMW-t (packed mycelia weight) MLW 240 tipust laboratériumi centrifugan 20 perc, 2500 rpm
iilepités utan kaptuk meg. Megfeleld mennyiségli sejtmasszat nyertiink abbdl a fermentlébdl,
melynek PMW tartalma meghaladta a 10%-ot. A 10%-0s PMW tartalomhoz minimélisan 10’

sejt/ml sejtkoncentracio tartozott.

3.4.6 A sejtmassza tisztitasa

A dekantalt sejtmasszat az eredeti fermentlé térfogataval megegyezd mennyiségii steril vizzel
higitottuk, majd 26-28°C hémérsékleten 1 6ran keresztiil , 250 rpm fordulatszamon kevertettiik.

Ezutan a szuszpenzidt a fermentlével megegyezé mddon iilepitettiik.
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3.5 A bioredukcio

3.5.1 Laboratoriumi lépték, gyanta nélkiil

A 2500 rpm fordulatszamon 20 percen keresztiil centrifugazott sejtmassza (PMW 10%, 23-25%
szarazanyagtartalmu) 2 g mennyiségét, 10 mmol ketont, 250 mg gliikozt (Z. rouxii esetében), vagy
0,25 ml 2-propanolt (Debaryomyces hansenii esetében) 25 ml-re egészitettiik ki 1,0% Na,HPO4-ot
tartalmazo desztillalt vizzel 100 ml-es keskenyszaji Erlenmeyer lombikban. A reakcidelegyeket
ezutan 1 6ran keresztiil 28°C-ra temperalt razészobaban 325 rpm razasi sebesség mellett inkubaltuk.

A reakcid ledllitasa és a termék extrakcioja 25 ml etil-acetattal tortént.

3.5.2 Laboratdriumi 1épték, gyantat tartalmazo reakcidelegy

Az XAD-7 gyanta 7,5 g mennyiségéhez 500 mg szubsztratot és 1 ml 1%-os Na,HPO, oldatot
adtunk, majd 30 percen at sikrazon kevertettiik a lombikot 100 rpm sebességgel. A 3.5.1 pont alatt
leirt modon elkészitett sejtmassza 4,0-5,0 g mennyiségét ugyannyi vizzel higitottuk, majd 7,5 ml-t a
gyantan rogzitett ketonhoz adtunk. Végill az ADH kofaktoraként 2,0 glikéz adtunk a
reakcioelegyhez. Sikrazon 100 rpm kevertetés és 28°C mellett 24 oran keresztiil végeztik a

redukcidkat, majd 50 ml etil-acetattal extrahaltuk az elegyet.

3.5.3 Léptéknovelt bioredukcid

A Iéptéknovelt redukcidohoz sziikséges menyiségli sejtmasszat Flottweg Z1 lg tipust
gyorsdekanteren allitottuk eld. Megfeleld szdrazanyagtartalmu (22-25%) sejttomeget kaptunk, ha

6000 rpm mellett 2 liter/perc térfogatirammal engedtiik a fermentlevet a dekanter dobjéaba.

26. abra A Rosenmund reaktor keverdeleme é€s a szlirje
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A 1éptékndvelt bioredukciot Rosenmund, sziirds reaktorban végeztiik. A 300 literes duplikalt falq,
rozsdamentes edény aljaban egy 150 um méretl szitasziird, felette pedig egy a gyantat a szir0 teljes
feliiletén atmozgato, atforgatd keverdelem talalhato (26. ébra).

A reaktorba 100 kg XAD-7 gyantat, 8 kg (3,4-metiléndioxifenil)acetont és 10 liter 1%-0s Na,HPO4
oldatot adagoltunk, és 1 ordn keresztiil 30 rpm kevertetés mellett homogenizaltuk és rogzitettiik a
ketont a gyanta feliiletére. A 30 kg sejtmassza és a 14 kg gliik6z beadagolasa utan a reakcioelegyet
200 literre egészitettiik ki, majd 16-24 6ran keresztiil 30 rpm és 28°C paraméterek rogzitése mellett

elvégeztiik a beadagolt keton sztereoszelektiv redukcigjat.

3.5.4 Liofilizalas

A 3.5.1 pontban leirtak szerint késziilt sejtmassza 10-12 g-jat 250 ml térfogatu, csiszolatos szaju
lombikba tettiik, majd vagy acetonos szarazjégben, vagy folyékony nitrogénben, vagy jo
hészigeteld (polisztirol hab) dobozban -80°C-os mélyfagyasztoban fagyasztottuk, utdna pedig Virtis
Sentry 5L tipusu liofilizalo berendezés segitségével 24 oran keresztiil szaritottuk. A 2,5-3,0 g port

jol zar¢ fidlakban hiitészekrényben taroltuk felhasznalasig.

3.5.5.Bioredukcio liofilizalt sejt alkalmazasaval

A hitészekrényben tarolt liofilizalt sejtpor 2,0-2,5 g mennyiségét 250 ml steril Erlenmeyer
lombikba tettiik, majd 100 ml 0,1% Na,HPOu-ot és 1,0% gliikdzt tartalmaz6 steril vizzel ontottiik
fel. A sejtregeneralast 28°C-os homérsékleten 1 oran keresztiil lassi keverés mellett végeztiik. A

bioredukcidhoz sziikséges sejtmasszat a 3.5.1 pont szerinti miiveletsorral kaptuk meg.

3.6 Analitikai modszerek

3.6.1 Mintavétel gyantat tartalmazé reakcioelegybol

A bioredukcié nyomonkodvetésének érdekében a 2., 4., 8. és 24. 6rdban mintat kell venni a gyantat
tartalmazé reakcidelegyb8l. Ehhez a feladathoz a Fermentacios Kisérleti Uzemben egy

multifunkciondlis mintavevd kerilt kifejlesztésre, amit az Eredmények rész 4.2 fejezetében

részletesen bemutatok.
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3.6.2 Az alkalmazott VRK moddszer

A bioredukcié elérehaladtat, a hozamat VRK modszerrel kovettiik. Allofazisként 10 x 20 cm
méretll 60 Fas4 Merck réteget, mobil fazisként hexan - etil-acetat (7:3 v/v%) keveréket hasznaltunk.
A réteget a mobil fazissal minden esetben el6tisztitottuk, majd vakuum-szarité szekrényben
szaritottuk. Az acetonos mintak, valamint a referens oldatok 2, 4 és 8 pl mennyiségét CAMAG
Linomat IV félautomata eszkdz segitségével vittiik fel 3 mm széles csikokban. A megfutatott
rétegek kiértekelését CAMAG TLC Scanner II tipust denzitometrias elven miikodd késziilékkel és
a CATS szoftver segitségével végeztiik el. Az elvalasztds eredményei (Ry értékek) a 4.2.3 pont alatt
talalhatoak.

3.6.3 HPLC modszer az enantiomerek elvalasztasara

Az eléallitott kiralis alkoholok enantiomereinek elvalasztdsdhoz haszndlt rendszer a kovetkezd
elemekbdl épiilt fel: Waters 510 tipusi pumpa és Waters 486 tipusu detektor, allofazisként
Chiralcel OD-H (Daicel) oszlopot, mozgdfazisként hexan és 2-propanol keverékét alkalmaztuk,
ahol az utdbbi 2-5%-ban volt jelen az izokratikus rendszerben. Az abszolit konfiguraciot pedig az
ismert sztereoizomerrel dsszehasonlitva adtuk meg, ahol ilyen nincs, ott az El, illetve E2 jelolést
vezettik be, ezzel utalva a rovidebb és hosszabb retencids id6vel csucsot add enantiomerre. A

kiilonb6zo enantiomerek retencios idoit az Eredmények fejezetben mutatom be.

Erdemes folyamatosan ellendrizni az enantiomerparok retencids idejét, mert egy szinvonalas
kozleményben egészen meglepd eredményrdl szamoltak be. A folyamatosan hasznalt kiralis tolteti
,Chiralcel OJ” tipust oszlop elvalasztoképessége romlott, majd az enantiomerek forditott retencios
idokkel eludlodtak az oszloprol! A kimeriilt oszlop alapos tisztitasa és regenerdldsa utan ismételten

az eredeti retencids idokkel sikeriilt az enantiomer parokat megkapniuk [Fuhshuku et al. 2000].
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4. EREDMENYEK

4.1 A (3,4-metiléndioxifenil)aceton sztereoszelektiv bioredukcidojanak léptéknovelése

4.1.1 A sejttermelés fejlesztése €s a sejtmassza eldallitasa 1000 literes fermentorban
4.1.1.1 A torzsfenntartds modjanak hatasa a tenyészet enzimaktivitadsara

A sejtmassza enzimaktivitasanak szempontjabol nagy jelentésége volt a friss szilard tenyészetnek.
A hiitészekrényben 1 hétnél hosszabb ideig tarolt tenyészetekkel oltott fermentaciok megfeleld
sejtkoncentracio elérése mellett is gyengébb enzimaktivitdssal rendelkeztek, ezért heti
rendszerességgel kellett atoltani Z. rouxii tenyészetiinket. Megfeleld enzimaktivitasu tenyészeteket
nyertlink abban az esetben is, ha liofilizalt, hiitdszekrényben tarolt por 1 g mennyiségét adtuk a 10
liter inokulum téptalajhoz. A 3.4.2 pontban leirt tenyésztési paraméterek megtartasa mellett, 22 6ra
névesztés utan igy is 10° sejt/ml sejtkoncentraciét meghaladéd sejtszamu elStenyészettel tudtunk

oltani.
4.1.1.2 Az inokulum tenyészet eldallitasanak fejlesztése

A GYKI-15 tipusu fermentorban a leirt koriilmények kozott 22 oOran keresztiil tartott az
exponencialis ndovekedési szakasz, melynek befejeztét a glilkdz elfogyasa miatti pH emelkedés,
illetve a sejtkoncentracidé novekedésének befejezése is mutatta. Legjobb enzimaktivitasu tenyészetet
abban az esetben kaptunk, amikor a 22 6rds tenyészettel oltottuk a féfermentacios taptalajt (9.
tablazat). Iddsebb inokulum tenyészettel tovabboltva szintén megfeleld sejtkoncentraciot értiink el a
fofermentacié 24. orajara, de a tenyészet specifikus enzimaktivitaisa nem volt megfelelo.
Egyértelmiivé valt, hogy a sejtszam ¢és a specifikus enzimaktivitds kozott nincs egyértelmii

Osszefiiggés.

9. tablazat A kiilonb6z0 ideig novesztett inokulum tenyészet hatasa az enzimaktivitasra

Az inokulum tenyészet novesztési idoi (ora)

16 22 36

Az inokulum tenyészet sejtszama (sejt/ml) (3-4)x 10° (7-11) x 10° (10-15) x 10°
A fermentécié sejtszama (24. éra, sejt/ml) (6-9) x 10° (18-25)x 10°  (15-25)x 10°

A bioredukcié hozama a 18. éraban (%) 60-76 95-100 84-89
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4.1.1.3 Az oltasi arany hatdsanak vizsgalata

A sejttermeld fermentacids taptalaj térfogatanak minddssze 0,1%-val oltva is megfelel6 ADH
aktivitasu és sejtszamu fermentlevet kaptunk 10 literes fermentorban. A gyakorlatban azonban 1%-
kal oltottuk az 1000 literes fermentort, mert igy a magasabb kezdeti sejtkoncentracio mellett idegen
organizmus felszaporodasa még kisebb eséllyel fordulhatott el6. A 10% oltéanyag alkalmazdsanal
megfeleld sejtkoncentracio elérése mellett is gyenge enzimaktivitasi sejttdmeget kaptunk, mert
tulsagosan nagy aranyban (kb. 10%) voltak jelen eloregedett sejtek a bioredukcidés masszaban (10.

tablazat).

10. tablazat Az inokulalasi rata hatasa az enzimaktivitasra

Oltasi arany (%)
0,1 1 10
A féfermentacié kezdeti sejtszama (sejt/ml) 10° 10’ 10°
A fermentacié sejtszama (24. 6ra, sejt/ml)  (10-22)x 10°  (18-25)x 10*  (18-25) x 10°
A bioredukcié hozama a 18. éraban (%) 95-100 95-100 78-83

Viaratlan eredményt kaptunk az inokulum Iépcsék hatasdnak vizsgalatdnal: mar a masodik
inokulalasi 1épcsd beiktatdsaval is romlott a sejt specifikus enzimaktivitdsa. Az oltasi 1épcsék
hatasanak vizsgalatanal 1% oltasi aranyt alkalmaztunk. Ezzel a legnagyobb késziilékiink oltasat is
egyetlen inokulum Iépcsdvel sikeresen megoldottuk, igy ennek tovabbi vizsgalatat, optimalasat nem

folytattuk.

4.1.1.4 A sejttermeld taptalajok kifejlesztése

A korabban leirt koltséges sejttenyésztési eljaras [Vicenzi et al. 1997] az IVAX Fermentacids
Kisérleti Uzemének kériilményei kozott nem volt alkalmas megfelelé enzimaktivitdssal rendelkezd
sejtmassza eldallitasara. Mivel mind az inokulum, mind a féfermentacios taptalaj allati eredetii
Osszetevot is tartalmazott, igy harom igénypont fogalmazodott meg egy 0j taptalajokat tartalmazo
technologia kifejlesztésére:

e Megfeleld enzimaktivitasu tenyészet eldallitasa.

e A taptalajok egyike sem tartalmazhat allati eredeti komponenst.

e Csokkentett koltségli taptalajok (Iéptékndvelten is gazdasagos).

55



Az inokulum taptalaj mindségének vizsgalata

Az inokulum téptalaj Osszetevdit alapvetden nem kellett megvaltoztatni, mert robbanésszerii
novekedést tapasztaltunk az exponencidlis ndvekedési szakaszban, egyediil az éllati eredetli peptont
kellett kivaltanunk. Kiprobaltunk kiilonb6zo gyartok altal forgalmazott szojakészitményeket, de az
ezek adagolasa mellett novesztett tenyészetek megfeleld novekedés mellett szintén rossz
enzimaktivitast mutattak. Végiil az Oxoid Vegetable pepton Nr. 1 (z6ldborsobol késziilt pepton)
valt be, amelyikkel az éllati eredetii peptonéval megegyezd eredményeket kaptunk. Erdekes és
megnyugtaté eredmény, hogy a Magyarorszdgom forgalmazott (Difco, Fluka, Oxoid, Merck)
malata- és ¢lesztd-kivonatok mindegyikével megfeleld mindségli oltéanyagot tudtunk eldallitani, a

kiilonboz6 gyartok termékei kozott mindségi kiillonbséget nem tapasztaltunk.

A fofermentdcios taptalaj fejlesztése

Nehezebb feladat volt a koltségérzékeny fofermentacids taptalaj kivalasztasa. Az alapszénforrasnak
a mindenhol konnyen hozzaférhetd gliikozt, alapvetdé nitrogén forrasnak pedig a magyar
fermentacids iparban altalanosan alkalmazott kukoricalekvart valasztottuk. Ezen komponensek
mennyiségek optimalasat a Box-Wilson kétvaltozds kisérleti terve alapjan probaltuk meghatarozni.
Eldkisérleteink soran megéllapitottuk, hogy a megfeleld kiegészitokkel jo enzimaktivitdsa
tenyészeteket kaptunk, az alapvetd két 0sszetevd mennyiségétdl fliggetleniil, igy az optimalast csak

a sejtszamra kellett elvégezniink.

A kukoricalekvar bar jo nitrogénforrasnak bizonyult —megfeleld enzimaktivitasti sejtmasszat
allitottunk elé felhasznédldsaval-, de a lekvarban 1évd szennyezddések rontottdk a gyanta
adszorbcids képességét, igy a bioredukcids elegyben a keton/alkohol koncentraciéja megnétt, ami

megakadalyozta a redukcio befejezését.

A kukoricalekvart kukoricalekvar porral (Roquette, Solulys HPP) probaltuk helyettesiteni, aminek
elénye az lett volna, hogy vilagszerte beszerezhetd, ¢és allandd mindségli komponens.
Alkalmazasaval nem kaptunk kielégit6 ADH enzimaktivitdsu sejtmasszat, ezért a kukoricalekvar
megtisztitasa mellett dontottiink. Kifejlesztettink egy egyszeri technologiat, melynek soran
megszabadulunk a hdre, és a magas pH-ra kicsapodd szennyezOktdl. Az igy -eldallitott
kukoricalekvar feliiliszébol (CLS) szobahdmérsékleten és semleges pH tartomanyban lejatszodo

bioredukcié soran nem csapddott ki szennyezd anyag. A CLS alkalmazéasanak egyetlen prolémaéja

56



volt, hogy a kukoricalekvar mindsége a vilag kiilonbozd részein a kukorica mindségétdl és
fajtajatol, valamint a kukoricakeményité gyartasanak technologiajatol fiiggéen valtozo, az altalunk
leirt technolégia csak a Hungrana, Amysteep 234 tipust készitményének alkalmazisa mellett

reprodukalhato.

4.1.1.5 A pH szabalyozas hatasa a sejttomeg eldallitasara és annak enzimaktivitasara

A sejttermeld fermentidcio pH gorbéje szabdlyozas nélkiil 4,0-4,5-ig cs6kken a nodvekedés
exponencialis szakaszaban, majd nd, és a gliikoz teljes kimertilése utan 7,0-8,0 kozé all be. Ezért
egyértelmiivé valt, hogy amennyiben sziikséges, akkor is elegendd az egyoldali pH szabalyozés. A
pH szabalyozés hatasdnak vizsgalatait GYKI-15 tipust fermentorban végeztiik el. Ammonia, illetve
natrium-hidroxid oldattal Gigy szabalyoztuk a taptalaj pH-jat, hogy az ne csdkkenjen 6,0 ala. A 24
6rds novesztés utdn megvizsgaltuk a tenyészet sejtkoncentraciojat ¢€s enzimaktivitasat.
Eredményeinket a 11. tablazatban foglaltam Ossze. A sejtkoncentracidban nem tapasztaltunk
kiilonbséget, mig az ammonia oldattal szabalyzott tenyészet enzimaktivitasa nem volt megfeleld. A

tenyészet enzimaktivitasa azonban pH szabalyozas nélkiili ndvesztés mellett is megfelelonek

bizonyult.

11. tdblazat A pH szabalyozés hatasa a novekedésre €s a tenyészet enzimaktivitasara

pH szabalyozas (>6,0)
Ammonia NaOH Szabalyozas
nélkiil
A fermentlé sejtszama (24. éra, sejt/ml) (15-22)x 10°  (18-25)x 10 (15-25)x 10
A bioredukcid hozama a 18. draban (%) 75-85 95-100 95-100

4.1.1.6 Az oldott oxigén szabalyozasi stratégia optimalasa

Az oldott oxigén szabalyozasanak sziikségessége az elsd 1éptékndvelt fermentacid sordn kideriilt,
hiszen a nem szabalyozott fermentacioknal beallitott alapértékek mellett az oldott oxigén
koncentracioja nullaig siillyedt, ezzel megallitva az exponencidlis novekedési szakaszt. A
levegdztetést viszont nem allithattuk a fermentacidé kezdetén magas térfogatdramra, mert akkor
kihabzott volna a téptalaj. A keverést szintén nem célszeri magas fordulatszamon miikddtetni a
fermentacid teljes id6tartama alatt. Az alkalmazott folyamatiranyitd rendszer részeként a gyartd

céggel kozosen egy oldott oxigén szabalyozd algoritmust fejlesztettiink. Két beavatkozasi sorrend
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koziil vélaszthattunk: levegdztetés — keverés — nyomas, vagy keverés — levegdztetés — nyomas.
Esetiinkben az oldott oxigén hirtelen és gyors zuhanasat csak a levegdztetés emelésével tudtuk
ellensulyozni (200 liter/percrél 700 liter/percig emeltiik), majd amikor elértiik a levegdztetés
emelésének felsd hatdrat, akkor a keverést emeltiikk 250 rpm-rél 350 rpm-ig, amennyiben ez sem
elegendd a belsé nyomast emeltiik 0,2-r61 0,4 barra. Legalsé relativ oldott oxigén szintnek a 30%-ot
valasztottuk. Egy GYKI-1000 literes fermentorban végrehajtott szabalyozas trendgorbéit (DO,
levegdztetés, keverés, nyomds) mutatja a 27. dbra. A validalt folyamatiranyitd rendszer egy
folyamatosan gyijtott sarzs adatai alapjan késziilt trendgorbéjét a 1. mellékletként csatoltam. A
30%-os relativ telitettség alatt mar a sejtek nem levegdznek megfeleléen, szaporodasuk lelassul.
Erdekes eredmény, hogy a rosszul levegdztetett koriilmények (DO<30%) kozott eléallitott
sejtmassza tomege kisebb, de enzimaktivitisa megegyezik a jol levegoztetett tenyészetek

aktivitasaval.
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27. abra Az oldott oxigén szabalyozas stratégiaja (DO: vastag folytonos; levegdztetés: szaggatott;
keverés: pont-szaggatott; nyomas: pontvonal)

4.1.1.7 A novesztés idotartamanak hatdsa a tenyészet ADH enzimaktivitasara

crer

exponencialis novekedési szakasz a 18-20 6ra kozott fejezddott be, ezutdn a sejtkoncentracid
jelentésen nem novekedett (12. tablazat). Megvizsgaltuk kiilonb6z6 kora tenyészetek
enzimaktivitasat, és azt tapasztaltuk, hogy az exponencidlis szakasz befejezése utan 4-6 oOraval

legjobb a tenyészetek enzimaktivitasa.
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12. tablazat A novesztés idOtartamanak hatdsa a tenyészet enzimaktivitasara

20 6ra 24 6ra 48 oOra
A fermentlé sejtszama (sejt/ml) (13-25)x 10*  (18-25)x 10*  (18-30)x 10®
A bioredukci6 hozama 18. drajaban (%) 80-90 95-100 90-100

4.1.2 A bioredukcio6 fejlesztése

Az alkalmazott redukcids technoldgiat a kordbbi kozleményekben leirt moédon nem tudtuk
reprodukalni, a paraméterek nem voltak optimalizalva [Vicenzi et al. 1997]. Gyakran tapasztaltunk
alacsony hozam mellett megakadt biokonverziot, a klinikai fazisokhoz sziikséges mennyiségii
hatdbanyag gyartasait sem tudtuk megkezdeni a bioredukcié koriilményeinek vizsgéalata, a

technologia fejlesztése nélkiil.

4.1.2.1 A homérséklet hatasa a redukcid hozamara

Megvizsgaltuk a redukcido homérséklettdl valo fiiggését, és megallapitottuk, hogy az egyébként is
rigid élesztdsejt 25-36°C kozotti hdmérséklettartomanyban gyakorlatilag mérhetd kiillonbség nélkiil
végzi el a bioredukcidt, sem enzimaktivitidsban, sem enantiomer tisztasdgban nem tapasztaltunk
kiilonbséget. Technoldgiai szempontbol a lehetd legalacsonyabb hémérséklet a kivanatos. A
fermentlé fermentorbol vald kiengedése utan nem tudtunk steril koriilményeket biztositani sem a
dekantalas, sem a bioredukcid sordn, igy a levegdbdl és az érintkezd feliiletekrdl szennyezd
mikroorganizmusok keriiltek a sejtmasszaba. Ezek koziil a gyorsan szaporodd aerob baktériumok
voltak veszélyesek a bioredukciora, amik képesek felszaporodni a redukcios elegyben.
Szaporodasuk sordn a koszubsztratot felhasznaljak, a reakcidelegy pH-jat pedig lényegesen
csokkentik, amely események barmelyike a termékképzddés megakadasahoz vezet. Az idegen,
karos mikroorganizmusok magas hémérsékleten (>30°C) szaporodnak gyorsan, a 26°C viszont mar
kifejezetten lassitja szaporodasukat. Az alacsonyabb hoémérséklet alkalmazisa oOta idegen

mikroorganizmus nem okozta a reakcid megakadast.
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4.1.2.2 A levegdztetés hatasa a bioredukciéra

Tovabbi fontos tapasztalatokhoz vezetett a redukcids elegy levegdztetésének vizsgalata. A reakcio
fliggetlentil a levegdztetéstdl rendben végigfutott. Egyediili problémat a szén-dioxid feldtisulésa, és
az ezzel egyiittjard pH csokkenés okozott. Ezt kizdrdlag 1égmentesen zart edényben tapasztaltuk, a
legkevésbé intenziv keverés is elegendd a szén-dioxid kilevegOztetésére. A karos baktériumok
felszaporodasanak elkeriilése érdekében azonban levegObevezetés nem javasolt. A szén-dioxid
kihajtasara és az aerob baktériumok visszaszoritasanak érdekében nitrogén bevezetését javaslom a
tovabbi léptéknovelés reprodukalhatésaganak fenntartasa céljabol. Laboratoriumi 1éptéknél nem
tapasztaltunk semmilyen gatld hatést, és az €16 sejtszam pedig egyik esetben sem csokkent. A 13.

tablazat foglalja 0ssze a kiillonb6z6 mdodon levegdztetett rendszerek eredményeit.

13. tablazat A laboratériumi 1éptékii bioredukcidé hozamanak fiiggése a kiilonbozoképpen
levegoztetett rendszerekben (n=3)

Levegdztetés modja

Aszeptikusan Nyitott, Nitrogén

zart rendszer kevertetett bevezetés
A bioredukcié hozama (4. ora) (%) 26-38 45-60 45-60
A bioredukcié hozama (18. 6ra) (%) 55-75 95-100 95-100

4.1.2.3 A gyantat tartalmaz6 elegy keverése

Az alkalmazott gyanta rendkiviil hasznos adszorbensként lehetdvé tette a bioredukcids elegy
olyan mértékben adszorbedlja feliiletén, hogy a sejt altal hozzaférhetd vizes kozegben a reagensek
toxikus érték alatti koncentraciotartomanyban maradnak. Az alkalmazott XAD-7 gyanta viszont
konnyen elporlik keverés hatasara, mialtal elvesziti elonyOs tulajdonsagait, és a reagensek

koncentracioja a kritikus érték f6l¢ emelkedik, a bioredukci6 lelassul, majd leall.

Laboratériumi 1éptékben ugyanazon magneskeverével kiilonb6zé fordulatszamon, valamint
kiilonb6z6 méretli keverdelemeket alkalmazva, azonos fordulatszdmon vizsgaltuk a redukcid
lefutasat. Arra természetesen gondosan ligyeltiink, hogy megfeleléen atkeveredjen a rendszer.
Osszehasonlitasul keveréelem nélkiil, sikrazén, 90 rpm sebességgel is futtattuk a reakciot (14.
tablazat). Ez utobbit vettiik az elérhetd legjobb reakcididének, mivel itt a gyanta egész biztosan nem

sériil. A gyanta nagyobb méretli keverdelem, valamint nagyobb fordulatszamt keverés hatasara is
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elveszitette adszorbeald képességét, ezzel megallitotta a rekcid lefutasat. A 1éptékndvelt
bioredukci6 esetében a Rosenmund reaktor specialis keverdeleme 30 rpm keverési sebesség mellett

tobbszori felhasznalas soran sem rongalta a gyantat.

14. tablazat A kiulonbozo6 keverési modok hatasa a biokonverziora

Keverdelem
Sikrézon Keverdelem

3cm 5 cm
A bioredukcio hozama 4. 6rdban (%) 55-60 50-60 21-45
A bioredukcioé hozama 18. draban (%) 95-100 95-100 38-60

Keverés sebessége
50 rpm 100 rpm 200 rpm

A bioredukcié hozama 4. 6raban (%) 50-60 45-50 <15
A bioredukcié hozama 18. 6rajaban (%) 95-100 55-60 <15

A sikrazot 90 rpm fordulatszamra, a magneskever6t a tablazat felso felében pedig 50 rpm-re allitottuk. A fordulatszam
hatéasat vizsgalo kisérletet pedig a 3 cm hosszu keveréelemmel végeztiik el. A sikrazora felhelyezett reakcidelegyet 100
ml Erlenmeyer lombikba, a kever6elemmel mozgatott elegyeket pedig 100 ml f6zOpoharba ontottiik. A f6z6pohar
atmérdje 5,5 cm volt.

4.1.2.4 A gyanta aranyéanak hatasa a biokatalizatorra

A reakci6 a reagensek gyanta-vizes fazis megoszlasara rendkiviil érzékeny. A gyanta/reagens arany
optimalasat mar kordbban elvégezték [Zmijewski et al. 1997]. Ellendrzésképpen mi is feldllitottunk
egy kisérletet, ahol a gyanta mennyiségét 20%-kal csokkentettiik, illetve noveltiik, mikézben a
reakcidelegy tobbi komponensét valtozatlanul adagoltuk. A 28. dbra mutatja, hogy a gyanta
mennyiségének 20%-os csokkentése olyan magas reagenskoncentraciot eredményez, hogy az
atalakulas mar a 2. 6rara megall, mig a 20%-kal tobb gyanta alkalmazasakor egy idében elhtizodo

reakcidt kapunk, ugyanis a reaktiv vizes fazisban alacsony az atalakitand6 keton koncentracioja.
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28. abra A gyanta mennyiségének hatdsa a redukcio lefutasara (A : +20% gyanta, V¥ :-20% gyanta)

4.1.2.5 A koszubsztrat mennyiségének vizsgalata

Az egész-sejtes bioredukcios rendszerek nagy elénye az in vivo kofaktor regenerdlds. A NADP
kofaktor redukcidjdhoz koszubsztratra van sziikség, melynek lebontasa soran NADPH keletkezik.
Jonéhany cukrot és alkoholt megvizsgaltunk, és megallapitottuk, hogy az alkoholok nem megfeleld
koszubsztratjai a Z. rouxii ADH-nak, a cukrok koziil a gliikoz €s a szahar6z alkalmazasa vezetett
adagoltunk. A 2 és 4% gliikdz adagolasa kevésnek bizonyult 8% adagolasa mellett kisebb szorassal
kicsit magasabb atlagértékkel kaptuk az alkoholt, mint 6% adagolasa mellett. A 10 és 12% gliikoz

adagolasakor pedig a képz6do etanol lehetett felelds az atalakitas gatlasaért.
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29. abra A kiilonb6z6 gliikdz koncentraciok hatdsa a biokonverziora

4.1.2.6 A sejtszeparalads modjanak hatdsa a biokatalizator ADH aktivitasara

A biokatalizator ilepitésének 1éptéknovelésekor a sejtre szamos olyan tényezd hatott, amivel
laboratériumi koriilmények kozott nem taldlkozhattunk. A 1éptékndvelt sejtmassza eldallitasat egy
6000 rpm fordulatszdmmal forgd, 60 cm hosszu, vizszintes tengelyelrendezésti dekanter
segitségével oldottuk meg. A laboratériumi centrifugdhoz képest a tartozkodasi id6 a 20 percrol 5
percre csOkkent, a 16-18°C-ra visszahiitott fermentlé homérséklete 38-42°C-ra melegedett a
szeparalas soran, a sejtmasszat pedig egy dobon beliili csiga terelte a kiomld nyilds irdnyéba.
Tapasztalataink alapjan egyik tényezd sem rontotta a sejt életképességét és enzimaktivitasat.
Egyediili kiilonbségként a sejtmassza eltarthatosagat jegyeztiik fel. Mig a laboratériumi mennyiségii
sejtmasszat egy steril, lezart Petri csészében egy hétig is tarolhattuk enzimaktivitdsanak romlasa
nélkiil, addig a 60 kg koriili sejttomeget 24 6rdn beliil fel kellett hasznalni. Ennek oka az, hogy
nagyon lassan hiil 4t a nagy tomeg, ¢és a sejtmassza belsejében kedvezdtlen folyamatok
jatszodhatnak le, a massza szarado feliiletén pedig tobb alkalommal figyeltiink meg penészgomba

novekedést.
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4.1.2.7 A tisztitott sejtmassza vizsgalata

A dekantdlds soran a kiillonb6z6 szennyezddések (a taptalaj komponensei, kiilonbozo
metabolittermékek) a sejtmasszaval egyiitt kitilepedtek (30. abra). Azokban az esetekben, mikor a
gyanta nem volt sériilt és fertdzést sem regisztraltunk, a szennyezést tettiik feleldssé a reakcid
megakadasaért. Ezt oly mdédon bizonyitottuk, hogy ugyanazt a sejtmasszat atmostuk desztillalt
vizzel, majd ezutan lefuttatva a reakcidot mar nem tapasztaltuk a reakcidé megakadasat. A jelenség
oka a gyanta adszorbcios tulajdonsaganak csokkenésében keresendd: a szennyezések eltomitették a
gyantat, igy az folyamatosan kevesebb reagenst tudott megkdtni. A vizes fazisban a keton/alkohol
koncentréacio elkezdett novekedni, majd a kritikus koncentraciot elérve megallitotta a redukciot,

mivel az elpusztult sejtek nem regeneraltak a NADP kofaktort.

30. abra Bal oldalon a tisztitas nélkiili, mig jobb oldalon a tisztitott sejtmassza lathato

Mivel ez a probléma csak ritkan jelentkezett, ezért mint kivaltdé okra, a sterilezés kdzbeni
talmelegedésre gondoltunk. A sterilezés alatti homérséklet-lengés csokkentésével a gyanta
eltomddéséért felelds szennyezok eliminalodtak, igy nem volt sziikség az i1dd és energiaigényes

sejtmassza tisztitasra.

4.2 Multi-funkcionalis mintavevé berendezések gyantat alkalmazo reakcidelegyhez
4.2.1 A mintavevd berendezés mitkodésének bemutatdsa
Kifejlesztésre keriilt egy olyan mintavevd berendezés, amelyik dnmagaban alkalmas a nedves (31.

abra, b-1), és a szdraz (b-2) gyanta mennyiségének meghatarozasara, tovabba a gyanta feliiletén

adszorbedalt terméket/szubsztratot szerves oldodszerrel le is oldhattuk [Erdélyi et al. 2003].

64



(2]

A

®
I TETTTTTTUTT ’Q\m
|[|]/ﬁf[|
— R '

31. dbra Multifunkcionélis mintavevd berendezés elemei: (a) hajlitott iivegcso; (b) osztott (ml)
iivegesddarab; (¢) 150 um-es szlirdszita rozsdamentes acélbol; (d) 10 ml-es fecskendd; (e) szlikitd
kozdarab

Az eszkoz hasznélata egyszerii: a fecskendd segitségével 6-8 ml nedves gyantét szivtunk fel, ami a
szlrd feletti osztott iivegcsdben megiilt. Ekkor leolvashato a térfogat, majd desztillalt vizet kétszer a
gyantan atszivatva lemoshatoak a vizoldhatd fermentacids szennyezddések. Ezutan 10 ml acetont

atszivatva a gyantan leoldhatoak a komponensek.

4.2.2 A mintavevo berendezés egyszerisitett valtozata

A mintavevo berendezés egyszerlsitett valtozatat hasznaltuk az optimalasi munkaink soran [Erdélyi
et al. 2004]. Miikodésének 1ényege megegyezik a multifunkcionalis mintavevd berendezésével, de
felépitése egyszerlibb, hasznalata gyorsabb, ahogy azt a 32. dbra szemlélteti. A mintavevd egy
vékony iivegesddarabbdl all, amit alulrdl egy 150 pl-es sziirszita zar le. A mintavevot a gyantat
tartalmazo reakcidelegybe meritve mintat vettiink, majd par csepp desztillalt vizzel mostuk,

végezetll egy ismert mennyiségli acetont, vagy mas szerves oldoszert tartalmazo kémcsdbe ejtettiik.
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Természetesen ez a modszer a csak konverzi6 szazalékos kovetésére alkalmas, pontos kvantitativ

eredményhez a korabban bemutatott eszkozt alkalmaztuk.

32. abra Az egyszerusitett mintavevo berendezés mitkodésének vazlata

4.3 A Z. rouxii karbonil reduktaz aktivitasanak jellemzése

A Talampanel utodmolekulainak szintézise, valamint az alkalmazott éleszt6 ADH rendszerének
jellemzése céljabol kiilonboz6 aromas metil ketonok sztereoszelektiv bioredukcidjat végeztiik el

laboratériumi koriilmények kozott (Anyagok és modszerek 3.5.1).
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A kiilonboz6 fenilaceton szarmazékok sztereoszelektiv redukcidja a Talampanel kovetdk szintézise
miatt volt 1ényeges, az acetofenon, benzilaceton, illetve annak szarmazéka az anizilaceton pedig a
lanchossz novekedése €s a hozam, optikai tisztasag kozotti Osszefliggés miatt volt érdekes

szamunkra (33 .4bra).

W (3,4-metiléndioxifenil)aceton : JL
1a

Fenllaceton Acetofenon

R o

(2-metoxifenil)aceton CH3 * CH3 Aan|Iaceton
1c S~ élesztd Y

4>

(3- metOX|fen|I aceton Benzilaceton

L ~ BORY
Y
(4-metoxifenil)aceton 0 (4-klorfenil)aceton
o ~0 0 1h
4

1e
(3,4-dimetoxifenil)aceton (2,4-dimetoxifenil)aceton
1f 19

33. dbra A bioredukcid sematikus dbrdja, valamint a vizsgalt ketonok és szdmozasuk

Valamennyi keton/alkohol abszorpcios spektrumat felvettiik, és a maximumot ad6 hulldmhosszon
végeztik el a méréseket. A 15. tdblazatban a mérési hulldmhosszok mellett feltiintettem a Ry
értekeket is, melyekbdl egyértelmiien kitlinik, hogy megfeleld elvalasztast sikeriilt elérniink egy
egyszerll és gyors VRK modszerrel. Az 1e¢, 1d, le, 1f, 1g és a 2a ketonok és beldlik képzett
alkoholok abszorbancia maximumai kiilonb6z6 értéket vettek fel. Annak érdekében, hogy a hozam
értekeket ezek a kiilonbségek ne torzitsdk, bevezettiink egy korrekcids tényezét (&), mellyel
szorozva az alkohol integralt teriiletét egy olyan értéket kapunk, amelyik dsszevethetd a keton altal

adott integralt teriilettel.
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15. tablazat Néhany keton - alkohol par abszorpcids maximumai (Amax) €s Ry értékei

Keton Alkohol
Jele R¢ Amax Amax @
(nm) Re (nm)

1b 0,79 190 0,50 190 -
1a 0,72 285 0,48 285 -
1h 0,78 220 0,48 220 -
1f 0,50 277 0,33 277 0,90
le 0,92 272 0,60 272 0,81
2a 0,81 221 0,46 221 0,86
2b 0,73 207 0,41 207 -

A kiralis oszlopon elvalasztott enantiomer parok retencios iddit tartalmazza a 16 .tdblazat.

16. tablazat Néhany kiralis alkohol enantiomereinek retencios id6i (R). Az E1 a rovidebb, az E2

jelolés pedig a hosszabb retencios iddvel elualdédott enantiomert jeloli.

Jele R¢ (perc)
E1l E2
la (S) 11,57 (R) 12,91
1c 2,13 2,69
1f (5) 9,67 (R) 10,31
1g 1,89 2,09
2a 5,21 7,42
2b 10,63 12,66
3 3,86 4,71

A Z. rouxii sejttel kiilonbozé ketonokon elvégzett bioredukcido eredményeit tartalmazza a 21.
tablazat tartalmazza. Az alacsony terhelés mellett (10 mmol) a 60% alatti konverziot gyengének
mindsithetjiik. Az ilyen eredményt ad6 ketonok esetében (1e¢, 1f, 1g, 2a, 2b, 3) mas biokatalizatort
kell keresni, amennyiben sziikség lesz a beldliik képzett alkoholokra valamely hatéanyag szintézise
soran. Nem meglepd mddon a szubsztitualatlan fenilacetont (1b) jobb konverzidval alakitotta at a
torzs, mint amire egy nagyszamu baktérium-, fonalas gomba- ¢€s ¢lesztOtorzset attekintd screen
soran szelektaltak (1a) [Zmijewski et al. 1997]. A fehérjekotést és az atalakitast jobban befolyasolja
a szubsztiticids csoport helye, mint a csoport mindsége. A 4. szénatomon halogénezett (1h) és a
metoxi csoportot tartalmazd (le) fenilaceton 4atalakitdsa is jo konverzioval és enantiomer
szelektivitassal, mig a 2. szénatomon szintén metoxi csoportot tartalmaz6 szarmazék (1c)

atalakitasa rossz. Mivel a dimetoxi szarmazékoknal (le, 1g) ugyanezt figyelhetjik meg,
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megallapithatjuk, hogy a 2. szénatomon 1évd szubsztituens gatolja az enzim-szubsztrat kapcsolat

kialakuldsat, ilyen szarmazékok esetében mas biokatalizatort kell talalnunk.

Az éltalanos elvarasoktdl eltérd eredményt kaptuk a szénldnc hossza és az enantiomer felesleg
kozotti 6sszefliggés tekintetében. A szénlanc novelése (2a) alacsonyabb enantiomer tisztasagot, mig
a rovidebb szénlancu acetofenont (3) tokéletes optikai tisztasaggal allitotta elé a Z. rouxii ADH
enzimrendszere. A konverzid értékek viszont ezzel ellentétesek; az acetofenont rossz konverzid
mellett alakitotta at optikailag tiszta alkoholld, ami ritka, bar ipari szempontbdl nem hasznos
eredmény. A hosszabb szénlanci benzilaceton esetében is lathatjuk, hogy a 4. szénatom
szubsztituense segiti az enantiomer irdnyultsagot, akarcsak a fenilaceton esetében, a benzilacetonnal

is magasabb enantiomer értéket kaptunk a 4-metoxi szdrmazékok esetében (1b vs 1e €s 2a vs 2b).
A 17. téablazatban lathato, hogy az 1le¢, 1g, 1h és a 2b ketonokbol képzett alkoholok

szerkezetazonositasa még nem tortént meg. Az abszolut konfiguraciok megallapitasa és a nem

bizonyitott szerkezetek azonositasa folyamatban vannak.

17. tablazat A kiralis alkoholok szerkezetazonositasa irodalmi hivatkozasai

Szubsztrat jele Termék neve Irodalmi hivatkozas
la (S)-(+)-1-(3,4-metiléndioxifenil)propan-2-ol Zmijewski et al. 1997.
1b (8)-(+)-1-fenilpropan-2-ol Burgess et al. 1991

1c (8)-(+)-1-(2-metoxifenil)propan-2-ol Zu-Yun et al. 1985

1d (8)-(+)-1-(3-metoxifenil)propan-2-ol n.a.

le (8)-(+)-1-(4-metoxifenil)propan-2-ol Ferraboschi et al. 1990
1f (8)-(+)-1-(3,4-dimetoxifenil)propan-2-ol Itoh et al. 2002

1g (8)-(+)-1-(2,4-dimetoxifenil)propan-2-ol n.a.

1h (S)-(+)-1-(4-klorfenil)propan-2-ol n.a.

2a (S)-(+)-4-fenilbutan-2-ol Park et al.

2b (S)-(+)-4-(4-metoxifenil)butan-2-ol n.a.

3 (-)-1-feniletanol Goering et al. 1970
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4.4 A D. hansenii karbonil reduktaz aktivitasanak jellemzése

Az irodalombol ismert, a Z rouxii ADH enzimaktivitisahoz hasonlo aktivitasu torzzsel is
elvégeztiik laboratoriumi koriilmények kozott a 33. dbraan bemutatott ketonok redukcidjat. Irodalmi
hivatkozas szerint [Zmijewski et al. 1997] a Debaryomyces hansenii anamorf valtozata a Candida

famata azonos koriilmények kozott alacsony keton terhelés mellett a Z. rouxii-hoz hasonldéan végzi

crer

4.4.1 A koszubsztrat kivalasztasa

Ennél a torzsnél is megvizsgaltunk egy sor koszubsztratot, hogy kivalasszuk a torzs
enzimrendszerének legmegfelelobbet. A kisérletet a 3.5.1 pont alatt leirtak szerint végeztiik el. Az
1a mellett kivalasztottunk egy hosszabb szénatomlancu ketont is (2). A glicerin €s a szorbit ennek a
torzsnek sem megfeleld koszubsztratja, a gliikoz és a szahardz pedig hasonlé hozam értékeket
biztositott (18. tablazat). A primer alkoholok egyike sem, mig a szekunder alkoholok koziil a
rovidebb 2-propanol kiemelkedd, mindkét keton esetében teljes atalakitast eredményezett. Tovabbi

vizsgalatainkhoz a 2-propanolt alkalmaztuk a D. hansenii koszubsztratjaként.

18. tablazat Az adagolt koszubsztrat hatdsa a D. hansenii ADH aktivitasara

la 2
Koszubsztrat Hozam (%)
Gliikoz 78 76
szahar6z 76 78
glicerin 54 32
szorbit 33 33
metanol 32 23
etanol 30 15
propanol 20 11
2-propanol 100 86
butanol 5 7
2-butanol 5 9

A kivélasztott koszubsztrattal (2-propanol) és a gliikkdzzal, a fenti két szubsztriton gyantas
kozegben, a 3.5.2 pontban leirtak szerint elvégeztiik a redukciot. A bioredukciok hozamait a 19.
tablazat foglalja Ossze. Megndvelt koncentracional mar egyik ketont sem tudta visszamaradd

szubsztrat nélkiil redukalni, s6t visszaalakulas (oxidacio) figyelhetd meg a transzformacioé 4. 6raja
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utan. A Z. rouxii sejtek aktivitasaval 6sszevetve megallapithato, hogy a reakcid elsé 4 6rdjaban egy

gyorsabb enzimmiikddést figyelhetiink meg, majd a redukcié megakad.

Vizsgalataink sordn megallapithattuk, hogy az alkalmazott torzsek esetében a koszubsztrat

mindsége a konverziora nagy mértékben, mig az enantiomer tisztasagra nincs hatassal.

19. tablazat Emelt szubsztratkoncentracié melletti hozam eredmények D. hansenii-vel

Keton 1a 2

Koszubsztrat Gliikoz 2-propanol Gliikoz 2-propanol
Hozam ee Hozam ee Hozam ee Hozam ee

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

2 6ra 53 70 42 74

4 6ra 66 74 53 73

16 6ra 75 68 57 79

24 6ra 75 >99(S) 68 >99(S) 58 57(E2) 82 S59(E2)

4.4.2 Kisérletek nagyobb hozam elérésére

Két kisérletet végeztiink el a D. hansenii-vel torténd redukci6 teljessé tételére (100% konverzio):
csokkentett ketonkoncentracid mellett vizsgaltuk az atalakitds hozamat (20 g/liter), valamint a
redukcid 4. érdjaban ismételt koszubsztrat (2-propanol, 125 ul) adagolassal probaltuk a reakciot
tovabbvinni. A 20. tablazatot attekintve lathatjuk, hogy egyik kisérleti feldllitds sem vezetett

crer

mégsem kaptunk. A 2-propanol rdadagolas szintén nem vezetett teljes atalakitésra.

20. tablazat A bioredukcio hozam értékei csokkentett keton (1a) terhelés, illetve 2-propanol
rdadagolas mellett

. 2-propanol

20 g/liter raadagolas
2 6ra 79 70
4 6ra 82 74
16 6ra 79 77
24 6ra 79 77
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4.4.3 A szubsztrat tolerancia vizsgalata

A vizsgalt ketonok mindegyikén elvégeztiik a bioredukciot €s dsszevetettiik a Z. rouxii alkalmazasa
soran kapott eredményekkel (21. tabldzat). Az alkalmazott D. hansenii térzs ADH enzimrendszere
kevésbé szubsztrattolerans, mint a Z. rouxii-é. A vizsgalt 11 aril metil ketont 57-99% hozam értékek
mellett alakitotta at, a 2. szénatomon szubsztitualt fenilaceton szarmazékokat (1¢, 1g) is megfeleld
hozammal és magas enantiomer tisztasaggal redukalta. A D. hansenii alacsonyabb hozam érték
mellett redukalta a 4-metoxi (1e), magasabb hozammal a 3-4-dimetoxi szdrmazékot (1f), hasonldéan
magas ee €rtéket produkdlva. Akércsak a Z. rouxii esetében a D. hansenii is gyenge enantiomer
tisztasaggal redukalta a benzilacetont (2a), a 4-metoxi szdrmazéka (2b) viszont szintén jelentdsen
javitotta az optikai tisztasagot, de a reakcié hozama itt is alacsony maradt. Ugyanezt a ,,térbeli
beallas segitést” tapasztaltuk a fenilaceton (1b) és a (4-metoxifenil)aceton esetében is (1g). A
halogénezett szarmazékot (1h) megfeleld hozammal és szintén tokéletes optikai tisztasaggal
redukalta a masodik torzs is. Nagy kiilonbséget az acetofenon (3) redukcioja soran mértiink, szintén

tokéletes optikai tisztasdg mellett kétszeres hozammal allitotta elé az alkoholt.

21. tdblazat A Z. rouxii és a D.hansenii specifikus enzimaktivitdsanak 0sszehasonlitasa

Z. rouxii D. hansenii
Szubsztrat Hozam ee Hozam ee
(%) (%) (%) (%)
la 90 >99 (S) >99 >99 (S)
1b >99 82 (El) 78 77 (E1)
le 15 7 (E1) 63 88 (E1)
1d 85 87 (El) 71 93 (E1)
le 82 >99 (E1) 67 95 (E1)
1f 31 >99 (S) 58 >99 (S)
1g 17 80 (El) 58 >99 (E1)
1h 84 >99 (E1) 78 >99 (E1)
2a 28 66 (E2) 57 59 (E2)
2b 33 82 (E2) 58 80 (E2)
3 37 >99 () 63 >99 (S)
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4.5 A liofilizalt biokatalizatorok ADH aktivitasa

A sejtmassza liofilizatumkénti tarolasara, majd egy rovid és egyszerli regeneralasi szakasz utani
biokatalizatorként torténd felhasznalasara vonatkoz6 vizsgalataink megkezdésének harom oka volt:
(1) a sejtmassza tarolhatésaga nehézkes, és a tarolds koriilményeitdl erdsen fiiggd mértékben
csokken a enzimaktivitas,

(i) amennyiben a biokatalizator el6allitasa €s a szintézis foldrajzilag eltérd helyen torténik, ugy a
konnyt, liofilizalt sejtmasszat egyszeriien szallithatjuk,

(ii1) Molinaria és tarsai [1999] liofilizalt biokatalizator alkalmazasaval remek eredményeket értek el

sztereoszelektiv bioredukcios kisérleteik soran.

4.5.1 A fagyasztas modjanak hatasa a biokatalizatorra

Els6 1épésként megvizsgaltuk, hogy a kiillonbozd lehiitési modszerek milyen hatdssal vannak a
liofilizatum késObbi életképességére és enzimaktivitasara (22. tadblazat). Azt tapasztaltuk, hogy
lassu lehtités, illetve a -200°C homérsékletig hiités soran az €16 sejtszam csokkenése jelentOs,
valamint a sejtek enzimaktivitdsa is hasonld mértékben esett vissza. Az acetonos szarazjégben
torténd fagyasztas, majd szaritds utan kapott por tdmege 65-70%-kal kevesebb, mint a bemért
sejtmasszaé. Amennyiben a sejtmasszat megtisztitottuk a szaritasi mivelet eldtt, ugy fehér szinii

port kaptunk.

22. tablazat A kiilonboz0 fagyasztasi modok hatasa a liofilizalt sejtmassza enzimaktivitasara

El6 sejtszam

Fagyasztas modja (a fagyasztas H?;a)m (oe/e)
el6tti %-aban) ? 0
Acetonos szarazjég (ca. -79°C) 85-90 90 >99 ()
Folyékony nitrogén (-200°C) 60-70 85 >99 (S)
Lassu fagyasztas (-80°C) 40-50 67 >99 ()
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4.5.2 A liofilizalt Z. rouxii és a friss sejtmassza ADH enzimaktivitasanak dsszehasonlitasa

A liofilizalt, majd regeneralt biokatalizator hasonlé hozammal végezte el a bioredukciokat, mint a
nyugvé sejtmassza. Az enantiomer felesleg értékek kozott viszont van magasabb érték, mint a
nyugvo sejtmasszaval végzett redukcioknal. A (3,4-dimetoxifenil)aceton (1g), illetve az
anizilaceton (2b) esetében kifejezetten magas enantiomer tisztasadgot értiink el liofilizalt sejtekkel

(23. tablazat).

23. tablazat A friss és a liofilizalt Z. rouxii sejtek enzimaktivitdsdnak dsszehasonlitasa

Z. rouxii Friss sejt Liofilizalt sejt
Szubsztrat H(O;f)m (ﬁ/i) H?oza)m (‘?/i)

la 90 >99 (S) 87 >99 (S)
1b >99 82 (El) 90 85 (El)
lc 15 7 (E1) 9 5(El)

1d 85 87 (El) 69 87 (E1)
le 82 >99 (E1) 80 >99 (E1)
1f 31 >99 (S) 31 >99 (S)
1g 17 80 (E1) 14 >99 (E1)
1h 84 >99 (E1) 87 >99 (E1)
2a 28 66 (E2) 27 57 (E2)
2b 33 82 (E2) 29 93 (E2)
3 37 >99 (S) 30 >99 (S)

4.5.3 A liofilizélt D. hansenii és a friss sejtmassza ADH enzimaktivitdsdnak 6sszehasonlitasa

Ugyanezt a kisérletsort elvégeztik a D. hansenii liofilizalt, majd hasonloképpen regeneralt
sejtmasszajaval is. Azt tapasztaltuk, hogy a hozam értékek is javultak (kivétel az acetofenon, 3).
Szembetling javulast jegyezhettiink fol a hozam értékekben fenil- és benzilaceton esetében (1b, 2a),
a (4-metoxifenil)aceton (1e) €s (4-metoxibenzil)aceton (anizilaceton, 2b) redukciétermékének pedig

enantiomer tisztasaga javult jelentdsen (24. tablazat).
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24. tablazat A friss és a liofilizalt D. hansenii sejtek enzimaktivitdsanak dsszehasonlitasa

D. hansenii Friss sejt Liofilizalt sejt

Smbsarat  Mo@m e Hommo e
la >99 >99 (S) 77 >99 (S)
1b 78 77 (E1) 93 79 (E1)
le 63 88 (El) 75 93 (E1)
1d 71 93 (El) 75 93 (E1)
le 67 95 (El) 77 >99 (E1)
1f 58 >99 (S) 64 >99 (S)
1g 58 >99 (E1) 67 >99 (E1)
1h 78 >99 (E1) 88 >99 (E1)
2a 57 59 (E2) 84 79 (E2)
2b 58 80 (E2) 63 95 (E2)
3 63 >99 (S) 58 >99 (S)

A D. hansenii esetében altalanosan elmondhat6, hogy a liofilizalas javitott a biokatalizaitor ADH

rendszerének tulajdonségain, mig a Z. rouxii enzimaktivitdsa nem valtozott jelentsen, az aktivitas

enyhe csokkenését figyeltiik meg.
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4.6 Uj tudomanyos eredmények

1. Uj taptalajt dolgoztunk ki a biokatalizator el6allitasdra, optimalizaltuk az oltdanyag
eldallitasanak koriilményeit. Egy olyan fermentacios technologiat fejlesztettiink ki, amelyik
ipari koriilmények kozott is reprodukéalhatoan alkalmas a biokatalizator gazdasdgos
eldallitasara.

2. A kofaktor in vivo regeneralasahoz nélkiilozhetetlen koszubsztrat mennyiségét optimaltuk a
gyantas kozegli bioredukcidohoz. A D. hansenii hatékony koszubsztratjanak a 2-propanolt
valasztottuk.

3. Uj mintavevé és mintaelokészitd eszkozt fejlesztettiink, amely alkalmas gyantat tartalmazo
reakcidelegybdl valo analitikai célu mintavételre.

4. A Z. rouxii ketoreduktaz aktivitasat kiilonbo6z6 aril- és aralkil-metil ketonok sztereoszelektiv
redukcigjaval jellemeztiik.

5. A Z rouxii ketoreduktaz aktivitasat 6sszehasonlitottuk a D. hansenii enzimaktivitasaval, és
legfontosabb ~ eredményként  megallapitottuk, = hogy az  utébbi  szélesebb
szubsztrattoleranciaval rendelkezik, valamint a vizsgalt ketonok nagy részén magas ee érték
mellett végezte el a redukciot.

6. A liofilizalas megfeleld mddszer a biokatalizatorként hasznalt élesztdsejtek tarolasi idejének
novelésére, valamint szallithatd allapotba hozédsara. A liofilizalt sejtek enzimaktivitasa
jelentésen nem csokkent, néhany esetben pedig magasabb ee értéket kaptunk, mint friss
sejtek alkalmazasakor.

7. Az altalunk tesztelt élesztotorzsek és ketonok esetében megddlt az altaldnos nézet, miszerint
a szénldnc hosszisagaval né az ee érték. Esetiinkben az acetofenont nagyobb ee érték

mellett redukaltak a vizsgalt €lesztok, mint a hosszabb szénlancu benzilacetont.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A torzs fenntartisa €s az oltdanyag enzimaktivitasdnak folyamatos ellendrzése szakképzett,
megbizhatd mikrobioldgiai hatteret igényel. Kisérleti eredményeink bizonyitjdk, hogy a jo
enzimaktivitassal rendelkezd tenyészet liofilizalt készitménye megfeleld oltdbanyag az inokulum
fermentor oltasahoz. gy lehetséges az ellendrzott mindségli oltdanyag készitésének, valamint a

sejttermeld fermentacionak idében €s térben torténd szétvalasztasa.

A Talampanel eldallitasanak els6 1€épcsdjét az altalunk kifejlesztett technoldgiaval ipari 1éptékben is
megoldhatonak gondoljuk. A tovabbi 1éptékndvelésnél problémat okozhat a sejtmassza szeparaléasa.
Az Aaltalunk alkalmazott Flottweg dekanterrel 6 ora alatt tudtuk az 1000 liter fermentlébdl a
sejtmasszat kiiilepiteni. Mivel szilard szennyezd részecskét nem tartalmaz a fermentlé, ezért egy
ipari l1éptékii tdnyéros szeparatort javaslok a nagyobb térfogatt fermentlevek iilepitésé¢hez. Emellett

sz6l, hogy a budafoki élesztégyarban is tanyéros szeparatorral végzik a sejtmassza siiritését.

Tovabbi Iéptéknodveléssel kapcsolatos feladat a gyantat tartalmazo reakcioelegy atmozgatasa. Mivel
mar laboratériumi koriilmények kozott is megfigyeltik a gyanta mechanikai hatdsokra torténd
porlodasat, a reaktorban a lehetd leglassabb fordulatszamu keverést valasztottuk. Elképzelhetonek
tartjuk, hogy tovabbi Iéptéknovelés sordn mar keverdelemmel nem megoldhaté az elegy
atmozgatasa, mert a ranehezedd hidrosztatikai erd hatdsara a gyanta sajat magét Orolheti fel. A

bioredukci6 tovabbi 1éptékndvelésénél elképzelhetd, hogy mas rendszerti bioreaktort kell valasztani.

A bioredukciot célszeri a lehetd legalacsonyabb hdémérsékleten futtatni, ezaltal az idegen
mikroorganizmusok felszaporoddsat lassitani. A nitrogén bevezetése gatolja a karos, aerob

baktériumok novekedését, mig a bioredukci6 anaerob koriilmények kozott is végbemegy.

A Z. rouxii és a D. hansenii ADH enzimaktivitasat 0sszehasonlitva megallapitottuk, hogy a D.
hansenii egy jo alternativat jelenthet a Z. rouxii kivaltasara szamos prokiralis keton esetében. A D.
hansenii szélesebb szubsztrattolerancidju enzimrendszerrel rendelkezik, valamennyi vizsgalt ketont

elfogadhat6 hozammal redukalta, magas ee értékek mellett.
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A liofilizalt sejtmassza nemcsak oltdanyagként keriilt felhasznalasra. Egy rovid regeneracids i1do
utan kivalo biokatalizatort kaptunk, amelyik hasonl6 aktivitdssal, néha jobb enantiomer tisztasaggal
allitotta eld a kiralis alkoholokat. Amennyiben a biokatalizator eldallitisa és a Talampanel
szintézise idoben/térben elkiiloniil, Ggy érdemes megvizsgalni a porlasztva szaritott sejtmassza

ADH aktivitasat is.
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6. OSSZEFOGLALAS

A mikrobioldgiai atalakitasokat alkalmazé szintézisutak szama ugrasszeriien megnétt az elmult 20
esztendOben. Kiilondsen a gyogyszerhatoanyagok és finomvegyszerek eldallitdsa sordn jelent meg
az optikai tisztasdg utdni igény. Ezt szdmos racemat készitmény alkalmazdsdnak szomoru

tapasztalatai tették sziikségessé. A sztercoizomereket jelenleg mar kiilon molekulaként kezeli a

cre

crer

is van, mikor az optikailag tiszta forma eldallitdsa és alkalmazasa sem oldja meg a problémat: a
thalidomide a vérbe keriilve racemizalddik, igy a szervezetben mindenképpen létrejon a teratogén
A Talampanel az epilepszia hatékony kezelésére fejlesztett hatdoanyag, melynek eddig lezarult
klinikai vizsgalatai sordn biztatd eredményekrél szamoltak be. A Talampanel gazdasagos,
hétlépéses  szintézisének elsd Iépése egy  sztercoszelektiv  bioredukci6. A  (3.4-
metiléndioxifenil)aceton bioredukcidja soran optikailag tiszta alkoholt kellett eldallitanunk. Erre a
feladatra a Zygosaccharomyces rouxii élesztd volt a legalkalmasabb, mert nemcsak optikailag tiszta
formaban Aallitotta eld a termék alkoholt — amit tobb mas élesztéfaj is megtett -, hanem a
legmagasabb koncentraciéban (6 g/l) toleralta a szubsztratot, illetve a terméket. Tovabba ez a faj
GRAS (Generally Recognized as Safe) besoroldst, ami a mindennapos, rutinszeri munkat
egyszerlivé tette. Az egész-sejtes bioredukcio legfontosabb elénye, hogy a dehidrogenazok
mitkddéséhez sziikséges kofaktor (NADP) regeneralasa in vivo megtorténik.

A Zygosaccharomyces rouxii sejtmassza eldéallitasahoz sziikséges taptalajt kidolgoztuk, majd 1000
literes fermentorban is megfeleld enzimaktivitast sejtmasszat termeltiink. Megallapitottuk, hogy a
taptalajok Osszetétele, a ndvesztés soran az oldott oxigén koncentracidja, valamint a ndvesztés ideje
hatassal van a sejt specifikus reduktdz aktivitdsdra. Mig az enantiomer ardny nem valtozott a
kiilonbozoé kisérleti gyartdsok soran, a sejtmassza altal katalizalt reakciok hozama jelentsen
kiilonbozott.

A gyanta bevezetése lehetdvé tette a koncentracid 40 g/liter értékre torténd emelését, amely érték
mellett mar gazdasagosan allithatjuk eld a Talampanel szintézisének kulcsintermedierét. A gyantat
is alkalmazé reakcidelegy ujabb kihivasok el¢é allitott minket, tobbek kdzott meg kellett oldanunk a
kvantitativ analitikai méréshez (VRK) az ellendrzott mintavételt. Erre a célra egy j mintavevot
dolgoztunk ki, amely alkalmas a gyantat tartalmaz6 reakcioelegybdl torténd mintavételre, a termék,

illetve a szubsztrat leoldasara, valamint a gyanta mennyiségének meghatarozasara is. A CAMAG
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denzitometrias VRK rendszerrel rutinszertien tudtuk kiértékelni a mintakat, de az enantiomerek
elvalasztasaira HPLC modszert kellett alkalmaznunk.

Megallapitottuk, hogy a Zygosaccharomyces rouxii altal katalizalt bioredukcié hozamara a
homeérséklet 25-36°C kozott nincs hatassal. Tovabba a levegdztetéstdl is bizonyos mértékig
fiiggetlen a rendszer. Amennyiben a szénsav feldusul a vizes fazisban, és azt a kevertetéssel, illetve
leveg6/nitrogén ataramoltatdssal nem hajtjuk ki, gy a pH esése gatolja az enzimrendszer
mukodését. Amikor a 1éptéknovelt bioredukciot 32°C-on és levegdataramoltatassal végeztik, a
bioredukci®6 aerob bakteridlis kontaminidcidé miatt megakadt. Ennek esélyét nitrogén
ataramoltatassal, és alacsonyabb hdmérséklet valasztasaval lecsokkenthetjiik.

A Talampanel utédmolekuldinak szintézise, valamint a Zygosaccharomyces rouxii ADH
enzimaktivitasanak jellemzése miatt tovabbi 1-ariletanonok redukciojat végeztiik el. Az alkalmazott
¢lesztd ¢és egy hasonld bioredukcidkban alkalmazott ¢éleszt6 ADH szubsztratspecifitasat
hasonlitottuk 6ssze. A Debaryomyces hansenii ADH enzimrendszere meglepd modon az
altalanosan alkalmazott gliikkdz, illetve szahar6z helyett 2-propanol jelenlétében adta a legmagasabb
hozamu atalakitdsokat. A Debaryomyces hansenii a 11 vizsgalt ketont 57-99% hozam értékekkel
redukalta. A 2. szénatomon szubsztitualt fenilaceton szdrmazékokat is megfeleld hozammal és
magas enantiomer tisztasaggal allitotta el6. A Debaryomyces hansenii alacsonyabb hozammal
redukalta a 4-metoxi, magasabbal a 3,4-dimetoxi szarmazékot, magas ee értéket produkalva.
Akarcsak a Zygosaccharomyces rouxii, a Debaryomyces hansenii is gyenge enantiomer tisztasaggal
redukalta a benzilacetont. A 4-metoxi szarmazék viszont szintén jelentsen javitotta az optikai
tisztasagot, de a konverzi6 itt is gyenge maradt. Ugyanezt a ,,térbeli beéllas segitést” tapasztaltuk a
fenilaceton és a (4-metoxifenil)aceton esetében is. A halogénezett szairmazékot j6 hozammal és
tokéletes optikai tisztasaggal redukalta mindkét torzs. Nagy kiilonbséget az acetofenon redukcidja
soran tapasztaltunk, a Debaryomyces hansenii tokéletes optikai tisztasag mellett kétszer magasabb
hozammal allitotta el6 az alkoholt.

A biokatalizator tarolhatésaga, valamint szallithatésiga nem megoldott a friss sejtmassza
alkalmazasa mellett. Ezért egy egyszerti modszert kellett kidolgoznunk, melynek segitségével a
sejttermelés és a bioredukcio idOben és/vagy térben egymastol elvalaszthatoak legyenek. A
fagyasztva szaritott mikroorganizmusokkal rovid regeneracios szakasz utan jo eredményeket értiink
el. Sem a bioredukci6 hozama, sem az ee értékek nem kiilonboztek jelentdsen a friss sejtmasszaval
elvégzett reakciok eredményeitdl. A liofilizalas tehat egy megfeleld modszer a sejtmassza hosszabb
tarolhatosagara, de az karbonil reduktaz enzimek jelentdsen egyik élesztOben sem valtoztak meg a

fagyasztva szaritas hatdsara.
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7. ABSTRACT

The number of the synthetic pathways applying microbial transformation increased rapidly in the
past 20 years. A high demand on the optical purity appeared in the field of fine chemicals and drugs
production. A few tragic stories have drawn the attention to the racem mixtures. Nowadays the
stereoisomers are regarded as two different molecules by FDA. Generally mentioned examples are
the penicillinamine and the thalidomide. The S isomer of penicillinamine has an antiflammatory
effect, and the R isomer is toxic. More dangerous agent is the thalidomide: the optical clear isomer
is racemized in the blood and affects its teratogen effect.

Talampanel is a new drug candidate developed for the efficient treatment of epilepsy. Nowadays
finished the second clinical trial and the results were hopefully. The rational production of
Talampanel is a synthesis containing seven steps. The first step is a stereospecific bioreduction of
3,4-methylenedioxy-phenylacetone to its S-alcohol product. The most suitable biocatalysator is the
yeast Zygosaccharomyces rouxii, which produces the alcohol not only in optical clear form, but it
tolerated the ketone/alcohol in the highest concentration (6 g/l) among the strains investigated. This
species is classified as GRAS (Generally Recognized As Safe), so the everyday work with this
yeast is easy, and it does not required any special equipment. The most important advantage of the
whole-cell bioreduction system is the in vivo cofactor (NADP) regeneration.

A new, cost-effective production medium was developed and cell paste with appropriate enzyme
activity was produced in 1000-1 fermentor. It was established, that the enzyme activity is highly
dependent on the composition of production medium, on the required dissolved oxygen
concentration in the fermentation broth and on the harvesting time of the cells. While the
enantiomeric excess was independent on the circumstances of the production, the yields of the
bioconversions highly differed.

The resin-added bioconversion mixture provided new challenges for us. While the total
concentration could be increased to 40 g/litre, we should develop an analytical method for the
quantitative tracking of the bioconversion. A novel sampling device was creaeted, which is suitable
to separate the resin from the fermentation mixture and for elution of the reduced product and the
unchanged starting material from the resin. For tracking the rate of bioconversion a thin layer
chroamtography method was applied, but the determination of the enantiomeric excess was made
by HPLC method.

The yield of the whole-cell bioreduction with Z. rouxii cells is independent on the temperature
between 25-36°C and on the aeration to some extent. If the concentration of carbon dioxide
increased in the bioconversion mixture, the pH value can drop and stop the bioreduction. That is

why we should blow out the carbon dioxide from the mixture with air/gas flow and agitation. When
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the bioreduction run in 32°C and air flows through the reaction mixture, the chance of a bacterial
contamination is high. Bacterial infection could stop the reduction of the ketone or by-product may
produce. Choose of nitrogen flow and lower temperature eliminated these contretemps.

The synthesis of the followers of Talampanel and the characterization of Z. rouxii alcohol
dehydrogenase enzyme system additional aryl methyl ketones were transformed. The substrate
specifity of the applied yeast was compared to a species used such bioreductions by American
researhers. Amazing results were received during the investigation of the quality of the co-substrate.
The generally ised glucose and sacharose was not efficient, but 2-propanol was a suitable co-
substrate of D. hansenii. Eleven methyl ketones were reduced by D. hansenii with conversion
values between 57-99%. The 2-substituted phenylacetones were also succesfully reduced with high
ee values. The 4-methoxy derivative was transformed with lower conversion, the 3,4-dimethoxy-
phenylacetone was converted with high conversion rate and ee value. Both Z. rouxii and D.
hansenii reduced the benzylacetone with pure enantiomer excess, the 4-methoxy derivative
improved the ee values, but the yield stayed poor. The same ,,spatial support” was observed when
phenylacetone and its 4-methoxy derivative were converted to alcohol. Halogenized aromatic
ketone was also reduced resulted high conversion and ee with both species. The highest difference
between the two species was observed when acetophenone was reduced. D. hansenii produced
optically clear alcohol with efficient conversion.

The storage and the carriage of the cell paste is not solved, so that the prodution of the cell paste
and the bioreduction is bound in time and place. Efficient results were obtained when lyophilised
yeasts were applied as biocatalyst after a short regeneration period. Nor the conversion rates not the
ee values did not changed compared to the enzyme activities of resting cells. The lyophilisation
might be an efficient method to elongate the enzyme activity of yeast cells, but significant

improvement in the reduction activity was not observed.
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I. Melléklet

A Zygosaccharomyces rouxii sejtmassza eloallitas oldott oxigén szabalyozasanak bemutatasa

egy kivalasztott sarzs eredeti trendgorbéjén keresztiil (validalt rendszer)

93



SO W YpZ [uwinoy] S0 W Yo
042z 0:zz 0:0Z gl 0:9} 0¥k 0zh 0:0} 0:8 09 0b 0z 00

{ CERUATLIN T _ S S —— T ) O I e R

v 040 1 000L | 00'08Z  00'4Z { OL0

e iet LTI ISP PTEPFEDRE FPPRI R ....V/ errresnreranras s bistnsinssiasnsssesseall 8.“ 4 S.S 8.§ s.ﬂﬂ 8-0

..... messsasimtesianestenes - PR S.w 4 8-8* 8.§ 4 8.3 4 8-—

191-HZ 1¥9L-HZ LpO1-HZ LpOL-NZ 191-uZ 1¥91-MZ
_®q % Wd¥ 06 o WS
>u.>n_=n_n___=30u>o.>&5§3>o.>&5<:»3mg>o.>n__u<__§_oo»>o.>&§=o32.>u.>&5_&$38

1Z:6E0} 'S0/

LWolL-¥Z MAD' | pOL-HZ\SZEIREN D

94



I1. Melléklet

TLC Method for Quantitation of Methylenedioxyphenylacetone and its Derivative Formed in
a Resin-Added Bioreduction Process

Journal of Planar Chromatography, 16 (2003) 246-248.

Impact factor (2003): 1,047

95



TLC Method for Quantitation of
Methylenedioxyphenylacetone and its Derivative Formed
in a Resin-Added Bioreduction Process

Balazs Erdélyi*, Laszlo Birincsik, and Antal Szabo

Key Words:

Keto-bioreduction

Sampling of resin-added bioreaction
Reaction control

In-process TLC scanning

1 Introduction

A novel class of orally active 2,3-benzodiazepines has recently
been discovered and patented by Hungarian researchers [1].
Biological activity studies led to the discovery of (8R)-7-acetyl-

B. Erdélyi, L. Birincsik, and A. Szabd, Fermentation Pilot Plant, IVAX Drug
Research Institute Ltd, P.O. Box 82, Budapest, Hungary.
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5-(4-aminophenyl)-8,9-dihydro-8-methyl-7H-1.3-dioxolo[4,5-
h]-[2,3]benzodiazepine (Talampanel; structure 1 in Figure 1) a
new drug, under investigation, with antiepileptic, neuroprotec-
tant and skeletal muscle relaxant effects, as described in a
review by F. Andrasi [2].

The first stage of the synthesis of talampanet is the enantiose-
lective keto-reduction of 3,4-methylenedioxyphenyl acetone
(MDPA) to (S5)-g-methyl-1,3-benzodioxole-5-ethanol (MBDE),

Journal of Planar Chromatography
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Figure 1
The structure of talampanel (1).

as shown in Figure 2 (structures II and III, respectively). The
improved bioreduction process was performed with Zygo-
saccharomyces rouxii yeast cells [3-7], and yield was increased
by using Amberlite XAD-7 resin. Because the resin bound most
of the MDPA and MBDE, their concentrations could be kept
below the toxic level (6 g L) in the water phase where the in-
vivo reduction was conducted [8].

This paper describes a quantitative TLC method developed to
support yield-optimization in the bioreduction experiments run-
ning in our laboratories [9].

2 Experimental

2.1 Sampling

The resin content was first separated from the bioreaction mix-
ture, In test-tube experiments, resin separation was performed
using the whole content of each tube. In experiments with large-
scale bioreactor technology, homogeneous aliquots were sam-
pled at different intervals with the sampling device presented
here for the first time (Figure 3). The sampler is easily assem-
bled from its component parts. After sampling approximately
10 mL from the fermentation mixture with the syringe the resin
content (0.6-0.8 mL) was collected on the screen. Its wet vol-
ume (Figure 3, b-1) can be estimated by inspection of the cali-
brated tube (0~1.0 mL). On this basis the volume of acetone
needed for elution can be calculated (1.0 mL per milligram
MDPA and/or MBDE expected). After elution, which is fol-
lowed by air suction, the volume of the resin is reduced (Figure
3, b-2). The quantity of MDPA and MBDE in the fermentation
tank can be calculated by considering the dried resin volume,
the results from TLC analysis of the eluate, and the volume of

SCE L. o

Figure 2
Reduction of MDPA (i) to MBDE (W)
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Figure 3
) device

ped for resin-added
pipe (a) graduated at the shorter side (b) and tightly attached to a 100-mesh (ca
150 pm) screen of stainless steel (c) is fitted with a 10 mL syringe (d) via a small
piece of polypropylene tubing (e).

A glass

the resin used in the fermentation tank. The ratio of dried resin
volume [mL] to weight [g] was 2.52.

2.2 Densitometric Determination

TLC was performed on 10 cm x 20 cm precoated silica gel 60
F,., plates (Merck, #5729) with hexane—ethyl acetate, 7:3 (v/v),
as mobile phase. Before use the plates were prewashed by
development with the same mobile phase, then dried in a vacu-
um chamber. Samples of methylenedioxyphenylacetone solu-
tion (2 x 4 uL, separately) and an alcoholic solution of reference
MDPA (500 pg mL-'; five spots— 1, 2, 4, 8, 16 pL) were applied
as 3-mm bands by means of the Camag (Switzerland) Linomat
IV sample applicator. Plates were then developed in a Camag
twin trough chamber. Quantitation was performed by scanning
densitometry at A =278 nm, by means of a computer-controlled
Camag TLC Scanner II. Substrate and product quantities were
calculated by determining the respective sample peak-area-to-
standard peak area ratios in the linear region of a calibration plot
between two reference points.

3 Results and Discussion
This simple and rapid densitometric TLC method provided quan-
titative information about the large number of samples generated
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Absorbance (%)

Figure 4
Absorption spectra of MDPA (a) and MBDE (b).

during the keto-reduction biofermentation process. In the first
stage of the analysis the resin content was isolated from the biore-
action mixture by filtration, In earlier experiments it had been
found that high percentages of the substrate and product were
adsorbed by the resin, and that they were readily eluted with a
variety of organic solvents, for example acetone. A special sam-
pling device was used to separate the resin from the fermentation
mixture and for elution of the reduced product (MBDE) and the
unchanged starting material (MDPA) from the resin.

From comparison of the reflectance spectra of MDPA and
MBDE (Figure 4) it is apparent that the positions of A__
(278 nm) and the specific reflectance values at these maxima
are almost the same for both compounds. As a result, one refer-

ence compound (e.g. MDPA) can be used for calibration.

Research was performed to find an efficient mobile phase. The
best results were obtained with n-hexane—ethyl acetate, 7 + 3
(v/v). By use of this mixture MDPA and MBDE were well sep-
arated both from each other (R, 0.69, Rmm)E 0.52) and also
from potential interfering components in the fermentation medi-
um. Prewashing the plate with the mobile phase, as specified in
Section 2, was effective in substantially reducing the effect of
the background on the evaluation. Figure 5 shows a scan
obtained from a fermentation mixture at a time approximately
half way through the fermentation process. The process of
bioreduction is shown in Figure 6, in which conversion values
are plotted as a function of time.

In summary, a TLC method with densitometric scanning has
been developed for quantitative monitoring of a bioreduction
fermentation process, with special regard to the recently used
resin-addition fermentation techniques, We have built a simple
device for sampling such fermentation mixtures.

Acknowledgments

The authors wish to thank [stvan Barta, Dr Jézsef Ivanics, and
Dr Lajos Ila for providing the reference compounds. Thanks are
also due to Gydrgy Mdté and Géza Kereszturi for their help in
collecting professional literature.

248

VOL. 16. MAY/JUNE 2003

98

Figure 5

Scan d from a fer 1

100 4

60

Conversion (%)

4] 4 -] 12 16 20 24
Time (h)
Figure &
Conversion of MDPA to MBDE during a typical bioreduction.
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Abstract

Talampanel is a non-competitive antagonist of AMPA receptor, and it is a drug studied for the treatment of epilepsy and cerebrovas-
cular ischemia. The first step of an efficient synthesis of talampanel is the reduction of 3.4-methylenedioxyphenyl-acetone (MDA) to
(§)-at-methyl-1.3-benzodioxole-3-ethanol (MBE) accomplished with the use of Zygosaccharomyces rouxii in the presence of XAD-7 resin.
Z. rouxii was chosen for its resistance to higher substrate and product concentrations (=6 g/1) and its higher reductase activity in comparison
to other yeasts. Application of the moderately polar adsorbent resulted in low and non-toxic concentration of both the substrate and product
in water phase.

A low cost fermentation medium without any component of animal origin was elaborated to produce Z. rouxii biomass. The control of pH
and dissolved oxygen concentration, temperature, antifoam system, the time of harvest, the rate of inoculations and the number of inoculation
steps were also studied. The fermentation process in 10001 fermentor provided cell paste, possessing satisfactory ketoreductase activity
(95-00%) with excellent enantioselectivity.

A method was developed to measure enzyme activity and to determine the key parameters of bioreduction. Excellent enantioselectivity was
found under all conditions studied. The vield was very sensitive to the gquality of cell paste. In a rather wide range temperature and aeration
did not affect the results of bioreduction.
© 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Corn steep liquor supernatant (CLS); Zvgosaccharomyees rowdi; Stereoselective bioreduction; In vive co-enzyme regeneration; Multi-functional
sampler

1. Introduction Fig. 1). In addition to excellent enantioselectivity, an-

other advantage 1s the in vivo regeneration of the oxidized

A novel class of orally active 2.3-benzodiazepines was
recently discovered and patented by Hungarian researchers
[1]. Biclogical activity studies led to the discovery of
(8R)-7-acetyl-3-(4-aminophenyl)-8,9-dihvdro-8-methvl-7H-
1.3-dioxolo[4,5-h]-[2,3]benzodiazepine (talampanel). an in-
vestigational new drug with antiepileptic. neuroprotectant
and skeletal muscle relaxant effects, as 1t was described 1n
a review by Andrasi [2].

The first stage of talampanel synthesis 1s a microbial stere-
ospecific reduction of 3 4-methylenedioxyphenyl-acetone

(MDA) to (5)-a-methyl-1,3-benzodioxole-5-ethanol (MBE,

* Corresponding author. Tel.: 4+36-1-399.3330; fax: +36-1-399-3321.
E-mail address: balazs erdelyi@idri im (B. Erdelyi).

1381-1177
doi: 10,1016/ .molcath. 2003.10.015

'$ — zee front matter © 2004 Elsevier BV, All rights reserved.

NAD(P)t co-enzyme, which is essential for the action of
carbonyl reductase enzyme [3.4].

The scale-up of bioreduction in a Rosenmund-agitated fil-
ter dryer was published by Vicenzi et al. [3]. Our paper deals
with an economical method of cell paste production on pilot
plant scale and with further laboratory scale experiments on
bioreduction.

The kev parameters. from the stock culture to the ap-
plication of cell pastes, were optunized experimentally. It
has been found that the reductase activity of Zyvgesaccha-
romyces rouxii was very sensitive to the following factors:
nitrogen source of fermentation medium, cultivation con-
ditions in the bioreactor. method of cell separation. stor-
age conditions of cell pastes and the parameters of biore-
duction.
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1. Experimental
2.1, Microorganism and growih condifions

Z. vouxii (ATCC 14462) 15 a generally recognized as safe
(GEAS) type strain and was maintained on YM agar in a
1.21 culture flask bottle. The cultures were cultivated for 3
days at 28 °C. In these experiments cultures not older than
1 month were used.

Seed cultures were grown in a bioreactor of 101 work-
ing volume. The medinm (4 = YM) consisted of 1.2% malt
extract (Fluka), 1.2% yeast extract (Fluka), 2.0% vegetable
peptone (Oxoidno. 1.) and 4.0% glucose. The following con-
ditions were chosen: 28 “C temperature, 0.5 vvm bottom air
flow. 450 rpm agitation and 0.2 bar overpressure. The seed
culture was suitable for the noculation of 10001 fermenta-
tion medinm after 22 h cultivation, when cell concentration
reached 7 x 10° cells/ml and pH value was between 5.8 and
6.5.

I order to achieve optimal conditions, we conducted fer-
mentations in a bioreactor of 101 working volume. The fol-
lowing media seemed to be suitable for cultivating yeast
cells with satisfactory reductase activity: the RE-1 medium
consisted of 6.0% corn steep ligquor with 50% dry matter
content (Hungrana), 0.5% Gistex, 0.5% (NHz)2504, 0.3%
CaCOz, 0.1% MgS04.7TH:O. 0.1% PPG-2000 (Neuber) and
6.0% glucose. The RE-2 medivm contained 1.0% com steep
liguor powder (Roquette, Solulys HPP) instead of 6.0% corn
steep liguor. In the BR-3 medinm the corn steep liquor was
exchanged for 18% cormn steep liquor supernatant (CLS) with
15% dry matter content. The CLS was prepared as follows:
raw corn steep liguor was warmed up to 60 °C, the pH was
adjusted to 8.3, then the liguor was heated up to 93°C and
was maintained at this temperature for 10min. Sedimenta-
tion was carried out at 6000 rpm in a Flottweg Z1 type fast
decanter. The supernatant was used as a component of the
EE-3 medium.

In the 10001 fermentor dissolved oxygen level was kept
above 30% by means of bottom air inlet (0.2-1.0vvm), ag-
itation (200300 rpm) and overpressure (0.2-0.4 bar). Op-
timal temperature was 26 °C. The pH value was not con-
trolled. The reactor was inoculated with 101 of 221 old seed
culture. The exponential phase continued up to the 16th hour

101

of cultrvation. The broth was harvested 1n the 24th hour of
fermentation when the concentration of cells was between
22107 and 3 » 10° cells/m1. The yeast biomass was separated
from the fermentation broth in the Flottweg Z1 type fast de-
canter. From 10001 broth, 65-70 kg homass with 25-28%
dry matter content could be cbtained.

2.2, Resin-based bioveduction on laboratory scale and in
a 230-1 filtar diyer

The conditions of laberatory scale bioreduction for testing
the activity of cell pastes: 7.5 g resin (Amberlite, XAD-T),
1.0ml NaHPO4-2H2O solution (10%) and 1.00g MDA
were added into a 100 m] Erlenmever flask. This mixture was
agitated for 30 min in an orbital shaker. An aliguot from the
24 h old fermentation broth was centrifuged at 2000 rpm for
20 min, then 4.00-5.00 g cell paste was diluted with egqual
guantity of distilled water. After the addition of 7.3 g di-
luted cell paste and 2.0 g glucose, the mixture was shaken
at 100 rpm. Samples were taken in the 2nd, 4th and in the
18th hour

Feduction in the Rosenmund filter dryer was already

reported [4.8]. a mixture of 1001 XAD-T7 resin, 8kg
MDA, 30kg Z rouxii paste and 14 kg glucose was raised
to 2001 by the addition of tap water and maintained at
30°C. The pH was kept above 7.0 with Na;HPO:-2H,O
solution. Bioreduction was completed in the filter dryer
at low agitation speed (30-30rpm) during a pertod of
16—42h.

2.3, Sampling firom resin-baszed bioreduction

A sampling device was developed (Fig. ), suitable (i)
for sampling from a reaction mixture with resin content.
(it} for separation of the resin and (i11) elution of the target
compounds from the resin [6].

2.4. Determination of glicose concentration

Glucose concentration is of considerable importance upon
the completion of fermentation. We also determined glu-
cose concentration during the bioreductions by applying the
widely used Somogyi-INelson method [7].
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2.5, Thin layer chromatography (TLC) analvsis of MDA
and MBE

A guantitative TLC method was developed and recently
publizshed [6] in order to moniter the biotransformation
during the bioreduction process. TLC was performed on
10cm = 20 cm precoated plates (Merck Kieselgel 60 Fasy,
Art No. 5729). For mobile phase, a solvent mixture of
hexane-ethyl acetate (7:3 vv) was emploved. Quantitation
was performed by densitometry by scanning at 278 nm,
using a computer controlled CAMAG TLC Scanner IT.

Stereoselectrvity was checked only in the first few ex-
periments since R isomer was not produced in detectable
amount. This result is in agreement with data published else-
where [3].

3. Results and discussion
3.1 Optimisation of cell paste production

The cultures grown in a Roux-type culture flask were
stored at 4°C for a month without any loss of reductasze
activity. Mo degradation in enzyme actrvity was observed
after 30 transfers of the onginal stock culture [8].

The 22h old seed culture proved to be best for inocula-
ticn of the fermentation medivm. Inoculation was also at-
tempted with 16 and 36 h old seed cultures. The fermentation
broth. inoculated with seed cultures cultivated for long time,
reached the expected cell concentrations, the reductase ac-
tivity of cell pastes was, however, not satisfactery (Table 1).

The effect of two-stage seed culture production was stud-
ied using the same seed medium vader identical fermenta-
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Tabla 1
The effect of different age seed cultwes on reductase activity
Propagation time of seed culture (h)
16 2 36
Cell concentration in (34w 108 (711D 3 108 (10-13) = 109
the seed culture
(callz'ml) _
Cell concentiation in the (6-9) x 10° (18-29) = 10° (13-23) = 10°
4th how of
fermentation (cellsml)
Conversion rate in the &0-75 95-99 B850

18th howr of
bioveduction (%)

tion conditions. Inoculation rate of the second stage seed
culture medmm was 1%, and 22 h propagation time proved
to be most effective. The cell paste obtained from a fermen-
tation broth inoculated with a seed culture of the second
stage showed sufficient reductase activity.

The seed culture medinm published earlier contained pep-
tone of ammal erigin [5]. It was found that the same amount
of vegetable peptone no. 1 (purchased from Oxoid) resulted
in a seed culture of same quality. Efforts were made fo re-
duce the amount of expensive components, but no suitable
seed culture could be cbtained. Under the conditions de-
scribed in the Section 2. dissolved oxygen level was kept
over 40% in the 101 bioreactor.

The cost of fermentation medium without component of
animal origin could be reduced to 1/10th of the amount
given in an earlier publication [3]. Initially, raw com steep
liquer was applied (BE-1), which led to contamunation of
the resin by com steep liguor sediments. Later corn steep
ligquor powder was examined. which did not contaminate the
HAD-7 resin, but the vield of reduction was not satisfactory.
Finally. all problems have been solved by the use of CLS.

During the exponential phase ammonia and sodinm hy-
droxide sclution was used to maintain the pH value above
6.0. No significant difference was observed related fo cell
growth in a fermentation medivm without pH control. Cell
concentrations were similar in all cases, but lower enzyme
activities were measured with veast cells cultivated in a
medinm containing ammonia solution (Table 2). The pH
value decreased to 4248 in the exponential phase with-
out control, which did not canse any loss in the reductase
activity of veast cells.

The control of dissolved oxvgen level in a 10001 bicre-
actor was optimized. Up to the 6th hour aiflow was kept
low (0.2 vvm) becavse of intensive foaming. In the course
of exponential growth, aeration rate could be raised up to
1.0 wvvm without intensive foaming.

Cell concentration did not increase significantly after the
20th hour of culttvation, but higher reductase activity was
measured using 24 h old cells for the bioreduction. Similar
enzyme activity was measured in the process of cultivaticn
up to the 48th hour (Table 3).
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Table 2

The effect of pH contel on enzyme actvity

pH control (=6.0)

With ammena With NaOH Without contrel
Cell concentration in the 24th hour of fermentation 1.5-22 = 10 1523 » 10F cells/ml 1.5-25 x 107 cellsml
Conversion ratz i the 18th hour of brorsduction T5E3% 95-00% 05093
Table 3 _ _
The effect of cultivation fime on enzvme achvity. The resin was also affected by the method of stirring,
= —— 0 - T : ey the shape of impellers as well as to the rate of agitation. A
Tropagation time - - - magnetic stisrer at 100 rpm led to disintegration of the resin,
Cell concentiation in - 1.3-1.5 x 107 18-25 » 10° 18-30 = 10° which in turn caused the conversion to cease at approxi-
Eﬂaﬁe.ﬂa‘_"}n brath mately 35% conversion. On the other hand. agitation at the
LOBLIE I ~ . . - . - _
Comersion rate in 30.00 9509 8000 same rpm by vse of a rolling tube or orbit shaker led to com-

the 18th hour of
breraducton (e}

The c2ll concentrations are more smular to sach other, contary to redue-
tase activibes.

3.2, Optimisation of the bioveduction process

Complete reduction was achieved between 25 and 36°C
independently of aeration conditions. The accummlation of
carbon dioxide could lead to a lower rate of bioreduction,
owing to a decrease in pH valves. In addition to the guality
of cell paste, the amount of resin applied alsc had a definite
effect on the yield attained. Different amounts of resin were
added to the reaction mixture. Optimal resin amount was
determined experimentally [5]. By addition of 20% more or
less resin than the optimal amount, lower conversion rates
were measured. The decrease in conversion was due to a
change in substrate and/or product concentration in the su-
pernatant.

plete comversion within 18h. The living cell number in the
reaction mixture never decreased during the bioreduction.

Since the proportion of the results obtained by the differ-
ent pathways of glucose catabolism is not known in this case,
the ameunt of reduced co-factors formed during the glucose
metabelism cannot be exactly caleulated. For this reason,
the amounnt of glucose required had to be determined exper-
imentally. Glucose mn 2, 4, &, 8, 10 and 12% was added to
the reaction mixture. Independently of the concentration of
glucose, yeast cells consumed all amount of glucese in each
case. If the reaction muxture contained 2 or 4% of glucose,
the reduction was incomplete. By the addition of 10-12%
glucose, ethanol production might be responsible for the in-
terruption. An amount of 6-8% glucose was sufficient to
attain complete reduction (Fig. 3).

In the imtial experiments, contamination by different bac-
terinm species caused repeated interruption in bioreduction
in consequence of multiplication of aerchic bacteria in the
reaction mixture. It could be avoided by applying lower tem-
peratures and by the use of continuous nitrogen inlet.

100 T T
L
T
80 1
Il 1
5
3 L
o 40
8
20
0 T T T T T T
2 4 G 8 10 12
glucose (%)
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1z. 3. The effect of different glucose concentrations on the rate of biocowversion,
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4. Conclusions

An economical procedure was applied to produce veast
cell paste of excellent reductase activity in a 10001 fermen-
tor. Further scale-up of the fermentation process may not
cause difficulties. Further steps of seed cultures did not lead
to lower enzyme activity.

Iivestigation of this resin-based bioreduction gave further
interesting results. Relative independence of the temperature
and aeration facilitates further scale-up of the procedure. For
closer information on the sensitivity of resin to the method of
stirring, however further investigations are reguired. Fesin
can be Hoated by filtered air or nitrogen inlet on a larger scale
however periodic agitation may offer an efficient method for
preserving the adsorbing capacity of the resin.
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Summary

TLC methods have been developed for monitoring microbial enan-
tioselective reduction and regioselective oxidation. The work dis-
cussed in this paper focused on preparation of aromatic chiral alco-
hols by biereduction of their respective acetone derivatives by bio-
catalysis using yeast strains in medium containing added resin.
A simple method and suitable device were developed for sampling
from such heterogeneous fermentation media. Methods and chro-
matograms are presented for quantitation by TLC and for enan-
tiomer ratio determination by HPLC. With regard to oxidation pro-
cedures, a TLC method was established for monitoring compactin
hydroxylation during fermentation processes — as a representative
example. Improvement of the method and use of HPTLC plates
resulted in high resolution and separation capacity equal to that of
the HPLC method. By means of the method by-products usually
formed as minor comp ts in the biotransformation could also
be detected. Repeated clogging of the HPLC column as a result of
impurities usually present in considerable ts in fer i
samples is another reason for using TLC for analysis of microbial
media.

1 Introduction

Most of the compounds used as drugs contain one or more chi-
ral centers in which the configuration of a substituent deter-
mines the selectivity of biological activity [1-3]. Stereospecific
synthesis is usually performed by use of enzyme catalysis-aided
technology, and whole-cell biotransformation is often realized
on an industrial scale. Whole-cell biotransformation involving
redox processes is usually conducted by yeast fermentation [4,
5]. Development of microbial fermentation methods usually
focuses on determining optimum conditions; this requires use of

B. Erdélyi, A. Szabé, L. Birincsik, G. Seres, J. Salat, J. Ivanics, and A. Kénya,
IVAX Drug Research Institute Ltd, P.O. Box 82, Budapest, Hungary.
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O OH

Figure 1
Schematic diagram of the bioreduction studied.

comprehensive analytical methods to obtain quantitative infor-
mation at short intervals during the course of such a process.

A TLC method for monitoring stereospecific reduction of meth-
ylenedioxyphenylacetone to the (S) alcohol, mediated by yeast
cells in the presence of Amberlite XAD-7 resin, has recently
been described. A sampler device specially developed for resin-
containing fermentation liquors has also been reported [6].

Bioreduction has been used to reduce aromatic ketones with the
aim of obtaining enantiomerically pure alcohols (Figures 1
and 2). Reductions were conducted in the presence of XAD-7
resin using Zygosaccharomyces rouxii cells. Rather simple
methods for sampling and analysis were needed for analysis of
many biological samples. An HPLC method was also developed
to measure the enantiomeric excess of different chiral alcohol
mixtures.

The second part of the paper deals with a rapid method suitable
for monitoring regio- and stereospecific oxidation (hydroxyla-
tion) of compactin by microbial fermentation (Figure 3) [7-9].
The hydroxylated product, pravastatin, is a member of the
statin group (lovastatin, pravastatin, and sinmivastatin) used in
the treatment of hypercholesterolemia [10]. To obtain informa-
tion about the presence of impurities and by-products (minor

Journal of Planar Chromatography
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components) formed during the fermentation processes we
established an HPTLC method of high resolution and com-
pared the results with data obtained by means of an HPLC
method. The resolving power of the column was less than that
of the TLC method, probably because of impurities in the fer-
mentation broth.

2 Experimental

2.1 Solvents and Chromatography Plates

All solvents were of analytical grade. Rapid analysis was per-
formed on 10 cm * 20 cm silica gel 60 F,,, TLC plates (Merck
#1.05729); high-performance analysis was performed on 20 cm
x 10 cm silica gel 60 F,,, HPTLC plates (Merck #1.15696).

2.2 Instrumentation

221TLC

Samples were applied with a Camag Linomat IV instrument
equipped with a 100-pL syringe (#695.0014). Plates were
developed in Camag twin-trough chambers (140 and 240 mm

(anisylacetone)
AA MPB high for short and long runs, respectively). Quantitation was
Figure 2 performed with a Camag TLC Scanner II controlled by CATS
Structures and chemical names of the substrates and products studied in the software.
peri with the used for the compounds.
Oy O N O ~OMa
HOUO oH OH
[0} Q OH
o ! OH
/\I/L? " NaOH ?u { Streptomyces sp. Py %
OH
compactin-lactone compactin sodium salt pravastatin sodium salt
- P o] N O Na
-products:
y-p OH H (o]
o OH o
' H
OH" OH
epi-pravastatin sodium salt pravastatin-lactone
Figure 3
gram of compactin hydroxy , with by-p often formed during the fermentation process.
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Figure 4

Device for pling from resii fer media. a, small plastic
tube; b, stainless wire screen, 100 mesh; ¢, screen binding ring; d, steel wire
handle; e, filter paper; f, test tube; g, acetone.
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Figure 5

Chromatograms obtained by chiral HPLC. Racemic MDPP (above) and MDPP
from the bioreduction mixture (below). The (S) alcohol only was formed.

222 HPLC

HPLC was performed with a Waters 510 pump and a Waters
486 detector. The volumes injected were 5 pL for chiral appli-
cations and 20 pL for achiral ones. A Chiralcel OD-H column
(Daicel) was used for determination of the enantiomer ratio of
aromatic alcohols. The mobile phase was a hexane—2-propanol
mixture containing 2-5% 2-propanol. For monitoring com-
pactin hydroxylation a 10 pm Nucleosil C,; column (BST) was
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used with gradient elution. HPLC data were acquired by means
of Millennium?* software,

2.3 Preparation of Fermentation Samples

2.3.1 Resin-Containing Media

Samples of heterogeneous fermentation liquor were taken
with the aid of a small tube fitted with a screen (Figure 4). The
aqueous phase with the microorganisms was removed by
absorption on filter paper: this was repeated after washing the
resin with a few drops of water. The small tube was then

e
R
AL
10,30
=
L
r.oe
[ 2
o
208
10
L2
. J
100 .
5 200 ) .-e_ 1500 s
Figure 6
Chromatograms obtained by chiral HPLC. PB (above) and PB produced
by yeast (below).

dropped into a test tube containing acetone, the volume of
which depended on the expected concentration of the com-
pounds to be determined.

2.3.2 Resin-Free Media

Homogeneous fermentation broth (5 mL) was sampled, acetoni-
trile (5 mL) was added, and the mixture was homogenq‘._zcd.
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Figure 7
Chromatogram obtained by rapid TLC of sample from microbial hydroxylation of
compactin approximately half way through the transformation process (1, impu-
rities; 2, p 3, in; 4, by-products)

After a few minutes the clear supernatant was used in subse-
quent steps.

2.4 Sample Application

Samples (2, 4, 8 pL) and reference alcohol solutions
(1000 pg mL; 2, 4, 8 uL) were applied to the plate as 3 mm
bands with a distance of 9 mm between the bands.

2.5 Development, Evaluation

Plates were developed in a Camag twin trough chamber with
toluene-dichloromethane-tetrahydrofuran, 92 + 4 + 4 (viv), as
mobile phase for samples from ketone reduction and toluene—
acetone-glacial acetic acid, 20 + 30 + 4 (v/v), as mobile phase
for samples from compactin hydroxylation. The migration dis-
tance was 70 mm for the so-called rapid method and 160 mm in
HPTLC. After evaporation of the mobile phase in a vacuum
chamber, plates were scanned in reflectance mode at 1= 275 nm
for samples from ketone reduction and at 1 = 238 nm for sam-
ples from compactin hydroxylation.

2.6 Determination of Conversion Rate During
Biotransformation

Concentrations of the substrates (S) and the products (P) were
obtained from a three-point calibration plot constructed after

Table 1
R; values of the ketones and alcohols studied.

taUl 1@ Peak height ares
' 1 5.8 17939
2 99 651,80
3 1.9 £3.3
88 4 34 188,7
5§ 9.3 as1.?
E 6.6 2767
7 213 910.8
68 8 3.5 1378
L 22.4

48

7
20
—
® -
] 38 58 k] 98 e 138 158 178

an
Ususlength: 238 ne Tand

Figure 8

Chromatogram obtained by HPTLC of sample from compactin hydroxylation
(1-3, impurities from the fermentation broth; 4, by-product; 5, pravastatin; 6, epi-
P 7 p 8,9, by-p

chromatography of reference samples. Conversion rates [%]
were determined from the formula P/S x 100.

3 Results and Discussion

3.1 Ketone Biotransformation

3.1.1 Thin-Layer Chromatographic (TLC) Monitoring of Ketone
Reduction

Figure 1 shows the general reaction scheme. The structure of the
substrates, the products formed in the experiments, and the names
of the chemicals and the abbreviations (given by us) are shown in
Figure 2. The R, values obtained by TLC for the five pairs of com-
pounds given in Figure 2 are summarized in Table 1. Substantial
differences were obtained between the R, values obtained for all
pairs of compounds.

3.1.2 Chiral Analysis by High Performance Liquid
Chromatography

At the end of the transformation the compounds were extracted
from the fermentation broth by shaking with an equal volume of
ethyl acetate. After separation the organic phase was dried over
sodium sulfate. Figures 5 and 6 show the chromatograms
obtained from chiral analysis of MDPP and PB. The S enan-
tiomer only was obtained by bioreduction of MDPA to the alco-

Substrate Product
Ketone Abbrevi- R, Alcohol Abbrevi- R,
ation ation

3,4-Methylenedioxyphenylacetone MDPA  0.72 (5)-1-(3,4-Methylenedioxyphenyl)-2-propanol  MDPP  0.48
Phenylacetone PA 0.79 1-Phenyl-2-propanol PP 0.50
4-Methoxyphenylacetone MPA 0.92 1-(4-Methoxyphenyl)-2-propanol . MPP 0.60
4-(4-Methoxyphenyl)-2-butanone (anisylacetone)  AA 0.73 1-(4-Methoxyphenyl)-3-butanol MPB 0.41
Benzylacetone BA 0.80 1-Phenyl-3-butanol PB 0.46
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Figure 9

Chromatogram obtained by HPLC of the sample shown in Figure 8 (1, impurity;
2, by-product; 3, pr 5, 6, by-products; 7, comp ;
8, by-product).

in; 4, epi-p

hol. The PB sample of microbial origin contained both the alco-
hol and the substrate ketone (BA; Figure 6).

3.2 Compactin Hydroxylation

3.2.1 TLC for Monitoring Microbial Transformation Processes

Figure 7 shows a chromatogram obtained by the rapid method
(development time only 15 min). Because the sample was taken
before biotransformation was complete, both substrate and prod-
uct are apparent in the chromatogram. The significant difference
between the R, values of substrate and product enabled determi-
nation of the rate of transformation and rational prediction of a
reaction harvest time for low substrate and high product levels.

3.2.2 High-Performance Thin Layer Chromatography (HPTLC)

A chromatogram obtained by HPTLC analysis of a sample from
a pravastatin fermentation is presented in Figure 8. It is appar-
ent that in addition to compactin and pravastatin the chro-
matogram contains other peaks including those of impurities
in the fermentation broth and minor components not detected
in the previous chromatogram (rapid method). The number
of peaks was practically the same as obtained by HPLC
(Figure 9).

3.3 Column Clogging

In the course of monitoring compactin transformation by HPLC
analysis of fermentation broth extracts a decrease in column
efficiency was observed (chromatograms in Figure 10). It was
assumed this was caused by irreversible adhesion of impurities
to the adsorbent. This assumption was supported by comparison
of TLC and HPLC chromatograms (Figures 8 and 10) — compo-
nents partially or completely absent from the HPLC chro-
matogram appeared on the HPTLC plates and, because they
could not be eluted, spoiled the column. The columns must,
therefore, be changed frequently.

4 Conclusion

Rapid TLC methods are suitable for monitoring microbial trans-
formation processes at short intervals. Analytical standardiza-
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Figure 10

Chr d from a ple of microbial transformation by HPLC
with new (above) and used (below) columns.

tion in monitoring of microbial transformation is more secure
than in HPLC because of the use of intact adsorbent for every
run. The HPTLC method affords the opportunity to obtain more
detailed information about minor components formed as by-
products during biotransformation than can be obtained by use
of the rapid TLC method. HPLC proved suitable for determina-
tion of enantiomeric excess for samples of aromatic non-ionic -
alcohols produced during these investigations.

Acknowledgments

The authors wish to thank Gydrgy Meté for literary research.
Thanks are due to Dr Sdndor Soélvom, Ersekné lldiké Szakovics,
Dr Eva Ilkéy, and Istvin Barta for preparing and providing ref-
erence materials used in the experiments.

References

[1] 1 Agrant, H. Caner, and J. Caldwell, Nature Rev/Drug Discovery
1(2002) 753-768.

[2] R.N. Patel, Enzyme Microb. Tech. 31(6) (2002) 804-826.

[3] T Kometani, H. Yosii, and R. Matsuno, ). Mol. Catal. B:
Enzymatic 1 (1996) 45-52.

[4] M.J. Burk, Adv. Synth. Catal. 345 (2003) 647-648.

[5] W.-D. Fessner, Adv. Synth. Catal. 345 (2003) 649.

[6] B. Erdélyi, L. Birinesik, and A. Szabé, J. Planar Chromatogr. 16
(2003) 246-248.

[7] Y. Peng and A.L. Demain, J. Mol. Catal. B: Enzymatic 10 (2000)
151-156.

[8] J. Park, J. Lee, T. Kwon, D. Yi, Y. Kim, S. Moon, H. Suh, S. Kang,
and Y. Park, Biotechnol Lett. 25 (2003) 1827-1831.

[9] M. Serizawa, Biotechnol Annu Rev. 2 (1996) 373-389.

[10] R.E Reinoso, A. Sanchez Navarro, M.J. Garcia, and J.R. Prous,
Method Find. Exp. Clin. Pharmacol. 9 (2002) 593-613.

Ms received: January 19, 2004
Accepted by SN: April 7, 2004

Journal of Planar Chromatography

110



