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1. Bevezetés

A doktori disszertaciomban feldolgozott téméak a biotechnoldgia valtozatos részeihez
kapcsolodnak. A biotechnoldgia parhuzamosan fejlédott az technologiai és tarsadalmi
valtozasokkal. A biotechnologiai agazatoknak kétségteleniil hatalmas szerepe van a
nemzetgazdasagok ndvekedésében, olyan fontos iparagakkal kapcsolatban, mint az
¢lelmiszeripar, agrarium, gyogyszeripar, energiaipar, vegyipar ¢s kornyezetvédelem. A
hagyomanyos biotechnoldgia alapvetéen a fermentaciés technologidkra ¢épit. Itt
mikroorganizmusok felszaporitasara €és a természetes anyagok mikroorganizmusokkal torténd
eléallitasara kell gondolni. A modern biotechnologidt a géntechnoldogia megjelenésétol
szémitjuk. A lehetdség, hogy meg tudunk valtoztatni géneket, mas organizmusba tudjuk
helyezni, rengeteg 0j lehetdséget nyitott meg a biologiaval kapcsolatos kutatasok teriiletén. Ez
a lehet6ség nyitotta meg az utat, hogy rekombinans fehérjéket allitsunk eld. A folyamatos
fejlédés a bioldgian beliil ma mar 1), 6nalldé tudomanyteriileteket hozott 1étre, mint példaul az
enzimoldgia, az immunoldgia, a molekuldris diagnosztika vagy a bioinformatika. A
biotechnologia fébb meghataroz6 irdnyait az 1. abra szemlélteti.

Kornyezetvédelem

Szennyviz tisztitas
Kornyezetbarat
technologiak
Megujulé energia

Biotechnoldgia

e g

Ipari alapanyag ,- / Elelmiszeripar \\
gyartas | Taplalék kiegészitok |
| Alkoholgyartas
Sttéipar
p % /
~ } _//

1. abra A biotechnoldgia fobb teriiletei

A doktori munkdm soran tobb eltéré biokatalizatorral is foglalkoztam, melyekkel eltérd
technologiai alapon valosithatbak meg nagy enantiomertisztasagl vegyliletek eldallitasa.
Vizsgaltuk lipaz enzimkészitmények hatékonysagat kinetikus rezolvalasban és allitottunk eld
nagy enantiomertisztasigu savamid-szarmazékokat, melyeket tovabbalakitva potencialis
tirozin kinaz inhibitorokat allitottunk eld. Tovabba vizsgaltunk egészsejtes élesztotorzseket,
melyek oxidoreduktaz enzimkészletét felhaszndlva ketonok sztereoszelektiv redukciojat
valositottuk meg. Hat kiilonboz6 élesztd torzzsel €s harom eltérd tipust tesztszubsztrattal



végrehajtott bioredukciokat ortogonalis kisérlettervezéssel optimaltuk, majd karakterizaltuk az
¢leszt6 torzseket pH, reakcio hémérséklet és az (S)-alkohol eléallitasanak produktivitas alapjan.
Tovabba célunk volt Gj MIO-enzimek (aromas aminosav ammonia-lidzok és 2,3-
aminomutdzok) azonositasa, el6allitisa és karakterizalasa. A MIO-enzimeket szekvencia
adatbazisban hasonlosag alapjan kerestiik €s josoltuk meg a természetes szubsztrat elfogadasat.
Az enzimek eldallitdsdval és karakterizalasaval terveztik az enzimek felhasznalhatosagat
vizsgalni. Az enzimeket felhasznaltuk nagy enantiomer tisztasagi természetes ¢és nem
természetes aminosavak eldallitasara kinetikus rezolvaléassal és aszimmetrikus szintézissel.

2. Irodalmi hattér

2.1. Kinetikus rezolvalas Candida antarctica B lipazzal

A Candida antarctica térzsbdl szarmazo B lipaz (CaLB) iparilag relevans enzim, mellyel
szamos hidrolizis, észterképzés és acilezési reakcido valosithatd meg. A CalLB enzimet
leggyakrabban immobilizalt formaban hasznaljak.! Kivaloan alkalmazhaté szerves kozegben
aminok és alkoholok kinetikus rezolvaldsara is. Az acilezési reakciokat aromas és alifas
aminokkal és alkoholokkal is vizsgaltak mar: butilamin, 1-feniletilamin, 2-fenil-1-propilamin,
indol, 2-butanol illetve szamos acilezOszerrel: etil-acetat, izopropil-acetat, etil-metoxiacetat,
izopropil-butanodt vagy butil-acetat.?® Az racém 1-feniletilamin kinetikus reszolvalasa etil-
metoxiacetattal ipari mértékben megoldott a BASF szabadalma alapjan. A keletkez6 (R)-amid
¢s a visszamaradd (S)-amin forraspont alapjan elvalaszthato, a termékek nagy

enantiomertisztasaggal keletkeznek a rezolvalas soran.*

2.2. Sztereoszelektiv alkohol szintézis ketoreduktaz aktivitasu élesztokkel

A ketoreduktazok az oxidoreduktaz enzimosztalyaba tartoznak. A neviikbdl addddan a
ketocsoportot szekunder alkoholokka redukaljak, illetve a szekunder alkoholokat ketonna
képesek oxidalni. Az enzimek mitkddésé¢hez nélkiilozhetetlen a NAD(P)H kofaktor jelenléte,
ez biztositja a hidrogén transzportjat a reakcioban. Abban az esetben, ha a ketocsoporthoz
kapcsolddo szénlancok mindségében eltérés van, akkor a bioredukcioban két enantiomer
képzddésére van lehetdség, igy enzimtdl fiiggden fordul eld, hogy melyik enantiomer
képzddése lesz a preferalt a redukcid soran, illetve az oxidacié soran melyik enantiomer lesz a
preferaltan oxidaland6 szubsztrat. Az enzim 3D szerkezete hatarozza meg, hogy az (R)- vagy
(S)-izomer lesz a preferalt, annak fliggvényében, hogy a szubsztrat és a kofaktor, milyen médon
képes az enzim kotShelyében elhelyezkedni. A ketoreduktdzok igen elterjedtek és szamos

1 G. Hellner, Z. Boros, A. Tomin, L. Poppe, Adv. Synth. Catal. 2011, 353, 2481-2491.

2 7. Boros, P. Falus, M. Markus, D. Weiser, M. Olah, G. Hornyanszky, J. Nagy, L. Poppe, J. Mol. Catal. B
Enzym. 2013, 85-86, 119-125.

3 M. Olah, S. Suba, Z. Boros, P. Kovacs, M. Gosselin, C. Gaudreault, G. Hornyanszky, Period. Polytech. Chem.
Eng. 2018, 62, 519-532.

4 A. Schmid, J. S. Doderick, B. Hauer, A. Kiener, M. Wubbolts, B. Witholt, Nature 2001, 409, 258—268.
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metabolit atalakitasaért felelosek az éldszervezetekben, ebbdl kifolyolag egy organizmus
szamos ketoreduktazt tartalmazhat, melyek tulajdonsagai nem feltétlen egyeznek meg. A
legjelentsebb eltérés abban mutatkozik meg, hogy a szubsztrat képes az enzimbe valod
kotdédésre vagy sem (szubsztrat szelektivitas), tehat valds szubsztratja-e vagy sem az
enzimnek.>® Célszerti felhasznalni egészsejtes élesztétorzseket biotranszformaciokhoz, hiszen
eléallitasuk fermentdcioval a konnyebben megvalosithatd technologidk kozé tartozik. A
legtobb ¢€lesztd nem jelent veszélyt az ember szamara, az altalanos munkavédelmi szabalyokat
betartva az egészségre nem veszélyesek. Az egészsejtek hasznalataval sziikség esetén meg lehet
oldani a kofatorok regeneralasat a sejten beliil is. Eleszté sejtekkel szamos biotranszformaciot
hajtanak végre a laboratériumi mértéktdl az ipari méretekig. Egészsejtes élesztOkkel
megvaldsithatdak ketonok redukcidi, C=C redukciok, hidrolitikus reakciok és C-C kotés
kialakit4sa is.”®

2.3. MIO enzimek azonositasa és felhasznalasa

A MIO-enzimcsalddba olyan aroméds ammonia-lidzok és 2,3-aminomutdzok tartoznak,
melyeknek proszttranszlaciosan kialakuld katalitikus csoportja van: 3,5-dihidro-5-metilidén-
4H-imidazol-4-on (MIO-csoport). Az enzimek aromas aminosavak nem oxidativ reverzibilis
ammonia eliminaciojat, illetve az amincsoport a,f-izomerizaciojat katalizaljak Ez a katalitikus
csoport minden MIO-enzimben megtalalhatdo, mutacids kisérletekben bizonyitottak, ha a
polipeptid lanc nem tartalmazza a kialakulashoz sziikséges ASG vagy TSG aminosav triadot,
melybdl kialakul a MIO-csoport, akkor az enzimek elveszitik katalitikus tulajdonsagaikat.°

A MIO-enzimcsaladba tartozd6 ammonia-lidzok koziil alapvetéen harmat kiillonboztetiink
meg, de 1éteznek mar atfedések is. A harom legnagyobb csoportjukat a fenilalanin ammonia-
lidzok (PAL), tirozin ammonia-lidzok (TAL) és a hisztidin ammonia-lidzok (HAL) alkotjak,
azonban mar leirtdk a fenilalanin/tirozin ammonia-lidzokat (PTAL) is. A 2,3-aminomutazok
kozé a fenilalanin 2,3-aminomutdz (PAM) és tirozin 2,3-aminomutazok (TAM) tartoznak. A
fenilalanin 2,3-aminomutazok és a tirozin 2,3-aminomutazok sztereoszelektiven (R/S) képesek
katalizalni az a,p izomerizacids reakciokat. A MIO-enzimek csoportositdsat mutatja be a 2.
abra.

5 G. W. Huisman, J. Liang, A. Krebber, Curr. Opin. Chem. Biol. 2010, 14, 122-129

6S. F. Hag, A. P. Shanbhag, S. Karthikeyan, 1. Hassan, Microb. Cell Fact. 2018, 1-14.
"D. Kuhn, L. M. Blank, A. Schmid, B. Biihler, Eng. Life Sci. 2010, 10, 384-397.

8 B. Pscheidt, A. Glieder, Microb. Cell Fact. 2008, 7, 1-36.

% L. Poppe, Curr. Opin. Chem. Biol. 2001, 5, 512-524.

10 F, Parmeggiani, N. J. Weise, S. T. Ahmed, N. J. Turner, Chem. Rev. 2018, 118, 73-118.
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2. abra MI10-enzimek csoportositasa a katalizalt reakci6 alapjan

3. Kisérleti modszerek

3.1. rac-1-feniletilamin kinetikus rezolvalasa

A rac-1-feniletilamin rac-1 (0,41 mmol, 50 mg) és alkil-2-cianoacetat (2a: etil-2-
cianoacetat: 0,5 ekv., 23 mg; vagy 2b: izopropil-2-cianoacetat: 0.5 ekv., 36 mg) és 100 mg
Cal.B N435 biokatilzatort 2 mL toluol/tetrahidrofuran elegyéhez adtuk és szobahdmérsékleten
400 rpm razattuk 4 6ran keresztiil. Mintét vettiink 1, 2, 3 és 4 h utan. A biokatalizatort kisziirtiik
az oldatbol, majd a sziirletet vakuumban beparoltuk. A maradékot 7,5 mL 5 % HCI oldatban
feloldottuk és 3 x 12 mL diklérmetannal extrahaltuk. A szerves fazist natrium-szulfattal
szaritottuk és vakuumban beparoltuk, igy kaptuk meg az (R)-3 vegyiiletet. A vizes fazist 5 mL
40 % ammonia oldattal lugositottuk és 3 x 12 mL diklérmetannal extrahaltuk. A szerves fazist
natrium-szulfattal szaritottuk és vakuumban beparoltuk, igy kaptuk meg az (S)-1 vegyiiletet.

Az acilezdszer adagolasat a kovetkezOképpen vizsgaltuk. A 2 mL toluol/tetrahidrofuran 1:1
elegyéhez rac-1-feniletilamint rac-1 (0.41 mmol, 50 mg), 100 mg CaLLB N435 biokatalizatort
¢s etil-2-cianoacetatot 2a a kovetkezdek szerint: A valtozat: 0,5 ekv., 23 mg; B valtozat: 1 ekv.
46 mg; vagy C valtozat: 0,5 ekv., 23 mg + 0,25 ekv., 11,5 mg (2 h) + 0,25 ekv., 11,5 mg (4 h).
A reakcioelegyet szobahOmérsékleten 400 rpm razattuk és mintat vettiink 2; 4; 6 és 24 h
id6épontban. A reakcioelegyeket az el6bbieknek megfeleléen dolgoztuk fel.

3.2. Ketoredukciok optimalizalasa kisérlettervezéssel

Minden ¢lesztd szubsztrat paros optimalizalasi reakcid megtervezését €s kiértékelését
Statistica program DOE (design of experiments) funkciojaval ortogonalis kisérleti tervek
készitésével és kiértékelésével végeztiik. A kovetkezd paramétereket vizsgaltuk az optimalasi
reakciokban: liofilizalt biokatalizator egységnyi mennyisége (mg mL™), koszubsztrat
mennyisége (V/V%), puffer erdsség (mM), reakcid hdmérséklete (°C) és a puffer pH értéke.
Az elsé korben 202 alapu kisérleti tervet kiegészitd kisérleti tervvel (foldoverrel) és 3
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centrumponti ismétléssel terveztiik meg és végeztik el a kisérleteket. Az eredményeket a
vizsgalt faktorok hatdsanak ¢és kolcsonhatasanak szignifikancia vizsgalataval értékeltiik
(szignifikansnak tekintettiik ha p < 0,05), illetve az illesztett model 3D vizualizacidjaval. A
masodik korben a szignifikdns faktorok beallitasainak megvaltoztatasaval allapitottuk meg a
reakciok optimumat, ehhez 22, 2° és 32 teljes kisérletterveket készitettiink. Abban az esetben,
ha a linearitas vizsgalatéra teljesiilt a p < 0,05 feltétel, akkor a kisérleti tervet kiegészitettiik 32
kisérleti tervre, igy a linearis €s a masodfoku hatasokat és kdlcsonhatasokat is értékeltiik

A kisérleti tervben meghatarozott mennyiségii WY1, WY4 és WY 12 torzsekkel 5 mL, mig
a WY2, WY7 és WY1 torzsekkel 1 mL reakcio térfogatban végeztiik a bioredukcidkat a
kisérleti tervnek megfeleld erdsségli natrium-fosztat pufferben a megfelelé pH-ra bedllitva. A
reakciokhoz 6 mg mL™ szubsztratot (fenilaceton 6a, acetofenon 6b és 2-heptanon 6¢) és a
kisérleti tervnek megfeleld mennyiségii 2-propanol koszubsztratot hasznaltunk. A reakcidkat
300 - 400 rpm rézattuk 4 h keresztiil a megfelel6 hdmérsékleten. A megallapitott optimumban
vizsgaltuk az egészsejtes ¢élesztOk ketoreduktaz aktivitdsat pH 2-12 tartoméanyban, 25-60 °C
hémérsékleti tartomanyban, illetve a szubsztrat koncentracio 2-20 mM hatdsat a produktivitasra
(15 min reakciéidovel).

3.3. MIO-enzimek azonositasa és felhasznalasa

3.3.1. MIO-enzimek azonositasa és eloallitasa

A potencidlis MIO-enzimek génjeinek azonositdsthoz BLASTp funkcidval kerestiik az
NCBI (National Center for Biotechnology Information; Bethesda, Egyesiilt Allamok)
adatbazisban. Keresd szekvencidnak a MIO-enzimek konzervalt szekvencia részleteit
hasznéltuk. Az enzim szekvencidkat tobbszords szekvencia illesztéssel mas ismert MIO-
enzimekhez hasonlitottuk: Pantoea agglomerans (PaPAM, Q84FL5), Ustilago maydis PAL
(UmPAL, Q96V77), Rubrobacter xylanophilus PAL (RxPAL, Q1AV79), Anabaena variabilis
PAL (AvPAL, Q3M5Z3), Petroselinum crispum PAL (PcPAL, P24481), Aradopsis thaliana
PAL (AtPAL, P35510), Sorghum bicolor PAL (SbPAL, C5XXT9), Rhodobacter sphaeroides
TAL (RSTAL, Q3IWB0), Rhodosporidium toruloides TAL (RtTAL, P11544), Pseudomonas
putida HAL (PpHAL, P21310), Taxus canadensis PAM (TcPAM, Q6GZ04), Chondromyces
crocatus TAM (CcTAM, QOVZ68) és Streptomyces globisporus TAM (SgTAM, Q8GMGO0).

A rekombinans fehérjék termelését E. coli Rosetta (DE3)pLysS baktériummal végeztiik,
melyek tartalmazzak a pET-19b vektorban az expresszaland6 fehérje génjét. A fehérje N-
termindlis Hisio-tag jeldléssel fog termelddni. Az expresszalashoz 50 mL LB tépoldatot
(kiegészitve 30 pg mL™? kléramfenikol és 50 pg mL™ karbenicillin antibiotikummal)
inokulaltunk és éjszakara 37 °C-on inkubdltuk. A fermentaciohoz 500 mL LB tépoldatot
oltottunk be 10 mL ¢éjszakai sejtkulturaval. A sejteket 37 °C-on 180-200 rpm ODego= 0.6-0.7
novesztettilk. A fehérje expresszalasat 0,1 mM IPTG-vel indukaltuk. A PfHAL, PfXAL és
PfPAM esetében 28 °C-on és 6 h keresztiil, PzaPAL esetében 25 °C-on és 16 h keresztiil tortént
a fehérje termeltetés.



3.3.2.MI10O-enzimek felhasznalasa biokonverziokban

Vizsgaltuk a PFPAM enzimet biokonverzios kisérletekben, 50 pg mL™? enzim jelenlétében
2,3-aminomutéz aktivitast vizsgalva 100 mM Tris pH= 8,5 pufferben a kdvetkezé kiindulasi
szubsztratokkal 2 mM L-fenilalanin (S)-8a, rac-a-fenilalanin rac-8a, rac-g-fenilalanin rac-9a,
illetve ammonia addiciés reakcioban 4 M ammonium-karbamat pH= 9.0 pufferben 2 mM
fahéjsavbol 10a kiindulva. A reakciot 30 °C-on végeztiik, mintakat 1, 3, 5, 18 €s 24 h utan
vettiink.

Vizsgaltuk a PzaPAL és PcPALaltal katalizalt 5 mM szubsztitualt fenilalanin-szarmazékok
rac-8a-s kinetikus reszolvalasat 100 mM Tris pH= 8,5 pufferben 30 °C-on 50 pg mL* enzim
jelenlétében. Mintakat 17 és 168 h utan vettiink. Vizsgaltuk a PzaPAL és PCPAL altal katalizalt
5 mM szubsztitualt fahéjsavszarmazékok rac-10a-s sztereoszelektiv szintézissel megvalosuld
ammonia pH= 10,0) 30 °C-on 50 pg mL* enzim jelenlétében. Mintakat 17 és 168 h utdn
vettiink.

4.  Eredmények

4.1. Potencialis tirozin kinaz inhibitorokhoz rac-1-feniletilamin Kinetikus rezolvalasa

Eléallitottuk kemoenzimatikus rendszerben racém ¢és enantiomertiszta formaban a
potenciais tirozin kinaz inhibitorok savamid intermedierjét kémiai acilezéssel és lipaz katalizalt
kinetikus rezolvalassal (3. abra).
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3. abra Kemoenzimatikus rendszerben eldallitott racém és enantiomrtiszta
savamidok rac-1-feniletilaminbdl rac-1

A hatékony rezolvalas végrehajtdsaért vizsgaltunk acilezészer adagolasi modokat. Az
acilezdszer mennyiségének emelésével a képzddd (R)-3 savamid enantiomertisztasaga
feltételezhetéen romlani fog, mert a kinetikus rezolvalas mellett a kémiai acilezés is zajlik. A
megemelt mennyiségii acilezOszer azonban elGsegiti, hogy a visszamaradd (S)-1 amin
enantiomertisztasdga magasabb legyen. A megnovelt acilezOszer mennyisége noveli a
reakciosebességét és az egyensulyt eltolja a termékképzddés felé és az eddig el nem reagalt
(R)-1 amin is acilez6dni fog. Ezért harom acilezOszer adagolasi modszert hasonlitottunk Gssze.
Az ,,A” eljaras: 0,5 ekvivalens acilezdszer, a ,,B” eljaras: 1 ekvivalens acilezdszer és a ,,C”
eljaras: 0,5 ekvivalens acilezdszer kezdetben, majd 0,25 és 0,25 ekvivalens acilezOszer 2 h és
4 h utan. A reakciokat 2, 4, 6 és 24 h utan vizsgaltuk. Az acilezdszer adagolasi modszerek
eredményeit a 1. tablazat szemlélteti.



Acilezbszer s . Uspec
. Reakci6 id K. eeR)- ee(s)- e 1
adagolasi [he]:a clo 1do OIESZ]I 210 [0(/?]3 [0(/?))]1 [umollmmlg
mod ]
2 26 99,9 35,9 9,10
€A Tis 4 29 99,9 40,4 4,96
A” eljaras
6 30 99,9 41,8 3,38
24 32 99,9 46,4 0,91
2 44 99,9 78,8 15,18
€ Ao 4 48 99,3 90,1 8,19
B> eljaras
6 49 99,0 94,8 5,61
24 50 98,2 98,5 1,44
2 27 99,9 37,5 9,40
s iao 4 41 99,5 69,9 7,10
C” eljaras
6 47 99,1 89,1 5,44
24 50 98,9 99,3 1,44

1. tabldazat Acilez6szer adagolasi modszerek a racém 1-feniletilamin rac-1 kinetikus rezolvalasaban; A
eljaras: 0,5 ekv. acilezoszer; B eljaras: 1 ekv. acilezészer; C eljaras: adagolasos modszer [0,5 ekv
+0,25 ekv. (2 h) +0,25 ekv. 4 h)]; félkovér: optimalis eljarasok

Az eredmények alapjan az (R)-3 savamid elballitasara az ,,A” modszerrel (0,5 ekvivalens
acilezOszer) bizonyult a legjobbnak 4 h reakcioidével. Az eljaras soran 29 %-os konverzioval
és 99,9 %-os enantiomertisztasaggal tudtuk eléallitani az (R)-3 savamidot, illetve a
biokatalizator specifikus aktivitasa jobbanak bizonyult 4 h reakci6idénél, mint 6 vagy 24 h
reakcioidénél. A hosszabb reakcié id6 nem ndveli, olyan jelentdsen a reakcioban képz6doé (R)-
3 savamid konverzids értéket. A visszamaradd (S)-1 amint az adagolasos ,,C” modszerrel
érdemes eldallitani 24 h reakci6 iddvel. A végsd magas acilezOszer mennyisége miatt szinte
minden (R)-1 amin acilezédik. A kezdeti 0,5 ekvivalens acilez6szer még nem segiti olyan,
mértékben az (S)-1 amin kémiai acilezését, igy a reakcioban ennek az enantiomernek a
mennyisége nem csokken olyan jelentdsen, azonban az adagolas hatasara az (R)-1 amin szinte
teljesen elreagal. fgy az (S)-1 amin 99,3 %-os enantiomertisztasaggal és 41 %-os termeléssel
nyertiik ki a reakcioelegybdl. A nagy enantiomertisztasagu (S)-1 amint kémiailag acilezve etil-
2-cianoacetattal 2a megkapjuk az (S)-3 savamidot nagy enantiomertisztasaggal.

4.2. Egészsejtes élesztokkel megvaldsitott sztereoszelektiv ketoredukciok

Az éleszt6torzseket fenilaceton 6a, acetofenon 6b és 2-heptanon 6c¢ tesztszubsztratokkal
vizsgaltuk (4. abra). Az élesztokkel végrehajtott ketoredukciok optimalizalasara 252
kisérlettervet hasznaltunk, kiegészitd kisérlettervvel és 3 centrumponti ismétléssel. Ebben az
elsé korben kaptunk informécidt arrol is, ha egy €lesztd nem fogadja el valamelyik szubsztratot
¢s nem képes katalizalni az alkohol eldallitasat. A kisérlettervek soran az alabbi 6t faktort
vizsgaltuk: biokatalizator mennyisége, a 2-propanol koszubsztrat mennyisége, a reakcio puffer
erdssége, a reakcid hémérséklete és a puffer pH-ja.
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4. abra Liofilizalt élesztésejtekkel megvalositott sztereoszelektiv keton redukciok

Az els6 kords vizsgalatokkal igy megallapitottuk a WY4 torzsnél, hogy az acetofenont 6b
nem tudja atalakitani alkoholla, illetve a WY7 torzs csupan csak az alifas 2-heptanont 6¢
fogadja el természetes szubsztratjanak. A tobbi élesztd szubsztrat parosndl elértiink olyan

hatékony katalizist, hogy érdemben vizsgalni tudjuk a képz6do alkohol enantiomertisztasagat

¢és konverzigjat. Kiemelendd, hogy 10 % konverzi6 felett a vizsgalt Osszes élesztotorzs

enzimkészlete nagy szelektivitassal tudja eldallitania a képz6dé (S)-alkoholokat, ee(s)-7a-c>

99,5 %, mely kivalé eredménynek mondhat6. Az eredmények kiértékelésekor vizsgaltuk, hogy

mely faktoroknak van szignifikdns hatdsa a reakcid konverzids értékére. Az elsé kords

kiértékelés soran nyert informaciokbol egy Ujabb kisérlettervet allitottunk Gssze, azonban itt
mar csak a szignifikdns hatasokhoz tartozo faktorok reakciod bedllitsait vizsgaltuk, illetve

modositottuk annak fényében, hogy ndvekvd konverzios értékeket érjlink el. Az optimalizalt

reakcioparamétereket a 2. tdblazat tartalmazza.

Reakcid paraméter

Elesztétorzs ~ Szubsztrat L{Oﬁllzélt Koszbsztrat HoOmérséklet pH Kongferzm
elesth [VIV%] [°C] [-] [%]
[mg mL"]

6a 40 3 35 7 97

WY1 6b 40 4 30 7 83
6c 40 4 30 7 84

6a 30 4 30 8 74

WY?2 6b 30 2 30 7 38
6c 30 4 30 8 75

6a 40 8 30 7 81

w4 6c 40 8 30 7 83
WY7 6c 30 4 30 8 26
6a 30 4 27 7 68

WY11 6b 30 2 27 7 35
6C 30 8 30 7 84

6a 20 3 35 7 97

WY12 6b 20 4 30 7 82
6C 20 4 35 7 83

2. tablazat A ketoreduktaz aktivitasu élesztétorzsek faktorialis kisérlettervvel megallapitott reakcio
beallitasi paraméterei az optimumban; * a puffer er6sséget 64 mM allitottuk be
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4.3. MIO-enzimek azonositasa

A MIO-enzimeket szekvencia adatbazisokban pBLAST (lokalis szekvencia hasonlésag)
funkcioval kerestiink, ez lehetOséget ad arra, hogy az adatbazisokbol kivalasszuk azokat a
fehérje szekvencidkat, melyek potencidlisan aromds aminosav ammonia-liazok vagy aromas
aminosav 2,3-aminomutazok. A legnagyobb biztonsaggal MIO-enzimekre talalatokat a MIO
katalitikus csoport kialakulasa kornyéki szekvencia részlet a legmegfelelobb. Ez a szekvencia
részlet rendelkezik az egyik legnagyobb hasonldsaggal a MIO-enzimek kozott. Az ASG
aminosav harmasbdl autokatalitikusan képzédé MIO-csoport és a kornyéki nagyjabol 10
aminosav hosszusagu szekvencia minden MIO-enzimben kb. 80-90 % hasonldosaggal
megtalalhato (5. dbra narancssarga jelolés). A szekvencia dsszerendezésben a 137-138 pozicid
tartalmazza azokat az aminosavakat, melyek befolyasoljak, hogy az adott ammonia-lidz, melyik
természetes aromds aminosav szubsztratot fogja elfogadni. A PAL enzimekre jellemz6 az FL
motivum (5. dbra vilagos kék jeldlés), a TAL enzimekre a HL/HQL motivum (5. abra sotét zold
jelolés), mig a HAL enzimekre az SH motivum (5. é&bra tiirkiz jelolés). Ezek alapjan
feltételeztiik, hogy a SH motivumot tartalmazé enzim szekvencia egy HAL enzimé lesz.
Ellendrzésként a PDHAL szekvencidjaval 84 % szekvenciaazonossagot mutat, ami megerdsiti
ezt a feltevésiinket. A PFXAL enzimnél FH motivumot fedeztiink fel a 137-138-as pozicional,
mely mind a PAL és TAL illetve a HAL enzimekre is jellemzd, igy elképzelhetdnek tartottuk,
hogy ez az enzim potencialisan mind az L-fenilalanin, az L-tirozin és az L-hisztidin aromas
aminosavakat elfogadja természetes szubsztratjanak és katalizalja az ammonia eliminacidjukat.
Legjobb tudomasunk szerint ez volt az elsé eset, hogy egy organizmusban harom MIO-enzimet
is azonositottak.

109 130 200 348 486

PcPAL SYGVT LOKELIRFLNAGIFGNGS---———-—--—-—————————— DNTL IT DLVPL QDRYALRTSPQ HNQD
AtPARL SYGVT LOKELIRFLNAGIFGSTKE-—-————-————————————— T-SHTL IT DLVPL QDRYALRTSPQ HNQD
SbPAL I¥GVT LOVELLRHLNAGIFGTGSD--————-——————————————— GHTL IT DLVPL QDRYALRTSPQ HNQD
PzaPAL IYGIN LQLALIL CGVLEVEST-FPTGEPSSAPFALPLTDTETSLVM I3 DLSPL QDRYTLRTASQ ANQA
UmPAL I¥GIN LQLALL.CGVLPVPST—E‘PTGEPSSAPFALPLTDTESSLIM IS DLSPL QDRYTLRTASQ ANQA
RxPAL I¥GVT LOKNILRFLGNGI--——--—-———————————————————— GPLAR CG DLVPL QDKYSIRCRAPH HNQD
AVPAL I¥GVT LOTNLVWELKTGA--——--————————————————————— GNEL IG DLVPL QDRYSLECLPQ FNQN
Pr¥AL I¥GVT LPRHLYTFHGCGL--——----——————————————————— GELL VG DLTPL QDRYSLRCAPH HNQD
RsTAL VYGLT LOANLVHHLASGV-——-——-—————————————————————— GEVL VG DLTPL QDAYSLRCRAPQ ANQD
RETRL VYIGVT LOKALLEHQLCGVLPSSFDSFRLGR-————————————— GLENSL IS DLSPL QDRYPLETSPQ ANQA
PpHAL AYGIN LQRSLVLSHAAGI-—--——-——--—————————————————— GAPL VG DLAPL QDPYSLRCQPQ ANQE
PfHAL AYGIN LORSLVLSHAAGV-——-—-——--—————————————————— GQPI VG DLAPL QDPY¥SLRCQPQ ANQE
PaPRAM I¥GVN LONNLINAVATNV-————-—————————————————————— GEYF LG DLGPL EDAYSIRCTPQ DFQD
PIPAM I¥GVN LOQSNLIQGVSTNV--——---—-——————————————————— AERF LG DLGPL EDAYSIRCTPQ DFQD

CcPAM I¥GVT LOQESLIRCLLAGVFTEGCA--—-———-————————————— SSVDEL W3 DLIPL QDRYALESSPQ HNQD
CcTRAM I¥GVN LOENLIRSHARGG-———-—-—-———————————————————— GEPF LG DLSPL QDAYTLRAVPQ SNQD
SgTREM IIGVﬁ LYTNLVRSHSAGV-————————-——————————————————— GPLEF LG DLAPL QFAYSLEAIPQ DNQD

5. abra M10-enzimek tobbszoros szekvencia illesztése a szubsztratkotohely és a katalitikus
aktivitasért felel6s szekvenciarészeknél; piros: katalitikus tirozin; s6tét kék: aromas kotdhely
konzervalt részei; vilagos kék: PAL-okra jellemz6 aromas kotéhely; sotét zold: TAL-okra jellemz6

aromas kotéhely; tiirkiz: HAL-okra jellemz6 aromas kotOhely; narancssarga: MIO katalitikus csoport;
narancs tiirkizzel: bakterialis PAM MIO katalitikus csoport; vilagos z6ld: MIO-csoport stabilizalo
tirozin; sarga: szubsztrat karboxilcsoportjat koto arginin; lila: PAM aktivitasért felelds fenilalanin
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Vizsgaltuk az ujonnan eldallitott enzimek szubsztrat elfogaddasat ammoniaeliminécios
reakciokban természetes L-aminosavakkal. Az aromas kotOhely azonositott aminosavai és a
predikciokat figyelembevéve végeztiik a kisérleteket. Az alabbi L-aminosavakkal teszteltiik az
enzimeket: L-fenilalanin, L-tirozin, L-hisztidin, L-triptofan, L-aszparagin, L-aszparaginsav, és L-
glutamin. A vizsgalt enzimek a vartnak megfeleléen nem fogadtdk el a nem aromas
aminosavakat szubsztratként és az L-triptofant sem, itt feltehetéen a szubsztrat heteroaromas
gylir(je tal nagy ahhoz, hogy az elférjen a kotéhelyen. A PfHAL csupan az L-hisztidint fogadta
el szubsztratnak, mint ahogyan az a HAL enzimekre jellemzd, nagyon specifikusak a
szubsztratra. A PIXAL a varakozasainknak megfeleléen elfogadta L-fenilalanin, L-tirozin, L-
hisztidin szubsztratokat az el6bbi sorrendnek megfelelden csokkend aktivitassal. A PzaPAL az
L-fenilalanin ammonia eliminacidjat katalizalta nagy aktivitassal, az L-hisztidint és L-tirozin
nem fogadta el természetes szubsztratjanak. fgy a predikcidink helytalloak voltak, és helyesen
kovetkeztettiink a szekvencia motivumok alapjan a megfeleld enzimekre.

4.4. MIO-enzimek hasznalata biokonverziokban

A PfPAM Kkatalizalta reakciokban vizsgaltuk az o- és f-fenilalanin izomerizaciojat. Az
enzimet természetes szubsztratjaval L-a-fenilalaninnal (S)-8a vizsgalva megallapitottuk, hogy
az enzim teljesen szelektiven az enantiomertiszta (S)-g-fenilalanin (S)-9a képzddését
katalizalja, a masik enantiomer (R)-9a egyaltalan nem jelenik meg a reakcidban. Igy
kijelenthetjiik, hogy a PfPAM (S)-szelektiv 2,3-aminomutaz aktivitassal rendelkezik az L-a-
fenilalanin szubsztratra nézve. Az id0 eldrehaladtaval jelentds lidzaktivitds is észlelhetd az
enzimnél, melyre a megndvekedett fahéjsav 10a jelenlétébdl kovetkeztethetiink. A reakcidban
képz6do (S)-9a aranya az egyensulyi reakcio soran 52,5-55,0% kozott talaltuk (3. tablazat 1.
sor). A rac-8a kinetikus rezolvalasaban is csupan (S)-9a keletkezik, azonban az el nem reagald
(R)-8a miatt alacsonyabb az aranya a reakcioelegyben. A rac-8a kinetikus rezolvalasa soran
jelent6sebben visszaszorult a PFPAM ammonialiaz-aktivitasa az izomerizacios reakcio mellett.
Az egyensulyi reakcidelegyben csupan 4% volt a fahéjsav 10a mennyisége, az elébbi 20%-hoz
képest. Tehat az (R)-8a inhibitorként viselkedik, bekot az aktiv centrumba, azonban az enzim
sem lidz, sem mutdz aktivitdssal nincsen irdnyaba (3. tdblazat 2. sor). A rac-f-fenilalaninbol
rac-9a kiindulva lassabban keletkezik az (S)-8a, igy a PfPAM enzim liaz aktivitasa is
alacsonyabb, 24 h utan a reakcidelegy csupan 1%-a tartalmazott fahéjsavat 10a (3. tablazat 3.
sor). A PfPAM enzimet vizsgaltuk addicids reakcioban, fahéjsavbol 10a kiindulva ammonias
kozegben az el6szor képzodo (S)-8a termék utana nagyobb aktivitassal tovabb alakul (S)-9a
termékké (3. tablazat 4. sor). Az eredmények alapjan azt allapitottuk meg, hogy a PfPAM a
tisztan (S)-aminomutaz szelektivitas mellett rendelkezik liazaktivitassal is, melyet ki lehet
hasznalni addicios reakciok soran is, igy enantiomertiszta (S)-8a és (S)-9a termékeket
allithatunk eld.

11



Sorszam Szubsztrat Reakeid id6 9a 8a 10a

[h] 6] [%] [%]
1 52,5 36,9 10,6
3 53,7 31,9 14,4
1 (S)-8a 5 54,8 30,5 14,7
18 56,9 24,1 19,0
24 55,0 25,0 20,0
1 19,0 80,1 0,9
3 24,1 74,3 1,6
2 rac-8a 5 26,2 71,3 2,3
18 28,0 68,0 4,0
24 27,8 68,2 4,0
1 91,6 7,9 0,5
3 89,7 9,5 0,8
3 rac-9a 5 87,9 11,3 0,8
18 87,4 11,7 0,9
24 87,2 11,8 1,0
1 4,7 3,1 92,2
8,1 57 86,2
4 10a 5 13,6 9,2 77,2
18 31,0 23,3 45,7
24 33,1 24,8 42,1

3. tabldzat A PfPAM Kkatalizalt biokonverziok (S)-fenilalanin izomerizacidja, rac-a-fenilalanin
kinetikus rezolvalasa, rac-f-fenilalanin kinetikus rezolvaléasa és fahéjsav sztereoszelektiv
ammoniaaddicidja

A PzaPAL enzimet vizsgaltuk kinetikus rezolvalasban szubsztitualt racém a-fenilalanin
szarmazékokkal rac-8a-s, melynek eredményeit a 4. tablazat A panel szemlélteti. A
vizsgalataink kiterjedtek az aromds gylirin mindharom poziciéban (orto, meta, para)
szubsztitualt aminosav-szarmazékokra: fluor 8b-d, klor 8e-g, nitro 8h-j, brom 8k-m, metil 8n-
p és metoxi 89-S. Az eredmények alapjan megallapitottuk, hogy a PzaPAL enzim magas
enantiomer szelektivitassal rendelkezik a legtobb szubsztitualt (S)-fenilalanin-szarmazékkal
szemben, csupan az orto és para helyzetli nitroszarmazék rac-8h,j és a para helyzetl
bromszarmazéknal rac-8m jelentkezik, hogy az enzim katalizalja az ammonia-eliminéciot az
(R)-enantiomerrdl is. Az eredményekbdl jol latszodik, hogy a PCPAL mar a rovidebb reakciod
id0 alatt is katalizalja az ammonia-eliminaciot az (R)-enantiomerrdl, a visszamarado (R)-8a-p,r
enantiomertisztdn maradnak a reakcidban. Feltehetéen az aktiv centrumban helyet foglald
aszparagin és metionin aminosavak (QMQQ motivum) is feleldsek lehetnek a PzaPAL
nagyobb enantiomerszelektivitasaért. Az elektronkiildé csoportokkal (metil és metoxi)
rendelkezd szarmazékok esetén a kinetikus rezolvalds gyengén vagy egyaltalin nem
megvalosithato a PzaPAL enzimmel.

A PzaPAL enzimmel megvalositottuk a szubsztitualt aril-akrilatok 10a-s szelektiv

crer

PzaPAL enzim enantiomer szelektivitasat és a reakcidban eldallitott a-aminosav konverzios
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értékét. A vizsgalatok alapjan megallapithatjuk, hogy a PzaPAL enzimnek a fluor szubsztitualt
akrilatokbol 10b-d szelektivebben allitja el6 az L-fenilalanin-szarmazékot (S)-8b-d, mint a
PCcPAL enzim. Az orto és para helyzetben szubsztitualt klor- és a nitroakrilat-szdrmazékokkal
PzaPAL ugyancsak magasabb enantiomertisztasagban allitja el az L-fenilalanin-szarmazékot
(S)-e,0,h,j mint a PCPAL enzim. A brém-, metil- és metoxiszarmazékokkal a PCPAL enzim
mutat sokkal jobb aktivitast és szelektivitast a sztereoszelektiv szintézisben. A PzaPAL érdemi

aktivitast csupan az orto-brom- (S)-8k és az orto-metilszarmazék (S)-8n eldallitasaban mutatott,
azonban ezt teljesen enantioszelektiven katalizalta.

A B
17 h reakcid 1dd 168 h reakcio idd 17 h reakeid idd 168 h reakcid 1d6
Subsztrat PzaPAL PcPAL PzaPAL PcPAL Subsztrat PzaPAL PcPAL PzaPAL PcPAL
rac-8a-s Konverzid Konverzid Konverzio Konverzid rac-8a-s Konverzid Konverzié Konverzid Konverzid
(ee(m 9as) (eem9s-s) (ee@ 9as) (eem)8a-s) (eem)8a-s) (eezrias) (ee(my8a-s) (eemraas)

(%] [%4] [%4] [%a] [%a] [%2] [%a] [%2]
rac-8a 49 (=99) 49 (=99) 49 (=99) 54 (>99) rac-8a 49 (=99) 19 (=99) 19 (=99) 54(>99)
rac-8b 49 (=99) 52 (=99) 53 (=99) 69 (=99) rac8b 49 (=99) 52 (=99) 53 (=99) 69 (~99)
rac-8c 49 (=99) 52 (=99) 52 (=99) 63(=99)  racSc 49 (>99) 52 (=99) 52 (=99) 63 (>99)
rac-8d  51(=99) 54 (>99) 51 (>99) 59 (~99) rac-8d 51 (>99) 54 (>99) 51 (=99) 39 (>99)
rac-8e 48 (98) 49 (>09) 50 (09) 64(=99)  rac8e 48 (98) 49 (=99) 50 (=99) 64 (=99)
rac-8f 47(88) 51 (=99) 50 (=99) 61 (=99 rac-8f 47 (88) 51(=99) 50 (=99) 61 (=99)
rac-8g  44(82) 53 (=99) 50 (=99) 64 (99) rac-8g  44(82) 53 (>99) 50 (=99) 64 (>99)
yac8h 35 (43) 67 (=99) 62 (-99) 82(=99)  racSh 35 (43) 67 (=59) 62 (99) 82 (=99)
rac-8i 21(26) 63 (>99) 10 (64) 91 (~99) rac-8i 21(26) 63 (>99) 10 (64) 91 (>99)
rac-8j 56 (88) 96 (=99) 8(54) 99 () rac-8j 36 (88) 96 (=99) 18 (94) 99 (=)
rac-8k 43 (79) 49 (=09) 49 (99) 58 (>99) rac-8k 43 (79) 19 (=99) 49 (99) 58 (=99)
rac-8l 29 (39) 50 (=99) 47 (87) 60 (=99) rac-8l 29 (39) 50 (=99) 47 (87) 60 (>99)
rac-Sm  18(17) 50 (=99) 38 (58) 53 (>99) rac8m  18(17) 50 (=99) 38 (58) 53 (>99)
rac8n 50 (=99) 49 (=09) 50 (=99) 52 (=99) rac-8n 50 (=99) 19 (=99) 50 (=99) 52 (=99)
rac-8o  10(12) 29 (45) 18 (23) 18(99)  racSo  10(12) 29 (45) 18 (23) 18 (>99)
rac-8p 1 (1) 47 (94) 6(7) 48 (=99) rac-8p 10 4794 6(7) 48 (=99)
rac8q () 76 0 BGO)  rac8q 00 16 0(®) 25G0)
rac-8r  20(25) 18 (=09) 35 (53) 51 (=99) rac-8r  20(25) 18 (=99) 35 (53) 51 (=99)
rac-8s 0 (@) 22(25) 0 (=) 3757) rac-8s 0@ 22(25) 0 () 37657

4. tabldzat PzaPAL ¢és PCPAL enzimekkel megvalositott kinetikus rezolvalas (A) és sztereoszelektiv
szintézis (B) nagy enantiomertisztasagl szubsztitualt a-fenilalanin-szarmazékok eléallitasara

A PzaPAL és a PCPAL enzimek dsszességében jo lehetdséget nytjtanak az aromas gytriin
szubsztitualt aminosav-szarmazékok eldallitdsara nagy enantiomertisztasagban. A kinetikus
rezolvalasban a racém fenilalanin-szarmazékokbol kiindulva az (R)-aminosav-szarmazék
marad vissza nagy enantiomertisztasdgban. A sztereoszelektiv szintézis soran szubsztitualt
akrilat-szarmazékbol kiindulva ammoniaaddicioval lehet elballitani az (S)-aminosav-
szarmazékokat nagy enantiomertisztasagban.

5. Tézisek

1.  Megvalodsitottam Candida antarctica B lipaz enzimkészitménnyel a rac-1-feniletilamin
kinetikus rezolvalasat etil-2-cianoacetat acilezdszerrel. A kinetikus rezolvalasban
termékként keletkezé (R)-2-ciano-N-1-feniletil-acetamid és a visszamarado (S)-1-
feniletilamin kémiai acilezésével keletkezd (S)-2-ciano-N-1-feniletil-acetamidot nagy
enantiomertisztasdggal tudtam eldallitani, melyek kirdlis alapmolekulakként
funkciondlnak tovabbi szintézisekhez. (1.)

2.  Ortogonalis kisérlettervezési modszert dolgoztam ki alifas €s aromas ketonok liofilizalt
egészsejtes €lesztotorzsekkel (Pichia carsonii, Lodderomyces elongisporus, Candida
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norvegica, Candida guillermondi, Debarommyces fabryi és Candida parapsilosis) 2-
propanol koszubsztrat felhasznalasaval megvaldsithato, (S)-alkoholok sztereoszelektiv
eléallitasara alkalmas bioredukciojanak optimalizalasara. A kivalasztott (S)-alkoholokat
a liofilizalt egészsejtes biokatalizatorokkal magas konverziéval ¢és kivalo
enantiomertisztasaggal tudtam eléallitani.(IV.) A Debaromyces fabryi élesztével az (S)-
1-fenilpropan-2-ol ¢és az (S)-heptan-2-ol eldallitasat preparativ  1éptékben is
megvalodsitottam. (IV.)

A Pseudomonas fluorescens R124 baktérium torzsben hasonlosag alapti aminosav
szekvenciakereséssel azonositottam harom MIO-enzimet. Legjobb tudasunk szerint ez az
elsd olyan organizmus, mely harom MIO-enzimet is tartalmaz. (11.) Javaslatot tettem az
Uj enzimek aromas aminosav kotShelyén levd aminosavak el6fordulasa alapjan a
funkciojukra, ezaltal az enzimosztalyba vald soroldsukra. Az eldallitott enzimekkel
kisérletesen is bizonyitottam a természetes szubsztrat elfogaddsukat, igy azonositottam
egy hisztidin ammonia-liazt (PfHAL), egy fenilalanin/tirozin/hisztidin ammonia-liazt
(PfXAL), és egy fenilalanin 2,3-aminomutazt (PfPAM).(11)

Felfedeztem az els6 olyan MIO-enzimet (PfXAL), mely az ammoniaeliminacios reakciot
harom természetes aromas aminosavbol (L-fenilalanin, L-tirozin és L-hisztidin) is képes
katalizalni. Ezzel javaslatot tettem egy 1j, fenilalanin/tirozin/hisztidin ammonia-liaz
enzimosztaly létrehozasara. (I1.)

Bizonyitottam a PfPAM (S)-szelektiv 2,3-aminomutaz aktivitasat. Az enzim L-fenilalanin
izomerizacios reakciojaval lehetdvé teszi enantiomertiszta (S)-f-fenilalanin eléallitasat.
Megmutattam, hogy a PFPAM alkalmazhat6 racém f-fenilalanin kinetikus rezolvalasaval
nagy enantiomertisztasagu (R)-f-fenilalnin eléallitasra. (I1.)

A Pseudozyma (Candida) antarctica pszichrofil élesztotorzsben hasonldsag alapt
aminosav szekvencia kereséssel azonositottam egy fenilalanin ammonia-liazt (PzaPAL).
(IIT) Megmutattuk, hogy az eléallitott PzaPAL felhasznalhato — a Petroselinum crispum
(PcPAL) enzimmel kiegészitve — szamos, az aromas gylriin orto, meta vagy para
helyzetben fluor-, klér-, brom-, nitro-, metoxi- és metilszubsztituenst tartalmazo racém
fenilalanin-szarmazék kinetikus rezolvalasara, és ezzel a D-fenilalanin-szarmazék, mint a
nem reagdlo enantiomer tiszta eldallitdsara. Emellet kimutattuk azt is, hogy a PzaPAL —
a PcPAL enzimmel kiegészitve — ammonia gazdag kornyezetben, sztereoszeletiven
katalizdlja az ammoniaaddiciés reakcidt az aromas gylirlin orto, meta vagy para
helyzetben fluor-, klor-, brom-, nitro-, metoxi- és metilcsoporttal szubsztitualt fenilakrilat
szarmazékokra, és igy alkalmazhat6 az L-fenilalanin-szarmazékok nagy
enantiomertisztasagban torténd eldallitasara. (II1)
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6.  Alkalmazasi lehetoség

Egészsejtes élesztokkel nagy enantiomertisztasagu alkoholokat és alkoholszdrmazékokat

lehet el6allitani hatékonyan ketonokbdl. Az egészsejtes ¢€lesztok konnyen megvaldsithatd
kofaktorregeneraldsi  technologiat tesznek lehetévé. Osszességében a  vadtipusu
¢lesztotorzsekkel gazdasagosan és hatékonyan lehet megvalositani nagy enantiomertisztasagi
alkoholok eldallitasa.
Az aromas aminosav ammonia-lidz és 2,3-aminomutdz (MIO-enzimek) enzimekkel nagy
enantiomertisztasagli aminosavak és aminosav-szarmazékok allithatdéak el6. Az enzimeket
kinetikus rezolvalasra, sztereoszelektiv szintézisre €s izomerizacids reakciok végrehajtasara
lehet felhasznélni. Az eldallitott enantiomertiszta termékek értékes vegyipari alapanyagokként
szolgalnak, akar hatdanyag fejlesztéshez a gydgyszeripar szamara.
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