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酵素法に よる L 一ス レオ ニ ン の生産 （2 ）

一
菌体 を用い た蒸留反応に よる光学分割

　　　（電気化学 ・総研）池見昌久 ・守川忠志 ・O
佐山尚子 ・加藤年明 ・三 好照三

　　　（京 　 大 ・農化）清水 昌 ・出田秀明

1．霞的　我 々 は 、異性体の酵素的分解法 と化学合成法 を組 み 合 わ せ た 新 し い し一ス レ ォ ニ ン 合

成法を開発 し、 精製酵素 を用 い た基本反応プ ロ セ ス に つ い て既に報告 した。 こ の方法は 、不斉選

択性 の 低 い 化学合成法で副生 する立 体異性体 を D 一
ス レ オ ニ ン ア ル ドラ ーゼ （DTA ） 及び L

尸 ア ロ ス レ オ ニ ン ア ル ドラ ーゼ （LAA ） で分解 して、反応液 か らの L 一ス レ オ ニ ン の 単離 を可

能 に す る とと もに 、 分解産物で あ る グ リシ ン とア セ トア ル デ ヒ ドを化学合成 へ りサ イク ル して 収

率お よび選択性を向上 さ せ る もの で あ る 。 今 回は 、 D 体 を分解 する酵素で ある DTA に よ る DL

分割反応 に つ い て 、生産菌で あるA油 robacter 　sp ．DK ・38 を用い た菌体反応の司能性 を検討 した。

2．方法お よび結果　DK − 38 株 は DTA とともに 嵩活性 の L 一
ス レ オ ニ ンデア ミナ ーゼ （L

．

T−D ） を生産 し、 そ の ま ま反応に用い る と L 一ス レオ ニ ン を蓄 積 しない 。 し TD の選択的不活性

化法 を検討 した ところ、 DTA の熱安定化に寄与する Co2 ＋
イ オ ン の 存在下 pH5 で熱処理 す る

こ とに より LTD 活性 をほぼ完全 に除去す る こ とが で きた （ア ル ドラ ーゼ 活性収率 ： 88 ，5％ ；

α
一ケ ト酪酸 に対する グ リシ ン の 生成比 ：約 58 ）。 基質 と して DL 一ス レ オニ ン 、 PLP 、M

n2
＋
を含 むリン酸緩衝液 に熱処理 菌体 を作用 させ、減圧蒸留型螫 素反応装置 を用 い て減圧下 に 生

成 ア セ トア ル デ ヒ ドを留去 しなが ら 48 時間反応 を行 っ た 。 各成分の 収率 は 、 L一ス レ オ ニ ン 、

グリシ ン、ア セ トア ル デヒ ドに つ い て それぞれ 80 ．0％、 95 ．2 ％、8 …．2％で あ っ た 。 また、

反応液 よ り得 た ス レ オ ニ ン の 結 晶は 、純 度 99 ％以上 で、比旋光度 は Authenticな値 と完全に 一致

した。
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一
固定化ア ル ドラ

ー
ゼ に よる光学分割

　　　（電気化学 ・総研〉池見昌久 ・○
守川忠志 ・佐 山尚子 ・加藤正明 ・三 好照三
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　 1　 目的　我 々 は 、化学合成法 と ス レ オニ ン ア ル ドラ
ーゼ に よる 異性体 の 酵素的分解法 を

組み 合 わせ た新 しい L一ス レ オニ ン合成法 を開発 した。 この方 法で は、生成す るア セ トア

ル デ ヒ ドを留ま しなが ら酵素反応 を行 う減圧蒸 留型酵 素反応装置 に より 、反応 を効率的 に

進行 させ得 る こ と を実証 した 。 しか し、 こ の 反応 に 菌体 をその まま用 い た場合に は 、反 応

、中に溶菌 が生起す るた め に 、菌体の 除玄、回 収 ・再利用の 点で 問題 が あ る 。 これ らの問 題

　を解決 す る方法の
一

つ として菌体の 固定化に よ る反応 の蓮続化 を試み た 。 今回は 、 D 体 を

分解 する酵素 であ る D 一ス レ オ ニ ン ア ル ドラーゼ の 生産菌Arth厂obacter 　sp，DK −38を固定化

　の 対象 として選 択 し、カ ラム型蒸留反1芯に よる DL 分割工 程 に つ い て検討 した。

門
2．方法及び結果　D 一ス レオ ニ ン ア ル ドラーゼ生産菌A吐hrobactersp．DK −38の土吝養及 び

熱処理 に よ る菌体 中の L 一ス レ オ ニ ン デア ミ ナ
ー

ゼ活 性 の除去 は前報に 従 っ て行 っ た 。 菌

体の 固定化は ア ク リル ア ミ ド包括法に よ っ て 行 っ た 。 熱処理 した DK ・38 の凍結乾燥 菌体 を

包括 した ゲ ル を 2mm 角に機械的に 細 断徴 ヘ キサ メ チ レ ン ジ ア ミ ン と グ ル タ ル ア ル ヂ ヒ ド

　で硬化処理 した （ゲル 内菌体濃度 ： 12 ％、比活性 ： O．62U ／ 9、活性回収率 ： 43 ．7

％〉。
ベ ン チ ス ケ

ール の 減圧 蒸留型 カ ラ ム 反 応装置 を試作 し、固定化菌体 10kg を大 型

　カラ ム 〈13 し、 74cm ）に充填 し、 38L の反応槽で減圧反応 を行 っ た 。 D し一ス レ

　オ ニ ン 、 PLP 、Mn2 ＋
を含む基質溶液 を用い て 1400 時間 に渡る繰 り返 し 反応 を行い 、

良好な反応結果 を得た 。 固定化ア ル ドラーゼの活牲半減期は 1470 時聞に達 した。
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