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1

Vyndlez se tyké zpisobu enzymatického 3tépeni D, l-2-amino-4-methylfosfinomdselné kyse-
liny za d&elem vyroby L-2-amino-4-methylfosfinomdselné kyseliny. -

L~2~amino-4-methylfosfinomdselnd kyselina (ozna¥ovéna ddle jako L-fosfinothricin nebo
1-PTC) nebo jeji soli s organickymi nebo snorgenickymi bdzemi nebo kyselinami jsou, Jjak zndmo
také z DOS &. 2 939 269, "¥innou sloZkou chemicky snadno dostupnych racemétd. Tyto racemdty
maji podle DOS &. 2 717 440 velmi dobrou a ¥irokou herbicidnf i&innost proti Zetnym jedno-~
adlosnym a dvojdiloznym, jednoletym a viceletym pleveldm. Vzhledem k tomu, %e L-PTC a jedl
gshora uvedend derivdty jsou oproti racemétim asi dvojndsobnd W¥inné, bylo ¥ddouci vypraco-
vat postup, ktery by umo¥nil ziskdvat L-PTC Jjednoduchyn zplsobem ve v&tSim mnoZstvi.

L-2-amino-4~methylfosfinomdselnou kyselinu lze dosud ziskdvat kyselou hydrolyzou
(srov. japonsky zvePejn&ny patentovy spis &. 73-85538) nebo enzymatickym odbmurdvénim
(srov. japonéky zvetejndny patentovy spis &. 74-31890) L-PTC-alanylalaninu, tj. mikrobidln&
z{skévaného antibiotika zndmého z literatury.

V DOS &. 2 939 269 se ddle popisuje postup, p¥i kterém se N-acyl-(zejména N-acetyl-)-
-L-PTC &t&pi pomoci mikrobidlnich acyldz, které byly pouZity ve form& celych bun&k
nebo extraktd z bundk & ze zvlditd kultivovanych kmend rodu Pseudomonas, Streptomyces nebo
Aspergillus, rychleji ne¥ odpovidajici D-derivét. PouZivané acyldzy nemaji podle idaji
DOS Z4dny G&inek nebo maji pouze nepatrny &inek oproti dal3{m substrdtim jesko N-acyl-IL-
-PTC-, napriklad oproti N~acylderivédtim znémych obvyklych L-sminokyselin. PTC isolovand
po zpracovéni msé navic pouze maximélni mérnou otd¥ivost Bﬂnz 23° (¢ = 1, 1IN, HC1),
co¥ odpovidé optické &istot& pouze asi 75 %.
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Pokusy v8ak ukdzaly, fe na trhu obvyklé acyldzy, jako acyldza I (aminoacyléza z ledvin
prasat, EC 3.5.1.14) nebo mikrobidlni AMANO-acyldzs, které se u p¥irozenych aminokyselin
dob¥e hodf ke 3t&peni racemdétu, nevykazuji %4dnou aktivitu u D,L-acyl-PTC. To potvrzuje
udaje z DOS &. 2 939 269, podle kterych je k fermentedni vyrobd acyléz aktivnfch vddi
PIC zapotiebi ndkladného mikrobidlniho postupu (Screening). Také dalisi enzymy, nap¥iklad pro-
teolytické enzymy s esterdzovou aktivitou, které majf u b¥Znych D,L-aminokyselin vysokou
aktivitu a selektivitu, nemaji u esterd D,L-PTC vibec %ddnou aktivitu nebo majf pouze
silng sniZenou aktivitu. :

S prekvapenim bylo nyni zJji¥tdno, ¥e acyldza penicilinu G deacyluje fenacetylovany
D,1~PIC nejen s neobvykle vysokou reakéni rychlosti, kterd se bli¥i reak¥ni rychlosti
deacylace pifirodniho penicilinu G, nédbrZ ¥e mé také ve srovndni s mikrobidlnfmi acyldzami
popsanymi v DOS &. 2 939 269 zna¥nd zvydenou selektivitu, kterd zpisobuje mimo¥#&dn& vysokou
gigtotu vzniklého L-PTC.

Predm&tem vyndlezu je zpisob enzymatického 3t&peni D,L-2-smino-4-methylfosfinomdselné
kyseliny za lelem ziskéni L-2-amino-4-methylfosfinomdselné kyseliny, ktery spodivd v tom,
Ze se na odpovidajfci N-fenacetylderivédt vzorce I

0

L]
CHy-P~CHy CHy CH- NH-CO-CHZ—Q (")
OH COOH

pisobi ve vodném progt¥ed! acyldzou penicilinu G.

Jeisice zndmo, %e u urditych fenacetylovanych b&%nych D,IL-aminokyselin je mo¥nd selektiv-
ni hydrolyza acyldzou penicilinu zisksnou z E. coli za vzniku volné L~aminokyseliny (srov.
britsky patentovy spis &. 1 369 462; Bicorganideskasja Chimia 5 /1979/, 604 a dalsf). Je
v3ak také zndmo, ¥e zménami na ¥dsti aminokyseliny substrétu dochézi ke zna®nému sniZeni enzy-
matické aktivity acyldézy penicilnu G (A. Plaskie a dal¥{, J. Antibiotics 3, 783 /1978/).
Nebylo proto moZno olekdvat, %e pomoci acyldz penicilinu G poufivanych podle vyndlezu se mi-
e ziskat L-PTC ve vysoké &istot&.

P¥i postupu podle vyndlezu vznikd sm&s z L-PTC a N-fenacetyl-D-PIC, jako¥ i z fenyl-
octové kyseliny, ze které je moZno L-PTC snadno 0dd¥lit zndmym zpdsobem. Tak nap¥{klad
lze, popiipad® po filtraci, vést vodny reskdni roztok kolonou naplndnou siln& kyselym ka-
texem v H+-cyk1u. Zatimco N-fenacetyl-D-PTC a fenyloctovd kyselina kolonou prochézeJi,
L-PTC se adsorbuje na pryskyiici. Vymjvédni se potom md¥e provéd&t zndmym zpisobem z¥ed&nou
chlorovodikovou kyselinou nebo smoniskem. Eludt lze pop¥ipadd ¥istit aktivnfm uhlim a podro-
bovat suseni vymrazovénim nebo lze zahu3tdny eludt p¥ivést ke krystalizaci. .

Vychozi ldtky vzorce I se zlskaji o sob¥ zndmym zpdsobem, napriklad reakct dvojsodné
soli D,L-PIC fenacetylchloridem p#i teplotd -5 a% +5 °C za soudasného p¥idavku ekvimoldrniho
mnoZstvi hydroxidu sodného. Reakini smés se miZe p¥imo podrobit ¥tdpent, pop¥ipadd lze N-
~-fenacetyl-D,L-PTC ziskat teké v krystalické form& okyselenim chlorovodikovou kyselinou
nebo sirovou kyselinou. Enzymaticky nerozitdpenou N-fenacetyl-D-PTC lze po odd&len{ fenyl-
octévé kyseliny pomoci etheru nebo dichlormethanu pfeménit hydrolyzou ve z¥eddné chlorcvo-
d{kové kyselin® p#i teplotd 80 °C na D-PIC a tu lze po racemizaci znovu podrobovat enzymatic-
kému Btépeni.

Acyldzemi nebo amiddzemi penicilinu se rozumi takové enzymy, které mohou 8t&pit peni-
¢ilin na 6-aminopenicilanovou kyselinu. Acyldzy penicilinu G, kterd Jsou vhodné pro postup
podle vyndlezu, tvo¥{ prokaryonni mikroorganismy, jako Eascherichia coli, Bacillus megatherium
a dalsf{ (M. Cole a dal¥i, Meth. Enzym. 43, 698 /1975/) & jsou zndmé pod E. C. &, 3.5.1.11.
Zv148t& vyhodnou je amiddza penicilinu G z E. coli ATCC 11 105.

Acyldzu penicilinu G pouZivanou podle vynélezu lze pouiivat ve formé volného, ve vods



3 224638

rozpustného lyofilizdtu nebo ve form& nerozpustiné ve vodé vézanou n& nosidi (srov. Dos ¢&.

2 732 301) ve vodném roztoku, ktery mi¥e mit koncentraci substrdtu 0,1 a% 20 %, vyhodnd 4
a% 6 %. Reak¥ni teplota se pohybuje v rozmezi 10 a% 60 °¢, vyhodn& 20 a% 40 °c, resk&ni do~
ba ¥ini podle koncentrace substrétu a koncentrace enzymu, poptipadé podle aktivity enzymu,
1 8% 48 hodin. DostateZnou enzymatickou aktivitu lze pozorovat pri pH 3 a% 9, vyhodn& p#i
pH 6 8% 8. Reakce se miZe provédét ve fogfdtovém pufru nebo také bez fosfdtového pufru.
Reskcl s enzymem vdzaném na nosi¥i lze provadét diskontinudlné nebo na sloupcich. PFi -
postupu na sloupci se pres fixovany enzym jakoZto staciondrni fdzi ve sloupc1 kontinudlné
vede roztok substrdtu a% do Uplné deacylace N-fenylacetyl-L-PIC.

Pribdh a konec reskce se mohou gledovat pomoci polarimetrickych metod nebo kvantita-
tivnl analyzou vzniklé volné sminokyseliny reakci s ninhydrinem znémou 2z literatury a
spektrdlnd fotometrickym stanovenim obsahu.

Ve vysokém vyt&3ku ziskend L-PTC mé otd¥ivost EﬂgE = +28,5% (¢ =1, I N HC1), cok
odpovidd optické Eistotd nejmén& 90 % (pt*isludnéd forma 95 %).

Pr{klady uvedené v ndsledujic{ ¥dsti slouZi k bliZ¥imu objasnéni vynélezu.
Priklad 1

10 g (33,4 mmol) N-fenacetyl-D,L-PIC se suspenduje v malém mno%stvi redestilované
vody, p¥iddnim ) N roztoku hydroxidu sodného se hodnota pH upravi na 7,8 a roztok se
doplni redestilovanou vodou na objem 500 ml. Po pPidédnf 15 mg acyldzy penicilinu G z E. co-
1i (ektivita asi 2,9 u/mg; substrdt: draselnd sil penicilinu G, reak¥n{ teplota 37 oc) se
resk¥nl sm¥s nechd stét pfi teplotd mistnosti. Po 15 hodindch byla zjisténa ste-
novenim obsahu volné aminokyseliny zbervenim vzorku ninhydrinem ssi 50% konverze. Po
okyseleni koncentrovanou chlorovodikovou kyselinou n» pH 2 aZ 3 a filtraci se &iry vodny
roztok substrétu vede kolonou, kterd obsshuje 150 g Dowexu R) 50 W x 2 (v i - cyklu).
Kolona se promyvd vodou a¥ do ziskdni neutrélafho eludtu a a3 jiZ nelze prokdzat p¥{tomnost
chloridovych iontd. Potom se nechd volnd eminokyselina eluovai 0,8 N roztokem chlorovo-
dikové kyseliny ve sm&si ethanolu a vody (80:20) ve form& hydrochlorldu. Ze zehusténého
eludtu se zfskd disty PIC-hydrochlorid o teplotd téni 199 aZ 200 %¢. Vytszek 3,3 g (15,2
mmol), tJ. asi 45,4 % teorie. Z hydrochloridu se obvyklym zpisobem piiddnim asi dvojnédsob~
ného moldrniho mno%stvi propylenoxidu k ethanolickému roztoku subgtritu 1zoluae volnéd
krystalické L-aminokyselina. Teplota tdni 217 a% 219 °c, @ip = +28% (¢ = 1, 1 N HC1).

P¥r{klad 2

60 g (200,5 mmol) N-fenacetyl-D,1~PTC se suspenduje v malém mnoZstvi vody, -pPiddnim
hydroxidu sodného se hodnota pH upravi na 8,0, vodou se objem doplni na 1 litr a pPidd se
6 g fixoveané acylézy penmicilinu G (sktivita asi 80 m/g, subsirdi: dreselnd sl peuicilinu
G, reakdni teplota 37 oC, vjroba nosife podle DOS &. 2 732 301). Po 1,5 dnu michéni pfi
teplotd mistnosti se roztok substrdtu cdfiltruje od katalyzdtioru nerozpustnéno ve vod® a
filtrét se vede pres kolonu, kterd je nsplndna 750 g siln& kyselého ksatexu, a analogicikym
zpisobem, jak je popséno v p¥ikladu I, se reakin{ roztok ddle /pracowévé. Ziskd se 20 g
{92 mmol, ta. asi 46 %) L-PTC-hydrochloridu o teplotd tdnf 199 aZ 201 “L. Mérqa otédbivost
[];2 23,3° (¢ = 0,6, ! N HC1), co¥ odpovidd moldrni otd¥ivosti [ﬂ_D = 50,7°. Volns
L—PTC ziskend po plsobeni propyienoxidu méd teplotu téni 215 =% 217 C s mérnou otdlivost
EQD = +28,5° (¢ = 1, N HC1l) odpovidajici moldrn{ otsedivosui ﬁ@ = 51,6°,

PPriklsad 3
Ke zjidténf stdlosti acyldzy penicilinu G vdzané ne nosili, icterd se poufivé v prikla-

du 2, v&i F-fensmcety! - '~PIC, se 100 g fixovaného enzymu smisi s 10 mi 5% vednéhe rozto-
ku N-fenacetyl-D,L~PT¢ (pi 7,8, stebilizovdno piidsvkem malého muoistwi fosfdtavéno pufru)
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a smés se michéd pFi teplot® mistnosti. Vidy po 24 hodindch se roztok substrétu odfiltruje

a odddleny ve vod& nerozpustny enzym se znovu podrob{ pisobeni roztoku racemického substré-
tu. Aktivita enzymu se zji¥tuje stanovenim obsahu volné PTC po 45 ninutéch s po 2,5 hodindch
zbarvenim vzorku ninhydrinem.

Po 8 tydnech nebylo mo%no zjistit %dadné podstatné sni¥enf podflu PIC po 45 minutdch

reak&ni doby (asi 20 % vztafeno na pouZiity racemdt). Po 22,5 hodin¥ bylo v kaZfdém p¥ipe-
d& hydrolyzovédno 50 % pou%itého racemétu.

PREDMET VYNALALEZU

1. Zpisob enzymatického St¥pen{ D,L~2-amino-4-methylfosfinomdselné kyseliny pro ziskd-
ni L-2-amino-4-methylfosfinomdselné kyseliny, vyznedujifc{ se tim, Ze se ns odpovidajict
N-fenacetylderivédt vzor:ze I

0
1]

CHy=b = Chy CHECH-NH- CO—CH2—© (1)
oH cooH

pisobi ve vodném prostfed{ acyldzou penicilinu G.

2. Zpisob podle bodu 1, vyznadujicl se tim, %e se pouZi{véd acyldzy penicilinu G z E. co-
1i, s vyhodou z E. coli ATCC 11105.

3. Zpdsob podle bodu 1 nebo 2, vyznadujfci se tim, %e se pousivd acyldzy penicilinu
G pPitomné ve form¥ volného lyofilizdtu.

4. Zpisob podle bodu ! nebo 2, vyznadujfci se tim, %e se pouZivé acyldzy penicilinu
G vézsné na nosidi.
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