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Zpusob vyroby optigky aktivniho f-aminoalkoholu

Oblast techniky

Pfedkladany vynélezb se tykd zplsobu vyroby optick§
aktivnich pB-aminocalkoholli. Konkrétné se tykd zptisobu vyroby

opticky aktivnich B—aminoalkoholﬁ, které Jjsou cenné jakoété'

¢

léc¢iva nebo jejich meziprodukty,*

Dosavadni stav techniky

Efedriny byly dfivevv'pouZivény pro  poceni, jako;
antipyretika a pro tlumeni kasle,:a konkretne d- pseudoefedrln»
je zné&m svym protlzanetllvym ucinkemn. Farmakologlcke uc1nkyq
jako je napfiklad vasokonstr;kce, zvyseni krevniho tlaku nebé,
poceni, jsou znémy pro l&efedrin, ktery je uZivén v terapii

jako sympatomimetikum. lﬁefédrin ~se také pouzivd v -1léceni

bronchi&lniho astmatu. Spec1f1cky, zpusoby produkce opticky

aktivnich PR-aminoalkoholu, vcetne optlcky aktivnich efedrlnu!
i
jsou pouZitelné pri vyrobe lec1v a jejlch me21produktu, takz ?
§

zde existuje potfeba uc1nneho zpusobu vyroby techto_latek.

P¥i obvyklém zpusobu vyroby B- amlnoalkoholu s pozadovanou
optickou aktivitou se u21va postup, kdy se ziské racemlcky
B-aminoalkohol a pak se spec1f1cka optlcky aktlvnl forma 21ska
optickou rezoluci (3t&penim)- nebo asymetrlckou syntézou, krome

dalsdich postupt.

AvSak jelikoz racemlcky B amlnoalkohol m& dva asymetrické
atomy uhliku ve své molekule, ‘pro 21skan1,spec1f1cke optlcky
aktivni formy musi byt provedeny sloZité kroky. 'Napfiklad)

podle patentového dokumentu Né&mecka (byvalé NDR) C. ”13683
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(27. srpen 1957) byl opticky aktivni fenylacétylkarbinoﬁ

- vyrédb&n z benzaldehydu pomoci fermentace s pouZitim kvasinek,

a tedy erYthro—l?2-méthylamino—l—fenyl—l—propanol (tj:
l-efedrin) mohl byt vyrébén'redukéni kondenzaci methylaminu ﬁ;
opticky aktivni fenylacetylkarbinol. o '2

Priprava pseudoefedrinu je moZna i poStdpém popsanyﬁ
v patentu USA &. 4,237,304: oxazolin Jje vytvofengz l-efedrinuﬁ
ktery byl pfripraven zpﬁsbbeh :podle patentového‘ dokument@
Némecka (byvalé NDR) &. 13683 (27. srpen 1957), s pouZitim
acetanhydridu, a pak se‘ B%§zolin hydrolyZuje inverzi ng

threo formu (tj. d—pseudoéfédrih)i»' . o v

Jak bylo jiZ wuvedeno vyée{‘ k vyrob& pseudoefedrinu: 5

pozZadovanou optickou aktiviﬁou_l z 2—methylaminbfl—fenylél%

propanonu jsou nezbytné.‘krcky,"qu je pripraven efedrin v o

opticky aktivni erythro form& a pak je invertoVén na

threo formu. To vede k problému}_ Ze pocet krokd roste, cely

proces se komplikujeba vytéiky jspu proto niZsi.

Navic i kdyz pfi;'VYrobé"pseudoefedrinu vznika vjéko
vedlejsi produkt znaéné»imn&éétviv diastereomerd Vv prﬁbéh@
redukce vychoziho ketonﬁ; ziékéniv diastereomerﬁ pro jejicﬁ
pouziti jako suroviny je obti2né,'co2 je ekonomicky'neVYhodné.i

Krom& toho podle zpusobu, >ktery byl ‘popsan publikaci
JP 8-98697 A, je moZné V?rébét opticky aktivni 2-amino-1-
fenylethanolovy derivéat 2‘2—aminb—l-fenylethanolové slouéeninj
majici ve své molekulé1jeden{asymétricky atom uhliku, a sice
vyuZzitim specifickych mikrooréanizmﬁg Dosavadni stav techniky
je v8ak takovy, Ze dosud nebyl popsén zZadny ﬁéinny zpusob
vyroby B—aminoalkoholﬁ 'bbsahujicich- dva:'aSymetrické atomy

uhliku. ' o g

v
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Podstata vyndlezu | i

. i
Pfedkléddany vynalez byl vytvofen vzhledem k vy3e zminé&né’

skutecnosti a jeho cilem je  vyroba B#aminoalkéhold

s poZadovanou optickou  aktivitou ze  smési anantipmerd
a-aminoketonovych sloudenin nebo jejich soli, a to S vy%okyﬁ
VYtéikem a vysoce selektivnim  zpusobem, navic v jednod%chéﬁ
procesu, pri kterém je,ufdostateéné zabréanéno . t%orb%
diastereomernich vedlejsich produktﬁ. 'fv ;
i i

Puvodc1 predkladaneho vynalezu opakovali uvedené - séudle
peclivé, aby vyre5111 zmlneny problem, a tak bylo 231stené, zq
pomoci specifickych mikroordéhizmﬁ‘ pouze jeden enantlomer z
enantiomerni smési a- amlnoketonovych slouc¢enin nebo . jljlcht
soli miZe byt redukovéan za vznlku pouze pozadovaneho druhu ze;
¢ty¥ech odpovidajicich druhu B- -aminoalkoholt, ‘a to s vyiokym
vytéZzkem a vysoce selekt;vnlnl zpusobem. Tu vedlo k reallzac1

pfedkléddaného vynélezu

Konkrétné zpusob VYroby_apticky aktivniho-B—aminoalkbholu
podle piredkladaného vynélezu-je'takovy zptisob vyroby op?icky
aktivniho p-aminoalkoholu, ktery je charakterizovan tlm,‘fe se

alespon jeden z mikroorganizmi vybrany skupiny, kterou tvorl

mikroorganizmy rodu Mbrganella; rodu Microbacterium, irodu
Sphingobacterium, rodu»NbcardiEides, rodu Mucor, rodu AbéidiaA
rodu Aspergillus, rodu Penicillium, rodu Grifola, ;rodu
Eurotium, rodu Ganoderma, rodu Hypocrea, rodu Helicost&lum,
rodu Verticillium, rodu: Fusérium,' rodu Tritirachium, % rodu
Mortierella, rodu Armillarieila} rodu Cylindrocarpon, | rodu
Klebsiella, rodu AureQbacterium, rodu ° Xanthomonas, ' rodu

Pseudomonas, rodu Mycobacterium, rodu Sporobolomyces, rodu

Sporidiobolus, rodu Amycolatopsis, rodu Coprinus, rodu
Serratia, rodu Rhodococcus a rodu Rhodotorula, uzZije

k pisobeni na enantiomerni  sm&s oa-aminoketonu  obecného




vzorce (I) nebo jeho soli:

(1)

kde R !
X mohou byt shodné nebo odliéné,'pfiéemi X predstavuje alespoﬁ
jeden ¢&len vybrany ze skuplny, kterou tvori atom halogenuf
nizsi alkylové skupina, hydroxylova skuplna volitelné chranena
chrédnici skupinou, nltroskuplna a sulfonylovad skupina, prlcemqi

n pfedstavuje celé &islo 0 az 3

o

R! pfedstavuje niZ3i alkylovou skupinu,
R> a R® mohou byt shodpé_nebd odliséné, a predstavuji alespont
jeden c¢len vybrany ze skupiny, kterou tvo¥i atom vodiku d
niz?3i alkylova skupina, . |
"*" oznaCuje asymetricky atom-uhliku,

pro vyrobu opticky aktlvnl B-aminoalkoholové sloucenlny

s poZadovanou optickou akt1v1tou obecného vzorce (II):

OH
*® R1 . .
®
X)n @
N
RZ/ \RS

kde X, n, R}, R?, R® a "*" jséu'jak'byly definovany vys3e.
Mikroorganizmus podle vyndlezu Jje - vyhodné alespon

jedep mikroorganiszmus vybrany - ze skupiny, kterou tvofi
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mikroorganizmus Morganella morganii, Microbacteriuﬁ
arborescens} Sphingobacterium - multivorum, Nocardioideg
simplex, Mucor ambiguus, Mucor javanicus, Mucor fragilisj
Absidia lichtheimi, Aspergillus awamori, Aspergillus nigerg
Aspergillus oryzae, Aspergillus candidus, ASpergillus o:yzaé
var. oryzae, Aspergillus foetidus var. acidus, Penicilliuﬁ.
oxalicum, Grifola  frondosa,  Eurotium repens, Ganodérmi
lucidum, Hypocrea gelatinésa, Helicostylum nigricansﬁ
Verticillium fungicola Var,; fungicola, Fusarium roéeum)
Tritirachium oxyzae, Mbr#ieﬁella"isabellina, Armillariellé
mellea, Cylindrocarpon sélerotigénum, Klebsiella ‘pneumoniaeﬁ
Aureobacterium esteraromaticum,-.Xanthomonas sp.., Pseudomonaé;
putida, Mycobacterium smegmatis, = Mycobacterium diernhoferié

Mycobacterium  vaccae, .Mycoﬁacterium phlei, Mycobacterium

fortuitum, Mycobacteriumi chlorphfenolicum, SpOrobolomyceé
salmonicolor, Sporobolomyces :coralliformis, Sporidiobolus
johnsonii, Amycolatopsis -~ alba, -~ Amycolatopsis azurea,

Amycolatopsis coloradensis, Amycolatopsis orientalis lurida,
Amycolatopsis orientalis " orientalis, Coprinus rhizophorus,
Serratia marcescens, Rhodococcus erythropolis, Rhodococcus

rhodochrous a Rhodotorula aurantiaca.

Podle predkladaného vynéiezﬁ je mikroorganizmus vyhodné
alespon jeden mikroorganiiﬁus vybfany»ze skupiny, kterou tvoril
mikroorganizmus pat¥ici ; k rddu Morganella, rodﬁ
Microbacterium, rodu Sphing@b@ctérium, rodu Nocardioides, rodu
Mucor, rodu Absidia, rodu'ASpErgillus, rodu Penicillium, rodu
Grifola, rodu Eurotium; rodu Gahoderma, rodu Hypocrea, rodu
Helicostylum, rodu Verticillium, rodu Fusarium, rodu
Tritirachium, rodu Mortierella, rodu Armillariella, rodu
Cylindrocarpon, rodu Klebsiella, rodu Aureobacterium, rodu
Xanthomonas, rodu Pseudomonas,-' rodu Mycobacterium, rodu

Sporabolomyces, rodu Spo:idigbolus a rodu Rhodococcus.




e T

Konkrétn&ji, vyhodny mikroorganizmus je vybran ze Skupiny{
kterou tvofi Morganella morganii, Microbacterium ‘arborescenséﬁ
Sphingobacterium multivorum, Nocardioides simplex, MUcof
ambiguus, Mucor javanicus, Mucor fragilis, Absidia lichtheimié
Aspergillus awamori, Aspergillus niger, Aspergillus Oryzae}
Aspergillus candidus, Aspergillus - oryzae var. orYzaef
Aspergillus  foetidus var. acidus, Penicillium. boxalicum;
Grifola frondosa, Eurotium repens,‘Ganoderma lucidum, Hypocfe%
gelatinosa, Helicostylum : ﬁigpicané; Helicostylum. nigricansé
Verticillium fungicola véf:;- fungicola, Fusarium roseumé
Tritirachium oxyzae, Mbrtierélla'isabellina. }

S pouZitim té&chto mikroorgénizmﬁ se ziskaji (1S,25)-amin$
alkoholy jednoduchym 'proCeSém. jakozto opticky aktivni
B-aminoalkoholy obecného vareC»(II) s vysokym vyté&Zkem a také

vysoce selektivnim zplsobem.

Dale je mikroorgani;mus; vyhodné alespon jeden z
mikroorganizmi vybrany ',fée" ~skupiny, kterou tvori
mikroorganizmy pat¥fici k rodu ' Amycolaptopsis, rodu qurinus%
rodu Serratia, rodu Rhodococcus 'a rodu Rhodotorula. Konkrétnéi
je mikroorganizmus vyhodné”:#ybrén ze skupiny, kterou tvofi
Amycolatopsis alba, AmYColatqpsis azurea, Amycolatopsié
coloradensis, Amycolatopsis orientalis lurida, Amycolatopsis
orientalis orientalis, Coprinus rhizophorus, . Ser;atié
marcescens, Rhodococcus erythrqpolis, Rhodococcus rhodochroué
a Rhodotorula aurantiaca. '

S pouZitim t&chto mikroorganizmi se ziskaji (1S,2S)-amino
alkoholy  jednoduchym procesem = jakoZto  opticky aktivni
B-aminoalkoholy obecného vzorec'(II) s vysok?m théZkem a také

vysoce selektivnim zplisobem.

A déle~mikroorganizmﬁs:podlevpfedklédaného vynalezu mﬁié

byt péstovan v médiu, ke kterému byl p¥idan induktor aktivity



7
5
obecného vzorce (III): _ | - ?
¥
5 !
R i
v_ N f
R R® }
kde |

R* je niz8i alkylova skupina,

R®> a R® mohou byt shodné nebo odli3né a kaZdy predstavuje atom

vodiku, niZsi alkylovou skupinu nebo acyloVou skupinu, a .

Y pfedstavuje skupinu C=0 neb9 §kﬁpinu CH-OH. . 'i
Pfitomnost takového induk?org'aktivity zajistuje ﬁéinnéj§ia'

produkci opticky aktivnihé B-aﬁinoélkoholu.

Popis obrézkl

Obrazky 1A aZz 1D pfedstévuji ukédzky struktury opticky
aktivnich P-aminoalkohol®i ~popisovanych dale, vcéetn& jejich

absolutni konfigurace.

Obrazek 1A ukazuje B—amihéalkghol s konfiguraci (1S,2S)

ziskany zpusobem podle pfédklédanéhovvynélezu.

Obréazek. 1B ukazuje 113, 28)-(+)—pseudoefedrin piipravenﬁ

zplisobem podle vynélez.

Obréazek. 1C 1Jkazuje'B4amindaithol s konfiguraci (1R, 2R).

ziskany zplsobem podle vynélézu;'




y
Obrazek. 1D ukazuje (1R, 2R)-(-)-pseudoefedrin pifipraveny

zplsobem podle vynalezu:

Nejlep3i zplUsob realizace vynalezu

V nésledujici &&sti popisu jsou podrobné& popséna vyhodna

provedeni predkladdaného vynalezu.

ZplGsob v9roby’-opticky aktivniho p-aminoalkoholu podlé
tohoto vynalezu je zpusob - vyroby opticky vaktivnih%
B-aminoalkoholu zaloiény navtbm;lie se necha alespon jeden %
mikroorganizmi vybrany ze skubiny,vkterou tvori mikfoorganisz
patfici k rodu MbrganellaA . rodu Microbacterium, rodu.
Sphingobacterium, rodu NOCa:dioides, rodu Mucor, rodu Absidia,
rodu Aspergillus, rodu Peﬁicillium, rodu Grifola, rodu
FEurotium, rodu Ganoderma,. fodu Hypocrea, rodu Helicostylumg
rodu Verticillium, rodu “Fﬁsériﬁm, rodu Tritirachium, " rodu
Mortierella, rodu Armillariella;: rodu Cylindrocarpon, rodd
Klebsiella, rodu Aurebbaékéfium, rodu Xanthomonas, rodu
Pseudomonas, rodu Mycobactergum, rodu Sporobolomyces, rodq
Sporidiobolus, rodu AmycolatQpSis, rodu Coprinus, ‘roddv
Serratia, rodu Rhodocoécﬁs’_a' rodu Rhodotorﬁla pasobit nﬁ
enantiomerni smés a-aminokétonové, slouéeniny nebo jeji soli

obecného vzorce (I):

Xn, 3 . . _
(n ,

kde



X mohou byt shodné nebo odli3né, a pfedstavuji alespoii jedeﬁ

v v oz

¢len vybrany ze skupiny, kterou tvori atom halogenu, nizZsi

alkylovd skupina, hydroxylovd skupina volitelné chranéna
chrédnici skupinou, nitroskupina a sulfonylovad skupina, ?
i
n pfedstavuje celé &islo 0 az 3, ' o
. H
R! pfedstavuje ni#3i alkylovou skupinu,
R’ a R’ mohou byt shodné nebo odlisné, a predstavuje alespofi
jeden <¢&len vybrany ze skupiny, kterou tvofi atom vodikué
aniz3i alkylova skupina, a =~ .= - ‘ 3

i
l

“*” oznaCuje asymetricky atom uhliku, : _ :

aby wvznikla opticky ‘akﬁivni aminoalkoholova slouéenin%;

s poZadovanou optickou aktivitou majici obecny vzorec (II): !

H

X)n
(1)

kde X, n, R}, R?, R® a "*" maji vyznam jak byl vySe definovéan.

|

{
i

Vychozim materidlem ve lzbﬁsébu‘ vyroby opticky aktivﬁiho
B-aminoalkoholu podle pfedklédahého vyndlezu je enantiomerni
smés o-aminoketonové slouéeniﬁy;neboAjeji soli majici obecny
vzorec (I), kde X mohou byt sﬁodhé nebo odlisné, a pfedstavuje
alesponn jeden ¢&len vybrany éze skupiny, kterou tvori atom
halogenu, nizsi alkquvé- 'skupina, hydroxylova skupina
volitelné chrénénéa chrénicir“ skupihot,: nitrdskupina a
sulfonylovéd skupina, n pfedstavuje celé &islo 0 az - 3, R¥ 
predstavuje niZ3i alkylovou skupinu, R> a R® mohou byt shodné

nebo odli3né, a pfedstavuji alespoil jeden <Clen vybrany ze
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skupiny, kterou tvofi atom vodiku a nizZ$i alkylovd skupina; a

"x" pF¥edstavuje asymetricky uhlik.
Skupina X obsaZend . o-aminoketonu je definovéna

nasledovné: ;
i

Atom halogenu zahrnuje atom fluoru, atom chloru, atom

bromu a atom jodu. ?

Ni?3%1 alkylova skupina je vyhodn& alkylova Skupiné
obsahujici jeden az Sest afomﬁ:'uhliku, jako Jje. methylové
skupina, ethylova skupiha)v propylové skupina, isopropylové
skupina, butylovd skupina, 1;sobutylové skupina, -s—butylové
skupina, t-butylova skupih, ‘pentylové skupina,  isopéntylov%
skupina, hexylova skﬁpiné_ apod. Tyto skupiny mohou mi bﬁdtd
pfimy fetézec nebo rozvétVenou strukturu a  mohou Vjakd
substituént obsahovat atom hélogenu jako je napfiklad atom
fluoru nebo chloru, hydroxylévdu skupinu, alkylovou skupinu,

aminoskupinu nebo alkoxyskupinu.

Chranici skupina hydfoxylové skupiny volitelné chrénéné
chranici skupinou je kromeé 'jinYCh ‘napf. skupina, kterd mize
byt odstran&na pUsobenim védy,. skupina, kterd muaZe b?ﬁ
odstranéna hydrogenaci, skupinai kterd mﬁZe' byt odstranénd
Lewisovou kyselinou jakoito katalyzétorem nebo‘thiomoéoVinouf
Chrénici skupiny zahrnuji ‘ acylovou skupinu - volitelné
substituovanou, alkoxyalkylovou skupinu voliteln&
substituovanou, alkoxyalkylovou  skupinu, nizsi alkylovou
skupinu volitelné substitﬁovanou, benzylovou skupinu,
p-methoxybenzylovou skﬁpinu,vf2,2;2—trichlorethoxykarbonylovou
skupinu, allyloxykarboﬂlevoq ékﬁpinu, tritylovou skupinq
apod. | ’ |

K acylovym skupiném.v. pat?i  acetylova skupina&
chloracetylova skupina,'dichlbraéetylové skupina, pivaloylové

skupzna, benzoylova skupina, p—nitrobenzoylové skupina apod.,
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kterd miZe mit navic substituent jako je napfiklad hydrOXylové-
skupina, alkylovd skupina, alkoxyskupina, nltroskuplna, atoﬁ
halogenu apod. Silylové skupina zahrnuje trlmethy131lylovou
skupinu, t-butyldimethylsilylovou skupinu, trlary131lylovou
skupinu apod., ktera miZe mit substituent jako je ‘napfiklad
alkylovd skupina, arylovd skupina, hydroxylova skupinaé
alkoxyskupina, nitroskupina;_,atom halogenu apod. - Alkylové
skupina zahrnuje methoxymethylovou skupinu, 2methoxy;
ethoxymethylovou skupinu apod K n1231m alkylovym skupinéﬁ
patfi alkylové skupiny obsahujlcl jeden aZz Sest atoml uhllku,

jako je napk. methylova, ethylova, propylova, 1sopropylova4
butylovd, isobutylové, sfbuiylové, t-butylovéd, pentylov ég
isopentylovd a hexylova skﬁpiné; apod. Tyto skupiny mohou mi q
budto pfimou nebo rozvétvehéu Strukturu a mohou obsahova;

substituent jako jé napfikladiatom’halogenu (vEetné fluoru a?
!
chloru), hydroxylovd skupina, alkylovd skupina, aminoskupina
nebo alkoxyskupina. » '

X je nitroskupina nebo splfqnylové skupina, zejména mimo

.
'

jiné methylsulfonylova skupinai

Kromé toho, pocet n skupih-X je celé &islo 0 aZ 3, vyhodna_
je to O. - o :
: ‘ :

R! v obecném vzorci (I) . pfedstavuje nizsi alkylovod
skupinu. Takové nizsi alkylove skupiny jsou vyhodné alkylove
skupiny obsahujici jeden az sest atomu uhliku: jsou to napf.
methylova, ethylova, propylova, - isopropylova, butylova,.
isobutylovéd, s-butylova, trbutylova; pentylové, isopentylova a
hexylova skupina, apod.'Tytdéskupiny mohou’ byt budto p¥imym

fetézcem nebo mit rozvé&tvenou strukturu.
R2 a R® pfedstavuji atom vodiku nebo niZ3i alkylovou
skupinu. NizZsi alkylové'skUpiqy_jsouAVYhodné alkylové skupiny:

obsahujici Jjeden a:Z est - atomd uhliku: Jsou to napf.
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4
i

methylova, ethylova, propylova, isopropylové, butylova
isobutylova, s-butylova, t-butylovd, pentylovéd, isopentylova é
hexylovd skupina, apod. Tyto skupiny mohou mit budto pfimoﬁ

nebo rozvétvenou strukturu. ¢

Soli a-aminoketonové slou&eniny zahrnuji soli
anorganickych kyselin jako je naptfiklad hydrochlorid, siranf
dusic¢nan, fosforecnan a"uhliﬁitan, a také soliv organicchﬁ
kyselin jako je napfiklad'aCétét'a citrat. é

a-aminoketony mohou ,bYﬁ _snadno syntetizovany- pomoc%
halogenace o-uhliku odpovidajiciho 1—fenylketonového derivétq
(napf. bromaci) a substituci atomu halogenu, napfiklaé

nahrazeni bromu aminoskupinou'(viz patentovy dokument. byvalé

t
i

NDR z r. 1956, citovan vyse).

Mikroorganizmus _podlb . pfedkladaného  vynalezu je
mikroorganizmus, ktery ‘>pﬁ%6bi na enantiomerni smés
a-aminoketonu majiciho obécn?vaorec (I) nebo jeho sul. Takovi
mikroorganizmus je 'vybranjz_ ze skupiny, kterou tvofi
mikroorganizmy patfici k rodu;Mbrganella, rodu Microbacteriumd
rodu Sphingobacterium, rodu Nocardioides, rodu Mucor, rodu
Absidia, rodu Aspergillus, fodﬁ Penicillium, rodu Grifolaé
rodu Eurotium, rodu {Gén¢derma, rodu Hypocrea, rodq
Helicostylum, rodu Vérﬁidilliuﬁ, rodu .Fusarium, rod&
Tritirachium, rodu Mbrtiereila}:[rodu Armillariella, rodd‘
Cylindrocarpon, rodu Klébsieilé; rodu Aureobacterium, rodu
Xanthomonas, rodu Pseudomonas,  rodu Mycobacterium, rodu
Sporobolomyces, rodu Spbridiqbolus, rodu: Amycolatqpsis, rodu
Coprinus, rodu Serratia, rodu Rhodococcus a rodu Rhodotorula

Konkrétné thodné mikrodrgahizmy zahrnuji nésledujci;
Morganella morganii IFO 384&L Microbacterium arborescens IFO
3750, Sphingobacterium multivorum IFO 14983, Nocardioides
simplex IFO 12069, Mucor ambiguus IFO 6742, Mucor javanicus
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IFO 4570, Mucor fragilis IFO 6448, Abszdla llChtbelMl IFOa
40009, Aspergillus‘ awamori IF0 4033, Asperglllus nlger IFO
4416, Aspergillus oryzae IFO 4177, Aspergillus oryzae IAM
2630, Aspergillus candidus IFO 5468, Aspezyillﬁs oryzae Var
oryzae IFO 6215, Asperglllus foetidus var. acidus IFO 4121
Penicillium oxalicum IFQ 5748, Grifola frondosa IFO ° 30522;
Eurofium repens IFO 4884, Ganoderma lucidum IFO 8346, Hypocreq
gelatinosa IFO 9165, Helicostylum nigricans IFO 8091,
Verticillium fungicola var. fungicola 1IFO 6624, Fusarium
roseum IFO 7189, Tritirachium oryzae 1IF0 7544, Mbrtﬁerella
isabellina TFO 8308, Armillariella mellea IFO 31616,
Cylindrocarpon sclerotigenum iFO 31855, Klebsiella pnéﬁmoniaé‘
IFO 3319, Aureobacterium: esteraromatlcum IFO 3751, Xanthomonas>
sp. IFO 3084, Pseudomonas ,putlda IFO 14796, Mycobacterlum
smegmatis IAM 12065, Mycobacterlum diernhoferi IFO ?14797
Mycobacterium vaccae IFO 14118, Mycobacterlum phlei IFO!13160,
Mycobacterium fortuitum; i " IFO 13159, MYCobaFterlum
chlorophenolicum IFO 15527,-;éporobolomyces salmonicolbr IFO
1038, Sporobolomyces coralliformis IFO 1032, Sporidiobolué
johnsonii IFO 6903, vamycolatqpsis alba IFO 15602‘
Amycolatqpsis'azurea IFO l4573; Amycolatqp31s coloraden51s IFO
15804, AmycolatqpsiS" ibrientalls lurida IFO 14500
Amycolatopsis orientalis ‘bri’ental‘is IFO 12360, IFO. 12362, IFQ
12806, Coprinus rhlquhorus IFO 130197, Serratia‘maréesc?ns.IFQ
3736, Rhodococcus erythrqpolls IFO 12540, Rhodécoccus
erythropolis MAK-34, Rhodococcus rhodochrous IFO 1115564,

Rhodococcus rhodochrous 1AM 12126 Rhodotorula aurantiaca IFO

0951 apod.

!
I

Takové mikroorganizmy podle vyndlezu dovoluji JVYrobu
odpovidajicich opticky aktlvnlch B-aminoalkoholové sloucenlny

majici obecny vzorec,(II), prlcemz slou&enina ma pozadovanou

optickou aktivitu.
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V obecném vzorci (II) maji X, n, R}, R% R} a “*”}stejni‘
vyznam jako v obecném vzorci (I). P-aminoalkoholy gmajicf
pozadovanou optickou aktivitu =zahrnuji (1S, ZS) amlnoalkohol
(18, 2R) -aminoalkohol, (1R, 2S)-aminoalkohol a (1R, 2R) - amlno—
alkohol. " ?

Podle predkladdaného vyndlezu je mlkroorganlzmus vyhodne
alespori jeden mikroorganizmus vybrany ze skupiny, kterou tvorl

mikroorganizmus patfici k rodu Morganella, f rodq

[

Microbacterium, rodu'Sphingobacterium, rodu NOcardioideé, rodd
Mucor, rodu Absidia, rodu Aspergillus, rodu Penicilliuﬁ, rodd
Grifola, rodu Eurotium, rodu Ganoderma, rodu Hypocrea, -rod@

Helicostylum, rodu Vérticillium, rodu Fusarium,i rodu
o v | f
Tritirachium, rodu Mortierella, rodu Armlllarlellaﬂ - rodu.

Cylindrocarpon, rodu Klebsie;la; rodu Aureobacterlum, rodd
Xanthomonas, rodu Pseudomohas,,. rodu .Mycobacterlum,; rod@
Sporobolomyces, rodu Sporidiobblus a rodu Rhédococcus. ? ‘

Konkrétnéji, vyhodny mlkroorganlzmus je vybrén ze skuplny;
kterou tvofi Morganella morganll,,Microbacterlum arborescens,
Sphingobacterium mult1vorum,=. Nocardioides simplex, ? Mucor
ambiguus, Mucor javanicus, MUcér fragilis, Absidia llchthelml,
Aspergillus awamori, Aspergl;lus .niger, Asperglllus ?ryzae%
Aspergillus candidus, ‘Aspergiilus oryzae  var. ¢ryzaei
Aspergillus  foetidus var. iacidus, Penicillium ‘oxélicum}
Grifola frondosa, Eurotium,répenS} Ganoderma lucidum, Hypocrea
gelatinosa, Helicostylum hidricans, Verticillium fupgicola
var. fungicola, FUsafium 'réseum, Tritirachium oxyzae,

Mortierella 1isabellina, Armillarieila mellea, Cylindrbca:pod

sclerotigenum, Klebsiella -  pneumoniae, Aureobacterium
esteraromaticum, Xanthomonas.  sp., Pseudomonas putida,
Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium ' dlernhoferl,

Mycobacterium  vaccae, Mycobacterium phlei, Mycobacterlum
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fortuitum, Mycobacterium chlorphenolicum, vspOrobolomyceé
salmonicolor, Sporobolomyces coralliformis, 'Sporidﬁobolué

H

johnsonii, Rhodococcus erythropolis a Rhodococcus rhodochrous.

UzZitim téchto mikroorganizmi mohou byt -(;S,ZS){
aminoalkoholy ziskdny jednoduchym zplsobem jako bptick§
aktivni f-aminoalkoholy pfedstavované ‘slou&eninou »obecneho

vzorec (II) vysoce selektivnim zpusobem a s vysokym vytezkem

Dale podle pfedklédanéhd» vynélezu mikroorganizmus' je
vyhodné alesponi jeden 2 ﬁikroorganizmﬁ vybrany ze askupiny;
kterou tvori mlkroorganlzmy' patrlc1 k rodu Amycolaptop51s,
rodu Coprinus, rodu Serratla,  rodu Rhodococcus,.% -rodq
Rhodotorula. Konkrétné ]e-»m;kroorganizmus vyhodné vyb&én zé
skupiny, kterou tvori Amycolatqpsis alba, Amycolétqpsié
azurea, Amycolatopsis -coioradénsié, Amycolatopsis ori%ntalié
lurida, AmycolatopsiS’lf d:i?ntélis orientalis,'_ Céprinué
rhizophorus, Serratia marcéscens;, Rhodococcus erythrépolis,
Rhodococcus rhodochrous a thdotorula aurantiaca. ;

UZitim konkrétnd téchto mikroorganizmii mohou byt (iR,ZR)f
aminoalkoholy ziskény. jednoduchym zplisobem jako gptiCky
aktivni P-aminoalkoholy predstavovane sloueninou oBecnéhd

f .

vzorec (II) wvysoce selektlvnlm zpusobem a s vysokym vytezkem i

Navic k mlkroorganlzmum podle pfedkladaného vynalezu patr;
také baktérie produkujici »(IS,ZS)-amlnoalkoholy, ktere mezi
opticky aktivnimi B—amihbalkoholonmi_ slou¢eninami ; tvori
selektivné (ls,ZS)—formy a  baktérie>,produkujici (iR,ZR)—
aminoalkoholy, které 'megi: opticky aktivnimﬂ B-
amihoalkoholonmi slouéeninémiﬂtvoil selektivné (1R, 2R)- formy

Plsobenim baktérii p‘réa‘ukujicmh. (15, 28) amlnoalkoholy

mohou byt p¥ipraveny nap¥. nésledujici sloucenlny

d-threo-2-methylamino-1l-fenylpropanol (d—pseudoefedrin)[
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d-threo-2-dimethylamino-1-fenylpropanol (d—methylpseudoefedrin)g
1S,2S)-a~(l-aminocethyl) -benzylalkohol (d—nofpseudoefedrin)g

(

(1S8,2S)-1-(p-hydroxyfenyl)-2-methylamino-1l-propanol, 1 j
(1S8,2S)-a-(l-aminoethyl) -2, 5-dymethoxybenzylalkohol,

(

1S,2S)-1- (m~hydroxyfenyl)-2-amino-l-propanol,

(1S,ZS)—1—(p—hydroxyfenyl)—2-amino~l—propanol,
(1s,28)-1-fenyl-2-ethylamino-l-propanol,
(1S,28)-1-fenyl-2-amino-l-butanol a
(1S,25)-1-fenyl-2-methylamino-1-butanol. |
Pisobenim baktérii produkujicich (1R, 2R) amlnoalkoholy'

)
b

mohou byt 21skany naprlklad nasledujlcl sloucenlny

1—threo—z—methylamlno—l—fenylpropanol (lfpseudoefédrin)ﬁ
1—threo—2—dimethylamino-l—fenyipropanol (l—methylpséudbéfédrin);
(1R, 2R) =~ (1- amlnoethyl) benzylalkohol (1- norpseudoefedrln)
(1R, 2R) -1-(p- hydroxyfenyl) 2-methylam1no l-propanol, :
1R, 2R) - —(l—amlnoethyl)—2,5—d;methoxybenzylalkohol,
1R,2R)—1—(m—hydroxyfeny1)-24éhino—1—propanol,

1R, 2R) - —(p—hydroxyfenYl)—2—aminoel—propanol,
1R,2R)—1—fenyl—2—ethylamino-l;p:opanol, :
1R,2R)—1—fenyl—2—amino—l-buténol‘a i ﬁ

1R, 2R) -1-fenyl-2- methylamlno l-butanol. : g ;

i
k .

(
(
(
(
(
(

Navic takto ziskany (1S, 28)—1 (m-hydroxyfenyl) -2- amlno l-

propanol miZe byt snadno - invertovan na (1R,28)~ - (m=

hydroxyfenyl)-2-amino-l-propanol (metaraminol).

7z mikroorganizmb podle' ptedklédaného vynalezu ty
mikroorganizmy, u kterych je uvedeno pitistupové ¢&islo iFO,
jsou podrobné popsany Vv “Seznamu kultur 10. Vydéani (1966),
publikovaného Ustavem prof  fermentac1 (Instltute for
Fermentation, IFO) (neziskové orgaﬁizace) a jsou k d1§pozici
od IFO. Mikroorganizmy, u kterych je uvedeno piistupové Cislo

IAM,” byly popsany v “Katalogu kment, 1993" publikovaném
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Ustavem molekularnich a buné&&nych vé&d Tokijské ,UniVerzity
(Institute of Molecular and Cellular Biosciencés, The Cell an#
Functional Polymer General Center, University of Tokyo) é
jsou k dispozici od" této instituce. Mikroorganizmué
Rhodococcus erythropolis MAK-34 je novy> 'mikroorg%nizmué
izolovany z ptirody a byl ulozZen v Narodnim }ﬁstavq
biologickych v&d a medicinskych  technologii (N%tional
Institute of Bioscience . and Human-Technology, Nétionalv
Institute of Advanced Science -and Technology, METi 1- 3(
Higashi 1-Chome, Tsukuba, Ibaraki)_3058566 JAPAN) jako polozka
&. FERM BP-7451 (datum pﬁvodnihol uloZeni 15. tnor 2001). ‘

Jako mikroorganizmy’»podle  vynélezu mohou byt Eouiit§
jakékoliv kmeny divokého tyéu; mutantni kmeny a rekomblnantnl
kmeny ziskané metodami - bunecneho inZenyrstvi, jqko je
napfiklad bunécnéd fuaze, .nebéé méﬁodami genového inien§rstv1n
jako je napfiklad genové maniﬁulace, pokud je mikroorganizmus
schopen plasobit na enan%ibmérni smés a*aminokétonové
sloudeniny obecného vzorce %i) a tvorit tak odpovidajiéi

opticky aktivni B- amlnoalkohol obecneho vzorce (II).

Nejsou zde Zadna spec1f1cka omezeni pokud jde o odllsne
podminky v kultivaci mlkroorganlzmu, a lze uzZit béziné. metody,
kdy se baktérie, houby nebo kva31nky péstuji ve vhodnemvmedlu
Normdlné mohou byt pou21ta1,tekuta média obsahujici %zdrogg
uhliku, zdroje dusiku a daiéi- 3iviny. Lze uZit jakykoliv
vhodny zdroj, pokud ho dany mlkrooroganlzmus je SChOpeh
vyuzit. Mohou byt pouZity sacharldy jako je napfiklad glukéza,
fruktbéza, sachardza, dextrln,;skrob a sorbitol, alkoholy, jako
je napfiklad methanol, ethanéi'a'glyCerol, organické kyseliny
jako Jje napfiklad kyselina fumarové, kyselina 01tronova,
kyselina octovad a kyselina Erobionové, a jejlchI soll,

uhlovodiky jako jsou parafiny, a také smési vysSe uvédenych
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1

sloudenin. Jako zdroj dusiku miZe byt pouZit jakYkoliv?zdron

pokud je mikroorganizmus schopen ho vyuZit. Tak moﬁou byt_
pouZity amonné soli anorganickych kyselin, jako Je napfiklad
chlorid amonny, siran amonny a fosforecnan amonny, amonne SOll
organickych kyselln, jako Jje naprlklad amonlumfumarat a
amoniumcitrdt, soli kyseliny dusiéné Jjako dusicnan sodny a
dusi&nan draselny, dusik- obsahu]1c1 anorganické nebo organlcke
slouceniny Jjako je naprlklad' hovézi extrakt, kvasmnkovy
extrakt, sladovy extrakt a peéton, a také smési vySe uvgdenycn
slou¢enin. Do médii, ktéfé se. b&ind uzivaji, se mohoufpfidat
zdroje Zivin, jako jsou anor&anické soli, soli vzacnych kovu a'
vitaminy. Do média mohou byt latky pro indukci akt1v1ty, latky
pisobici jako pufr pro. udrzovanl pPH apod. . E

Latky pro indukci 'aktivity mikroorganizmu zéhrnuji

induktory aktivity majici obecny vzorec (III): R

al |
Y N
_R4/ ~ TN\, (m)

kde

! pfedstavuje nizsi alkylovou_skUpinu,
R> a R® mohou byt stejﬁé_ nebo odlisné, a pEedstavuji atom
vodiku, niZz3i alkylovou skupinu nebo acylovou skupinu,

Y pfedstavuje skupinu C=0 nebo’ CH-OH.

NiZ3i alkylova Skupina "a acylovd skupina zéhrnuji
skupiny, Jjak byly definbvény jii'vyée{ Specificky k vyhodnym
induktortm aktivity patfi ' 1-amino-2- ~-propanol, 1-amino- 2—_

hydroxybutan, 1—acetylamin9-2—pr0panol 1—methylam1no—27

propanol, l-amino-2- oxopropén; 2-amino=3- hydroxybutan apod.

KdyZz- jsou v téchto sloucenlnach prltomny asymetrlcke atomy
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uhliku, slouceniny mohou byt v opticky aktlvnlch formach a
racematu, a lze je vhodn& vybrat. P#idani induktoru akt1v1ty
do k média indukuje aktivitu mlkroorganlzmu a naslednou ' tvorbu
opticky aktivniho pf-aminoalkoholu s vy33i u01nnost; pii
srovnani s pfipadem, kdy neni takovy induktor pfidén. Induktor
aktivity miZe byt pouZit jednotlivé nebo miZe byt pouiiﬁa Sméé
vice induktorti. Hladina, ve ktéré’je iédouci'takové-inauktory

aktivity p¥idavat je 0,01 aZ 10 (hmot ) média.

Kultivace mikroorganizmi se provadl v podminkéach vhodnych
pro jejich rust. Specificky se mohou mlkroorganlzmy»kultlvovap
pfi pH média 3 aZ 10, vyhodnd pfi pH 4 a% 9, a pfi teéloté d
az 54 °C, vyhodn& 20 az 40 °c. Mikroorganizmy se mohou
kultivovat v aerobnich_-nébo¥féha§robnich' podminkéché» Doba

kultivace je vyhodné z 10 aiﬂléo hodin a méla by byt !vhodné
Lt } g

stanovena individu&lné& pro kaZ?dy mikroorganizmus.

Reakéni metody p#i. prédukci B-aminoalkoholl 1 podie
predkladdaného vynalezu nejsou’ konkrétnd omezujici, pokud jde
v zdsadé o zplsob, kdy mlkroorganlzmus plsobi na enantlomernl
smés aminoketonové sloucenlnylobecneho vzorce (I) nebo‘jejlch
smési za vzniku odpovidajiqi dpticky aktivni B—aminoalkéholbvé

¢

slouCeniny obecného vzorce'(II). Reakce se nastartuje tim, i%

se bakterialni buiky pfomyté%'pufrem nebo vodou vmich?ji do

b

vodného roztoku vychozi a-aminoketonové slouceniny.

Reak&éni podminky mqh§u~ byt‘ vybrdny ze skupiny, kterou
tvo¥i cely rozsah podmiﬁek;‘_kdy  tvorba opticky aktivnich
B-aminoalkoholovych slouéenipglobecného vzorce (IIﬁ neni
naruSena. Kvantita baktériéiﬁi ‘bunék vzhledem k vychozimu.
aminoketonu je vyhodn& 1/1oovaz»1000x a vyhodn&ji 1/10 az 100x
mnoZzstvi racemického aminoketbnu- Koncentrace raceﬁického
aminoketonu, ktery je substratem, " je vyhodné& 0,01 a2é20 %,

vyhodnéji z 0,1 az 10 %, A dale pH reakéniho roztoku je
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vyhodn& 5 aZ 9, vyhodné&ji 6 aZ 8, reakéni teplota  je Vvyhodné
10 az 50 °C, vyhodn&ji 20 aZ 40 °C a doba reakce je vyhodn& 5 -
a? 150 hodin a mé&la by byt stanovena individudlné prd kazdf‘

mikroorganizmus.

Aby reakce probihala G&inn&ji, mohou byt ﬁfidéhi-»
sacharidy (nap¥. glukdéza), organické kyseliny (napZ. 'octova
kyselina) a zdroje energie (napf. glycerol). Tyto latky mohou-
byt pouZity samotné nebo miZe byt pouZit smés vice takovych
latek. Hladina pfidanych 1latek 3je vyhodné& 1/100 az 10x
mnoZzstvi substratu. Mohou byt také pEidany koenzymy: apod.
Koenzymy jako je napriklad nlkot1nam1daden1nd1nukleot1d (NAD)
redukovany nlkotlnamldadenlndlnukleot1d (NADH) , nlkotlnamld
adenindinukleotidfosfat (NADP) a redukovany nlkotlnamld—
adenindinukleotidfosféat (NAEH) mohou byt pouZit samotne nebo
jako smés nékolika =z uvedeh?dh slouCenin. Hladlna pr;danych
sloudenin je vyhodn& 1/1000 a# 1/5 mnoZstvi racemickéhd
aminoketonu. Kromé koenzymﬁ }%Qhou' byt pfriddny jesté 'enzymy
regenerujici koenzymy jako;jé napfiklad glukézodehydrogenaza,
a sice vyhodné v hlading: l/iOO ‘az 10x vzhledem k mﬁoistvi
racemického aminoketonu. A ddle muZe byt pouZita koﬁbinacé
latek jako jsou sacharidy (napf.»glukéza), organické k?seliny
(napf. octova kyselina);. energetlcke slouéeniny (napr
glycerol), koenzymy, enzymy" regenerujlc1 koenzymy a substraty
pro enzymy regenerujici koen;ymy. Tyto latky jsou prlrozene
akumulovéany Vv bakteriélnichvbuﬁkéch, ale jejich p#idéani mbzZe
zvySit rychlost reakce la théiek; _takZe kde Jje to shledénq
jako nezbytné, vhodné latky jsbu vybrany. i

Kdy? je p¥idana uréita stl, a reakéni roztok je ﬂak byl
popsadn vySe, a reakce se necha prdbihét v téchto podm?nkéché
racemizace nezreagovaného aminoketonového izomeru mﬁ?e byt

urychlena a jeho konverze na enantiomer, ktery slouZi jako
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substrat pro mikroorganizmus muZe probihat mnohem;ﬁéinnéji. Td
umoZfiuje produkovat aminoalkohol podle vyndlezu z v?chozihd

materidlu s vyté&Zkem 50 % nebo vice.

Soli pro urychleni racemizéCe nezreagovaﬁ?ch aminoketonﬁ
mohou byt soli slabych kyselin jako Jje napfiklad acetéti,
tartradt, benzoat, «citrat, malonat, fosfore&nan, Uhliéitan;
p-nitrofenolat, si¥i&itan a borat. Vyhodn& se uZiji napfiklad
fosforeénany (napft. dihydrogenfoéforeénan _sodny;
dihydrogenfosforeénan draselny a dihydrogenfosforeénaq
amonny), uhli&itany (napf.‘ﬁhliéitan sodny, hydrbgenuhliéitaﬁ
sodny, uhliditan draselny a uhlié&itan amonny), citraty (napf$
citrat sodny, citrat draselny a citradt amonny). Mohou byt
uiity také jejich smési. Pufry s pH 6,0 a% 8,0 jsou pEidany do
vzniku konecné koncentraée 0;01 az 1 mol/l (M). Napfiklad v
pfipadé fosfatu se vyhodn&. smichaji dihydrogenfosforecnan
sodny .a monohydrogenfosforeéna%‘sodﬁy v'pomérﬁ,Qzl az 5:95.

Opticky aktivni B—émihoaikbholy ptipravené zplsobem podle
vynélezu mohou byt .pu;ifikovény obvyklymi postupy
separace/purifikace. Napfiklaa p¥imo z reakéniho roztoku nebd
po oddéleni bakterialnich: bﬁnék. mohou byt ziské&ny opticky
aktivni p-aminoalkoholy obvyklymi purifikaénimi metodami jaké
je napfiklad membranova sepé#acé' nebo extrakce 'organickyﬁ
rozpoustédlem (napft. toluenéméa chloroformem), chromatografié
na koloné, koncentrace ,iéc' sniieného tlaku, destilace,

rekrystalizace a krystalizace..
Optickd aktivita takto  p#ipraveného opticky aktivniho
B-aminoalkoholu se stanovi  pomoci  HPLC (vysokou&inné

kapalinova chromatografié).;
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P¥iklady provedeni vynalezu

Pfedkladany vynadlez je dale konkrétn& popsan pomoci
pfikladd. Tyto  ptiklady viak nijak neomezuji rozsah

patentovych naroki.

Pfipravny priklad 1

Priprava dl-2-methylamino-l-fenyl-1l-propanonu

51,6 ml brominu se po kapkéch ptidalo ke smési 134 g
l1-fenyl-l-propanonu, 42 g uhli&itanu sodného a 200 ml vody a

-]

reakce byla ponechédna probihat v 70 C po dobu 3 hodin za
vzniku reakéni smé&si. K reak&ni smés byla pfidédno 350 ml 40%
vodného roztoku monomethylaminu. Reakce se ponechala 1 hodin@
ve 40 °C a reak&ni produkt byl extrahovdn do 1 litrd
chloroformu. Reak&ni produkt v chloroformové vrstvé pak byl
extrahovdn 100 ml nated&né chlorovodikové kyseliny, 3 g
aktivniho uhli bylo pf¥idéno k vodné vrstvé, a pak filtrovéno.
Filtrat byl koncentrovdn za vzniku 89 g hydrochloridu dl-2-

methylamino-l-fenyl-l-propanonu.

Pfiklad 1

Ptiprava d—(lS,ZS)-pseudoefedrinu

Kmen Microbacterium arborescens IFO 3750 byl inokulovan do
5 ml média obsahujici 1% glukdzu, 0,5% peptoh 0,3% kvasinkovy
extrakt a pak kultivovadn za tPepédni pf¥i 30 °C po dobu 48
hodin. Po stodeni a oddé&leni bund&k od kultivac¢niho média byly
bakteridlni bufiky pfeneseny do zkumavky. K nim byl pfidén 1 ml

0,1 M fosfatového pufru (pH 7,0) a Dbuiky v ném byly
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N
resuspendovédny. Pak bylo pfiddn 1 mg hydrochloridu dl-2-
methylamino—l—fenyl—l—propanonu a reakce - byl ponechén%
probihat za tfepdni ve 37 °C po dobu 24 hodin. Po reakci:byﬁ
reakéni roztok stocen, aby byly odstranéhy bakteridlni buﬁkﬁ-

a supernatant byl podroben HPLC, aby se ziskal opticky aktivni

pseudoefedrin: kolona pBondapakphenyl od firmy Waters Inc.£
primér 4 mm, délka 300 mm, eluent - 0,05 M fosfétovy'pufr
(obsahujici 7% acetonitﬁii), pH 5,0, prutokovad rychlos%
0,8 ml/min, a detekce ve,vlngvé'délce 220 nm. | é
Absolutni konfigurace a oOptickd &istota. byly uréénj |
pomoci HPLC (kolona SumiqhifqivA¢P od firmy Sumika Chemicay 
Analyses Service, prumér 4 mm, délka 150 mm, 0,03 M fosfétovﬁ
pufr, pH 7,0, pratokova rycHiOSt,O,S ml/minuta, a detekce pfﬁ
vlinové délce 220 nm).'fTaktg -byl selektivné =ziskan pouzé

d-pseudoefedrin, jak je ukézéﬁé;vxtabulce 1.

Vytvofené mnoZstvi - je '~ vidy uvedeno Jjako mnoZstvi

konvertovaného hydrochloridu. °

Priklady 2 az 12

Priprava d—(lS,ZS)—pseudoefedrinu

S vyjimkou toho, Ze Vvéfikladech 2 aZz 12 byl misto
Microbacterium arborescehsjvf'IFO‘ 3750 uzit odlisny
mikroorganizmus, jak je uvedeho v tabulce 1, opticky aktivni
pseudoefedrin byl ziskénvposfupem jako v p¥ikladu 1. TudiZ byl
selektivné ziskan pouze. d-pseUdoefedrin, jak je vidét také

v tabulce 1.



24

Tabulka 1 - P¥iklady 1 az 12
C. Mikroorganizmus Opticka aktivita (%) NVyrobené
. —mnozstvi
PI. rod IFO (d-efed- [l-efed- |d-pseudo-|l-pseudo-((mg/ml)
rin rin efedrin f(efedrin
1 [Microbacterium [3750 0 0 100 0 ]0,16
arborescens
2 |[Klebsiella 3319 0 0 100 0 0,3
pneumoniae
3 [Aureobacterium |3751 0 0 100 0 0,14
esteraromaticum
4 [Xanthomonas sp. |3084 0 0 100 0 | 0,049
5 |Pseudomonas 14796 | O 0 100 0 0,1
outida
6 [Yycobacterium  |[IAM 0 0 100 0 0,24
smegmatis 12065 |
7 [Mycobacterium  [14797 | O 0 100 0 0,25
diernhoferi
8 |[Mycobacterium  |14118 0 0 100 0 0,28
vaccae
9 [Mortierella 8308 0 0 100 0 0,15
isabellina
10 |Cylindrocarpon (31855 0 0 100 0 0,09
sclerotigenum
11 |Sporidiobolus 6903 0 0 100 0 0,07
johnsonii '
12 |[Rhodococcus MAK~34 0 0 100 0 0,3
erYtthpolis
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P¥iklady 13 az 37 - i

Produkce d-(1S,2S)pseudoefedrinu

S vyjimkou toho, Ze v piikladech 13 aZ 37 byl misto

Microbacterium  arborescens  IFO 3750  uZit odliZny

mikroorganizmus, jak je uvedeno v tabulce 2, opticky aktivni

pseudoefedrin byl ziskdn  postupem jako v pfikladu 1.
Pfipravend mnoZstvi a optickd ¢istota pseudoefedrinu jsoﬁ
ukazany v tabulce 2.
Tabulka 2 i
C. Mikroorganizmus - _ Produko- |Opticka
PF. » — vané Cistota (%)
rod IFO - mnozstvi
(mg/ml) d-psegdo-
‘ efedrinu
13 |Nocardioides simplex - = |12069 0,35 99
14 |Mycobacterium phlei . 13160 0,27 95,6
15 |Mucor ambiguus o 6?42 0,07 93
16 |Mucor javanicus Ta570 0,04 T95 ?
17 [Mucor fragilis 6449 0,17 90 |
18 |Absidia lichtheimi 4009 0,04 93 ;
19 |Aspergillus awamori . |4033 0,18 93
20 |Aspergillus niger 4416 0,11 90
21 Aspergillus oryzae . 4177 0,18 91
22 |Aspergillus candidus - |5468 0,07 94
23 Aspergillus oryzae -IAM 2630 0,08 92
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Tabulka 2 -pokracovani %
24 Aspergillus oryzae 6215 0,05 ”‘95 é
var. Oryzae | %
25 |Penicillium oxalicum 5748 0,06'. :94_
26 |Grifola frondosa 30522 0,08 92 |
27 Eurotium repens 4884 0,08 92
28 Ganoderma lucidum 8346 0,05 92,2
29 Hypocrea gelatinosa -9165. 0,27 92,2 %
30 |Helicostylum nigricans _ |809L 0,27 93,2
31 |aspergillus foetidus 4_121' 0,43 [o1.3 |
var. acidus ?
32 |Verticillium fungicola  |6624 0,10 ‘ 92,7
var. Fungicola |
33 Fusarium roseum » 7189 0,40 89,6
34 Tritirachium oxyzae 4.7544 0,34 92
35 |Amillariella mellea —  |31616 0,28 o1
36 Sporobolomyces .-ib38t 0,14 §5 1
salmonicolor Z
37 Sporobolomyces >-T'1032' 0,2 .95_, %
coralliformis

Pxiklad 38

Pfiprava d-(1S,2S)-pseudoefedrinu

Mikroorganismus

Morganella  morganii

IFO 3848 byl

inokulovédn do média obsahujiciho 1% gluké;u, 0,5% pepton a

0,3%— kvasinkovy extrakt

déle

kultivovdn v protfepavané
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aerobni kultufe p#i 30 °C po dobu 48 hodin. Po té bylo 5 mi
kultivadniho roztoku sto&eno, aby byly ziskéany bakteriélni
buiiky, bufiky pak byly usuSeny na vzduchu a usu$ené bakteri&lni
bufiky byly resuspendovdny v 1 ml 0,05 M Tris-HCl pufrﬁ
(pH 7,5). K této suspenzi usudenych bakterialnich bunék bylo
pfidano 50 mg glukézy, 0,2 mg glukézodehydrogéﬁézy, 0,6 n@
NADP, 0,6 mg NAD a 10 mg hydrochloridu dl-2-methylamino-1-
fenyl-l-propanonu a inkubovalo se za tfepdni v 300 ot./min.
(rpm) pfi 28 °C. Reakce se nechala probihat 48 hodin, reakén;

1

roztok byl mé¥en, a mnoZstvi produktu a opticka aktivité

pseudoefedrinu byly staﬁoveﬁyA pomoci HPLC podobné& jako v

pftikladu 1. Ukéazalo se),‘ie - byl 'selektivn& ziskan pouze
‘ S : |
d-pseudoefedrin, jak je uké:éno v tabulce 3.

Tabulka 3
C. Mikroorganizmus | Optickéa aktivita (%) Vyrobené
< — S nozstvi|
L rod IFO [d-efed- [l-efed- d-pseudo-|l-pseudo-|img/ml)"
o jrin+  jrin efedrin |efedrin =
38 |[Morganella 3848 -0 0 100 0 0,73
morganii | u ' )

Priklad 39

P¥iprava hydrochloridu d—(ls;ZS)-pseudoefedrinu

Mikroorganizmus MycébacteriUm smegmatis IAM-12065 byl
inokulovan do média obééhujiciho 1% glukézu, 0,5% pepton a
0,3% kvasinkovy extrakt:.a.idéle kultivovédn v protfepavané
aerobni kultufe pfi 30 °C po dobu 48 hodin. Po té byl 1 litr
kultivaéniho roztoku stoden, aby byly ziskadny bakteridlni

bufiky, buiiky pak byly resuspendovény v 50 ml vody a po pfidani
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0,5 g hydrochloridu dl—2—methylamino-1ffenyl—l—prbpanonu sé
dale inkubovalo 48 hodin za tfepani ve‘15Q‘ot./ﬁin;_(rpm) pf;
30 °C. Reakce se nechala probihat 100 hodin od zahéjeni
tfepani, coZ vedlo k produkci 7,0 g/1 d—pseudoéfedrinﬁ'
v reakénim roztoku. Pak byl reakéni roztok stOéen,v aby sé
odstranily bakteridlni buniky, pH bylo nastaveno na 12 a Vyééi
pfidanim hydroxidu sodného. 100 ml methylenchloridu bylo
ptiddno k reakénimu roztoku a réakéni produkt byl extréhovéné
RozpousStédlo bylo ddstranéno, byla pfidéna kyseliné
chlorovodikova, a néslgdnév.:_koncentréce do sucha poskytl% '
hydrochloridovou sul. Hydrochldfid byl rozpusStén - pfidénié
ethanolu a dalsim pfidénihi étheru.»byl krystalizovan reakéni
produkt. N&sledné byl ziskan hydrochlorid d—pseudoefedrinuj
VytéZzek 0,32 g krystalt d-pseudoefedrinu bYl analyzovan n%b
HPLC (kolona Sumichiral AGP”odvfirmy Sumika Chemical Analeié
Service, primér 4 mm, délka 150 mm, 0,03 M fosfatovy pufr: pH
7,0, pritokova rychlost -0,5 ml/min, detekce pii vlnové délce

UV 220 nm) a byla zjisté&na .100% opticka aktivita.

Priklad 40

Ptiprava d—(1S,ZS)—methylpéeudbefedrinu

Mikroorganizmus Mycbbacéefium> smegmatis RAM-12065 byl
inokulovdn do média obséhujiciho 1% glukdbézu, 0,5% pepton a
0,3% kvasinkovy extrakt - a vdélg kultivovan v protfepavané
aerobni kultufe p¥i 30 °C po’dobu.KB hodin. Po té byl 1 lit;
kultivaéniho roztoku filtrovén, aby byly ziskany bakteriélni
bunky, bunky pak byly opléchnuty “vodou a pfidana voda prd
vytvofeni 50 ml suspenze.i Kfsuspenzi’.bylo ptidéano 100 mg
hydrochloridu 2—dimethyiamino—l—fenyl—l—propanonu (2 g/l) a

dédle_ se inkubovala 48 hodin za tfepdni ve 150 ot./min. (rpm)
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pti 30 °C. Reakéni roztok se analyzoval na HPLC (kolona
Sumichiral AGP od firmy Sumika Chemical Analysis Serviceé
primér 4 mm, délka 150 mm, 0,03 M fosfatovy pufr: pH 7,0£
pritokovd rychlost 0,5 ml/min, detekce pfi vlnové‘vdélcé UW
220 nm) a ‘bylo zjisténo, Ze Dbylo produkovano 0,23 g/r
d-(1S,2S)methylpseudoefedrinu a Jjeho opticka aktiVita. bylé.
77%.

P¥iklad 41
i

Pfiprava 1-(IR,2R)-pseudoefedrinu

Mikroorganizmus AmyColatstis alba TFO 15602 byl

{

inokulovédn do média obsahujiciho ;1% glukézu,' 0,5% pepton a.
0,3% kvasinkovy extrakt’La;“délé kultivovan v protfepévahé
aerobni kultu¥e p#i 30 °C7pb;dbbu 48 hodin. Po té bylo 5 ml
kultivaéniho roztoku centringo&éno, aby byly ziskény
bakteridlni bunky. Bunky pék byly resuspendovédna v 1 ml 0,1 M
fosfatu sodného (pH 7,0)_;ai k. suspenzi byl pf¥fidédn 1 mg
hydrochloridu dl—2—dimethylamino—l—fenyl—l-propanonu (2 g/l) a
didle se inkubovala 48 hodiﬁ'2a tfepani ve 150 ot./min. (rpmﬁ
pfi 30 °C. Reak&éni roztok se analyzoval na HPLC (kolona
Sumichiral AGP od firmy Suhika Chemical Analysis Serviéeﬁ
promér 4 mm, délka 150 mm, 0,03 M fosfatovy pufr: pH 7,0,
prutokova rychlost 0,5 ml/min,fdetékce pfi vlinové délce UV 22Q
nm) a bylo zjisténo, Ze ;bY1' produkovan selektivné 1-

pseudoefedrin. Vysledky jsoﬁ'ﬁkéiényAv tabulce 4.
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Priklady 42 aZ 46

Priprava 1-(1R,2R)-pseudoefedrinu

S vyjimkou toho, Ze misto mikrdbrganizmu Amycolatqpsi%
| ‘ alba IFO 15602 byly pouZity mikroorganizmyluvedené'v tabulcé
. 4, byl opticky aktivni pseudoefedrin ziskadn podobné jako Q
v pfikladu 41. Vysledky uvedené v tabulce 4 ukaZuji, je byL
pfipraven selektivné& pouze 1fpSeudoefedrin. : | é

g

Tabulka 4
C. Mikroorganizmus 7 Optidkézaktivita (%) Vyrobené
. . . e S— noZstvij
PI. rod IFO |d-efed-' |l-efed- ld-pseudo-([l-pseudo-{img/ml) |
) rin “rin efedrin: |efedrin '
41 |Amycolatopsis {15602 | O 0 100 o | 0,33
alba ] 1 S
42 |Amycolatopsis |14573 | 0 | 0 100 0 0,064
azurea r v : |
43 |amycolatopsis [15804 | 0 | O 100 0 0,5
coloradensis o
44 |Amycolatopsis [14500 0 0 100 0 0,18
orientalis ' '
orientalis ,
45 |amycolatopsis [12360 | 0 0 100 | o | 0,5
3 46 |Serratia 3736 0 0 | 100 0 0,47
marcescens | ' B

Priklady 47 a 48

Pr¥iprava l—(lR,2R)—pseudoefedrind

S vyjimkou toho, Ze misto mikrOOrganizmu Amycolatopsis




r
|
I
i

L ]
[ X X B3
sesen
L)

31 -
alba IFO 15602 byly pouZity mikroorganizmy uvedené v tabufcé
5, byl opticky aktivni pseudoefedrin ziskén podobhé jakot ﬁ
pfikladu 41. Vyslednd mnoZstvi a  opticka  &istota

;

l-pseudoefedrinu jsou ukédzany v tabulce 5. ‘ » f

Tabulka 5

c. Mikroorganizmus _ . - : Optické Vyrobenéj

33 I | &istota (%) pnoZstvi
rod - | 1IFO 1-pseudo-efedrin (mg/ml)

47 |Rhodococcus erythropolis 12540 0 ’ 0;33}

48 |Rhodococcus rhodochous - |15564 0 0,064

Priklad 49

Priprava l—(lR,2R)—pseudoefedrinﬁ

Coprinus rhiquhorus-‘IFOﬁ.30197 byl inokulovén do meédia
obsahujiciho 1% glukézu;_O;S% pepton a 0,3% kvasinkovy extrakt
a dale kultivovén v protfepéVéné‘aerobni kultu¥e p#i 30 °C'p§
dobu 48 hodin. Po té bylo 5 ml kultivaénihb roztokﬁ stoéenog
aby byly ziskany bakteriélhiﬂbuﬁky, bufiky pak. byly usuSeny na
vzduchu a usuSené bakteriélnijbuﬁky byly resuspendovédny v 1 ml
0,05 M Tris-HCl pufru (pH 7,5), K této suspenzi usuSenych
bakteridlnich bunék bylo piriddno 50 mg glukézy, 0,2 mg
glukézodehydrogenazy, 0,6f'mé~'NADP;'_O,6 mg NAD a 10 mg
hydrochloridu dl—2-methYlamino%1-fenYL—l—propanonu. rEakce
byla ponech&na probihat Zabffepéﬁi v 300 ot./min. (rpm)ﬂpfi
28 °C 48 hodin. Reak&ni ‘roztok byl' analyzovén 'pbmoci- HPLC
(kolgna Sumichiral AGP od firmy Sumika Chemical  Analysis

Service, prumér 4 mm, délka 150 mm, 0,03 M fosfatovy pufr: pH
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7,0, pritokové rychlost 0,5 ml/min, detekce pfi vlnové délcé
UV 220 nm) a bylo stanoveno mnoZstvi a opticka aktiVité

produkovaného pseudoefedrinu. Uk&zalo se, Ze byl selektivné

ziskan pouze l-pseudoefedrin, jak je ukédzéno v tabulce 6. i

Tabulka 6
C. Mikroorganizmus — _4 Optiéké aktivita (%) ' Vyrobené
. : nozstvi
PI. rod IFO d-efed* l-efed- d—pseudo-l-pseudo-(mg/ml)?
rin: - Jrin efedrin |efedrin .
49 |Coprinus 30197 | 0 0 100 0 " [1,09
rhizophorus R o i

Priklad 50

Priprava (1S,ZS)-1-(p—hydroxyfényl)—2—methylamino—l—propanolu

Rhodococcus erythrqpolis‘MAK—34 byl kultivovan za tfepani
v 5 ml média obsahujicihOji%_sacharézu, 0,5% kukufiény vyluh,
0,1% dihydrogenfosforeénan_dréselny, 0,3% hydrogenfosforeénaﬁ
draselny a 0,1% l—amino—z—probénol ve 30 °C po dobu 48 hodini
Bakteridlni  bunky byly éiskény budto centrifugaCi 'neb%
filtraci. K nim bylo p#idano ptriméfené mnoZstvi vody, 0,2 ml
1M fosfatového pufru, pH J7,0, 10 mg glukdzy a 1 mé
racemického hydrochloridu- 1—(p—hydr0xyfenyl)—2-methylamino—lj
propanonu, a v3e promichano. .Jéden_ mililitr byl tfepan pro
reakci ve 30 °C po dobﬁ 48 hodinQNR¢akéni roztok byl_budtp
stoCen nebo filtrovén...Supeinétaﬁt byl analyzovan na HPLC
(kolona pBondapakphenylv Qd‘ fiymy Wateré Inc., prumér 4 mm;_
délka 300 mm, eluent - 0,0S :fosfétovy pufr (obsahujici 7%
ace§9nitril), pH 6,5, prutokovad rychlost 0,8 ml/min,’detekc%

ve vlnové délce UV 220 nm). By1o'potvrzeno, Ze byl produkovén
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hydrochlorid threo-1- (p-hydroxyfenyl) 2—methy1am1no l propanolu
v mnoZstvi 0,6 mg/ml. Pro stanoveni optické &istoty produktu-
byl vzorek analyzovan na HPLC (Sumlchlral OA-4900 od flrmy
Sumika Chemical  Analysis Service, pouZit | _éluenﬁu
hexan:dichlorethah:methanol:trifluoroctbvé kyselina = 2405140:40:1A
pritokovd rychlost 1 ml/min, detekce ve v1lnové délce UV
254 nm). Tak bylo zmereno,' ; (1s 28)-1-(p- hydroxyfenyl)—2-
methylamino-l-propanol byl ziskan- ve 100% optické &istot&. 3
]
P¥iklady 51 aZz 54 i
i
Pfiprava opticky aktivniho 1—%pfhydroxyfenyl)tZ—methYlamino—l%

i
propanolu 4

S vyjimkou toho, Ze misto Rhodococcus erythrqulis MAK-34
byly uZity mikroorganizﬁy”vév'kultivaéni pbdminky pdpsané
v tabulce 7, byly reak¢e vpro0edeny podobnym zplusobem jakd
v pfikladu 50, a byl ziskdn opticky aktivni 1-(p-
hydroxyfenyl)-2—methylamino—i propanol.

Kultiva&ni podminky. uvedene v tabulkdch 7 az 9 bylx
nédsledujici: I

Kultivaéni podminky 1: mikroorganizmus byl inokuidvén’do
20 ml média obsahujiciho ’i§” glukbézu, 0,5% pepton,‘ 0,3%
kvasinkovy extrakt (pH 7 0) a kultlvace problhala 48 hodin ve
30 °C za tFfepédni p¥i 150 ot. /mln (rpm).

Kultiva¢ni podminky 2: mlkroorganlzmus byl 1nokulovan do
20 ml média s pH 6,0 obsahuj}clho 5% sladovy extrakt a O, 39
kvasinkovy extrakt a kultivace probihala 48 hodin ve 30 °C za

tfepadni pfi 150 ot./min. (rpm).
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Tabulka 7
€¢. |Kmen IFO Kult. |Produk. Stereéchem.v Optické
< mnoZstvi |konfigurace cistota
Pr. Podm. produktu (%)
51 |Helicostylum 8091 1 0,06 1S 28 90
nigricans '
52 |Amycolatopsis |14500 |1 0,01 1R 2R 100
orientalis :
lurida
53 |Amycolatopsis 12362 1. 0,02 1R 2R 100
orientalis ' .
orientalis ‘
54 |Amycolatopsis 12806 |1 0,01 1R 2R 100
orientalis
orientalis

Priklad 55

P¥iprava (1S,2S)—2;ethylamino—l-fenyl—l-propanolu

Kmen Rhodococcus erythropolis MAK-34 byl kultivovan :za

tfepadni v 5 ml média obsahujiciho 1% sacharézu, 0,5% kukufilny,

vyluh, 0,5%

dihydrogenfosforeénan

draselny;'

0,3%

hydrogenfosforecnan drasélny ‘a 0,1% 1l-amino-2-propanol, po§

dobu 48 hodin ve 30

centrifugaci

nebo

°C. Baktériélni buniky by1y ziskany budto,

filtraci.

© K nim bylo

ptidano pfimé&fené;

mnozstvi wvody, 0,2 ml 1M fosfatového pufru, pH 7,0, 10 mg

glukézy a 1 mg racemického hydrochloridu 1-(p-hydroxyfenyl)-2-

methylamino—l—propanonu,va‘v§q.promichéno. Jeden mililitr byl

tfepan pro reakci ve 30 °C po dobu 48 hodin. Reak&ni roztok

byl budto
na HPLC (kolona upBondapakphenyl od firmy Waters Inc., prumér 4
délka 300 mm,

aceténitril, pH 6,5, pritokovd rychlost 0,8 ml/min, detekce ve

mm,

stoCen nebo filtrovéhL'Supernatant byl analyzovén;

eluent - 0,05 fosfatovy pufr obsahujici 7%
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vlnové délce UV 220 nm). Bylo potvrzeno, Ze byl pfiprave&
hydrochlorid threo—2—ethylamino—1—fenyl-lfpropanoiu bv mndistvf
0,47 mg/ml. Pro stanoveni optické éistoty produktu byl vzoieﬁ
analyzovdn na HPLC (Kolona OD od firmy' Daicel Chemicaﬁ
Industries Ltd., primér 4,6 mm, délka 250 mm, péuiitvelueng
hexan:isopropanol:diethylamin = 90:10:0,1, pratokova viychlosq'
1 ml/min, detekce ve vlnové délce UV 254 nm). Bylo zjiéténoé
Ze produkt Jje (1S,28)42-éthylamino—l—propanol (100% optiékg
Eistota). ’ I ' ;

4

Piiklady 56 az 58 o | o

Priprava (1R,2R)—2-ethylamino~1—fényl—l-propanolu
S vyjimkou toho, 2eimiSthRhodococcus erythropolis MAK—34'
byly uZity mikroorganizmy a “kultivaéni podminky popsané

v tabulce 8, byly reakce provedeny podobnym zpisobem jako

v p¥ikladu 55, a byl IZiskéﬁ  opticky aktivni (1R, 2R) -2+
ethylamino—l—fenyl—l—propanol.gVYsledky jsou shrnuty v tabulce
. . o :
Tabulka 8
C. |Kmen IFO ‘_ Kult!_Produk. Stereochem. Opticka
o 1. . |mnozZstvi |konfigurace |Z&istota
PI. . Pod?f%" ' produktu ] (%)
56 |Amycolatopsis |15602 |1 . 0,01 1R 2R 100
alba . ‘__'!_ '
57 |Amycolatopsis |12806 |1 . |0,01 1R 2R 100
orientalis
orientalis 7
58 |Rhodotorula 0951 |2 0,01  |IR 2R 100
-aurantiaca ‘
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Pfiklady 59 az 61

4

Priprava opticky aktivniho 1-(m—hydroxyfenyl)—2-amino~l{
propanolu :

Mikroorganizmy uvedené v tabulce 9 byly kultivovény v %»

ml média ve 30 ° C po dobu 48 hodin (viz pFisluiné podminky 1
nebo 2). Bakteridlni bufiky :byly ziska&ny budto -centrifugacf
nebo filtraci. K nim bylo pfidéno pfimé&rené mnoZstvi vody,~0,i
ml 1M fosfatového pufru; pH__?}O, 10 mg glukézy a  1 m§

l

propanonu, a v3e bylo promichého.' Jeden mililitr byl tZepan

pro reakci ve 30 °C po dobﬁ 48 hodin. Reakéni roztok byl bUdt&

racemického hydrochloridu 14(m—hydroxyfenyl)—Zﬁamino-1~

stoCen nebo filtrovéan. Supernatant byl analyzovén na HPLC
(kolona nBondapakphenyl dd_ firmyv Waters Inc., prumér 4.1mn)
délka 300 mm, eluent - O{QSM' fosfatovy puff obsahujici 7%
acetonitril, pH 6,5, prﬁtokdvé{rychlost 0,8 ml/min, detekce ve
vlnové délce UV 220 nm). BYlo'.potvzeno, - Ze byl pripraven
hydrochlorid threo—l—(m-hydﬁoxYﬁenyl)—2—amino—l—propanolu. Pro
stanoveni optické éistoty'prcduktu byl vzorek analyzovédn na
HPLC (Kolona Crownpak CR+ od-firmy Daicel Chemical Industries;
Ltd., kyselina chlorista, pH 2,0, 1 ml/min, UV 254 nm). Bylo
zjisténo, Ze produkt byl'optiéky'aktivni 1—(m—hydroxyfenyl)?2{
amino-l-propanol se Stereochemiékdu konfiguraci' uvedenou

v tabulce 9.



Tabulka 9
C. |Kmen IFO . |Kult. |Produk. [Stereochemn. Optickéa
X mnozZstvi |konfigurace ¢istota

PL. Podm. produktu (%)

59 |Helicostylum |8091 |1 |0, 01 1S 25 100
nigricans ' |

60 |Amycolatopsis |15602 |1 0,01 1R 2R 78
alba | | | |

61 |Rhodotorula 0951 |2 . |o0,01 1R 2R 100
aurantiaca I '

P¥iklad 62 N | .

P¥iprava (1 R, ZR)—l-(p—hydr9x§fenyl)-2—amino—l—propaholu

Kmen Amycolatqpsis?l élba'? IF0O-15602 byl péstovéﬂ
v kultivacnich podminkach 1. mBaktériélni bunky byly ziské&ny
budto centrifugaci nebo filtrabiﬁ’K nim bylo pfidéno piimérené
mnozstvi vody, 0,2 ml 1M fd?fétového pufru, pH 7,0, 10 mg
glukézy a 1 mg racemického h?dfochioridu 1- (p-hydroxyfenyl) -2~
methylamino-1l-propanonu, a'véé.promichéno. Jeden mililitr byﬂ
t¥epan pro reakci ve 30 °c-p6 dobu 48 hodin. Reak&ni roztok
byl budto stofen nebo filtrévéﬁ, Supernatant byl analyzovan
na HPLC (kolona pBondapékphenyl od firmy Waters Inc., prumér 4
mm, délka 300 mm, eluent - bdoslfoéfétov? pufr obsahujici 7%
acetonitril, pH 6,5, prﬁtokoVé'rychlost 0,8 ml/min, detekce ve
vlhové délce UV 220 nm)."Bylé potvrzeno, Ze byl produkovan
hydrochlorid threo-1-(hydroxyfenyl)-2-amino-l1-fenyl-l-propanolu
v mnoZstvi 0,03 mg/ml. Pro stanoveni optické C&istoty produktu
byl vzorek analyzovdn na HPLC ((Kolona Crownpak CR+ od firmy

Daicel Chemical Industries Ltd., kyselina chlorista, pH 2,0, 1
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ml/min, UV 254 nm). Bylo potvrzeno, Ze produkt je (1 R, 2R)fl%
(p-hydroxyfenyl)-2-amino-1l-propanol (optické gistota: 82 %).

Priklad 63

Ptiprava (1S,2S)-1-fenyl-2-amino-1-butanolu

Kmen Helicostylﬁm nigricans IFO-8091 byl péstovéﬁ
v kultiva&nich podminkach 1. ;Bakteridlni bufiky byly ziskén§
budto centrifugaci nebo filtraci. K nim bylo p¥idano pfiméfené
mnozstvi vody, 0,2 ml 1M  fo$fétového pufru, pH 7,0, ‘10 mé
glukézy a 1 mg racemického hydrochloridu 1—fenyl—2—amih6~l{
butanonu, a vSe promichéno.4;Jeden mililitf byl tfépén pr§
reakci ve 30 °C po dobu 218 hodin. Reak&ni roztok byl-bud’tolE
sto¢en nebo filtrovén.v'Supéfﬁafant byl analyzQVén na HPLC"
(kolona upBondapakphenyl od"fifmy,vWaters Inc., prumér 4 mm;
délka 300 mm, eluent - 0,05 fosfatovy pufr obsahujici 7%
acetonitril, pH 6,5, prﬁtokové ry¢hlost 0,8 ml/min, detekce Vé
vlinové délce UV 220 nm). Bylo potvrzeno, Ze byl pfipfaven
hydrochlorid threo—l—fen§l42?amind—l-butanolu v mnoéstv; 0,62
mg/ml. Pro stanoveni obtické: ¢istoty produktu byl vzoreé
analyzovdn na HPLC (Kblbna‘.OD  od firmy Daicel Chemicaﬁ
Industries Ltd., prumér 4;6vmm,'dé;ka 250 mm, pouZit eluenﬁ
hexan:isopropanol:diethylamih '=’90:iO:O,l, prﬁtpkové rychlosﬁ'
1 ml/min, detekce ve vlnové3dél¢e'UV 254 nm). Bylo potvrzeno,

Ze produkt je (1S, ZS)—l—fenyl)—2—amino—1—butanol.
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pZiklad 64 o

i
I

P¥iprava (1R,2R)-1-fenyl-2-amino-l-butanolu &

Mikroorganizmus Amycolatopsis orientalis IF0-12806 byI
péstovdn v kultivaénich podminkdch 1. A podobné"jako v
pfikladu 63 byl produkovédn (1R,2R)-1-fenyl-2-amino-1l-butanol

v mnoZstvi 0,21 mg/ml.
Pfiklad 65 R i

U&inek pridani induktoru (i) ” " o - o

1-amino-2-hydroxypropanon byl pEidén k médiu 1 (vig
‘tabulka 10) tak, aby 'bylo dosézeno koncentrace 5 g/l. Péﬂ
mililitrd pak bylo nalito_”doi~kumavky, uzavieno silikonovou
zatkou a sterilizovano v aufbklévu .pfi 121 °C po dobu 30
minut. Mikroorganizmy uvédeﬁé'y tabuice 11 byly inokulovany do
tohoto média a také do média bez pfidaného induktoru, v daném
poradi, a pak byly péstOvénfx za tfepani pf¥i 300 ot./min.
(rpm) v 30 °C po dobu 48 hodin. 0,5 ml kultury bylo
centrifugovédno 20 minut ;pfi;ﬁIOOOO g. 2 Dbakteridlnich bun&k
ziskanych po odstranéﬁi 'supefnatantu byla p¥idéanim -vodf
pfipravena uniformni suspenze. K 'ni bylo pfidano pfiméfené 
mnozstvi vody, pufru a 10 mg,hydrochloridu dl-2-methylamino-1-
fenyl-l-propanonu, do celkového objemu 1 ml. Jeden mililitr
byl pfelit do zkumavky a tfepén pro reakci ve 30 °C pfi 150
ot./min. (rpm) po dobu 12 hodin. Po té byly builky odstranény
centrifugaci a supernatan£ vbyl ~analyzovédn na HPLC, pfiéemi
bylo stanoveno i mnoZstvi vytvOfeného pseudoefedrinu (kolond
uBondapakphenyl od firmy Waters Inc., prﬁmér 4 mm, délka 300

mm, eluent - 0,05M fosfatovy pufr obsahujici 7% acetonitril,




pH 6,5,
Uv 220 nm).

Jak wukazuji vysledky shrnuté v tabulce 11,
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pratokovad rychlost 0,8 ml/min,

detekce ve vlnové délce

!

i

produkované

mnoZstvi pseudoefedrinu pfi pouzZiti induktoru pfi kultlvac1

byla vyrazné vyS3si

Tabulka 10

nez pri kultivaci bez prldavku 1nduktoru ;

t

SlozZeni média

SloZeni média

SloZeni média

SloZzeni média

nan draselny 0,1%

extrakt 0,5%

1 2 3 4.
Sacharbza 1% Glukéza 0,1% . |Glukdza 0,1% |[Rozpustny  Skrob
, _ 18
Kukufiény v?luhTrypton“O,S%i 7VBactopepton : Glukézé 70,5%
0,5% - |o,5%
Dihydrogenfosforel- |kvasinkovy tkvasinkovy Nzamin typ A

extrakt 0,3%

0,3%

Hydrogenfosforecénan

draselny 0,3%

pH 7,0

Trypton 0,5%

Kyselina p-amino-

benzoova 0,01 %

Hydrogenfééfo~

re&nan draselny’

kvasinkovy extrakt
0,2% |

oH 7,0

pH 7,0

Hydrogenfosfore&-

nan draselny 0,1%

Siran

x 7H,0. 0,05%

hofecnaty
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Tabulka 11 |

C. |Mikroorganizmus €islo Médi-vProdukované Produkované;

PE. um mnozZstvi mnozstvi

(bez (ptidavek
ptidavku) induktoru)
(mg) (mg) -

1 Rhodococcus MAK-34 1 0,018 1,26
erythropolis

2 |Mycobacterium IFO-15527 |3 0,032 0,77
chlorophenolicum .

3 |Mycobacterium IFO-12065 |3 |0,048 0,21
smegmatis o

4 |Nocardioides IFO-12069 |2 0 0,19
simplex o

5 Klebsiela IFO-3319 |2 0,018 0,066 .
pneumonie _ l , '

6 Absidia IFO-4409 |4 0,0035 0;22.
lichtheimi c ‘

7 |Aspergillus IFO-4033 |4 0,00048 1,17
awamori ‘ ]

8 |Aspergillus IFO-5468 |4 0,0092 0,018
candidus B

9 |Aspergillus IFO-5337 |4 0,031 1,26

, candidus , & :

10 |Hypocrea IFO-9165 |4 0,0058 0,64
gelatinosa R B _

11 |Helicostylum IFO-8091° |4 0,0067 0,52
nigricans IR E—. '

12 |Tritirachium IFO-7544 |4  |0,0047 0,078
oryzea o V

13 |Armilariealla IFOf3i6i6';4' 0,0042 0,46
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P#iklad 66 f
inek pfidani induktoru (2) S

Kmen Rhodococcus erythropolis MAK-34 byl inokulovan do 5

ml média (pH 7,0) obsahujiciho 1,0% sacharézu, 0,5% kukufiénf

vyluh, 0,1% hydrogenfosforeénan draselny, 0,3%
dihydrogenfosforecnan draselny = a 0,01% p—aminobénzovod

kyselinu a vZdy jeden z_induktbrﬁ, a byl kultivovén za tfepéni'
po dobu 48 hodin ve 30 °C.; Bakteridlni buiiky byly ziskény
centrifugaci a ve zkumavcé7byiy resuspendovany po p¥idani lxmi
0,2 M fosfatového pufru. K suspenzi bylo pfidéno‘ 10 mé'
hydrochloridu dl—2-methylamino—}?fenyl—l—propanonu‘ a 20 mg
glukézy a reakce byla poneéhénavprobihat za tfepani ve 30 °C
po dobu 16 hodin. Po reakci byl reak&éni roztok sto&en, aby sé
odstranily buiky, a suﬁernatant ?byl podroben HPLC (kolon%
uBondapakphenyl od firmvaatefs.Inc., primér 4 mm, délka 306
mm, eluent - 0,05 fosfatovy pufr obsahujici 7% acetonitril, pH
6,5, prutokova rychlost'O,B ml/min, detekce ve vlnové délce uv
220 nm), ¢&imZ byl ziskéh'opticky aktivni pseudoefedrin. Jak
ukazuji vysledky shrnuté v tabulce 12, produkce byla‘VYZnamné
vys§8i, kdyZ byl ptidén induktorf %

i

Tabulka 12 S : |

Sloudenina o :@' Produkované mnozZstvi (mg)
1—acetylamino—2—propanol‘7:-_ a ‘_ 3,00 -
1-methylamino—2—propéndl '_€>- ~ 2,83 ;
l-amino-2-oxopropanon =~ - - 1,97 ;
2—amino—3—hydroxybutan_37' v - ) 0,05 | '%
T-amino-2-hydroxybutan 'l — 0,65 . é
Bez pridani ' B E 0,02 T
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Srovnavaci priklad 1

S vyjimkou toho, Ze misto Microbacterium arborescens IFd_
3750 byl uZit mikroorganizmﬁs Brettanomyces anomalus IFO 0642;?
reakce produkujici pseudoefedrin byla provedena podobné"jak&

v pfikladu 1. Av3ak nebyl ziskan 7adny redukovany produkt. ) i
Srovnavaci priklad 2

S vyjimkou toho, Ze mlsto Rucrobacterlum arborescens IFO,-'
3750 byl uZit mlkroorganlzmus Candlda gullllermondll IFO 0566
reakce produkujici pseudoefedrln byla provedena podobne jako

v prikladu 1. AvSak neby1121skan zadny redukovany produkt.
Srovnavaci priklad 3

S vyjimkou toho, Ze mlsto Rﬁcrobacterlum arborescens IFO
3750 byl uZit mikroorganlzmus Schlzosaccharomyces pombe IFO
0358, reakce produkujici pseudoefedrln byla provedena podobne
jako v prikladu 1. AvSak _nebyl ziskéan zadny 'redukovany

produkt.
Srovnavaci priklad 4

S vyjimkou toho,'2e miétoaMicrbbacterium arborescens IFO
3750 byl uZit mikroorganizmus Bacillus subtilis IFO 3037,
reakce produkujici pseudoefedrin byla provedena'podobné jako vj

pfikladu 1. Av3ak nebyl ziskén Zédny redukovany produkt.
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Primyslova vyuZitelnost o

Jak bylo popséno vy3e, zpusob vyroby opticky aktivnihoj
p-aminoalkoholu podle predklédaného vyndlezu umoZiuje, aby;
B-aminoalkohol majici poZadovany optickou aktivitu byl ziskén&
z enantiomerni smési a-aminoketonovych sloudenin nebo jejic%
soli s vysokym vytéZkem a také vysoce selektivnim zpusobem, a?

to jednoduchym postupem, prlcemz je 1¢inné zabranéno vytvareni

diastereomernich vedlejSich. produktu

TudiZz ptfedklédany vynélez umoZiiuje kromé& jiného vyrobu
pseudoefedrinti, které maji';pozadovanou optickou akt1v1tu
s vysokym vyté&Zkem a vysoce,sélektivnim zpuisobem, a Jje tudii

uzitedny pro vyrobu lé&iv a jejich meziproduktdl.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob vyroby opticky aktivniho B—aminoalkohol@
vyznadujici se tim, Ze zahrnuje krok, kdy se alespoﬁ
jeden z mikroorganismi vybrany - ze skupiny obsahujicﬁ
mikroorganizmy rodu Morganella, rodu Microbacterium, rodﬁ
Sphingobacterium, rodu NOcardioideé, rodu Mucor, rodu Absidia,
rodu Aspergillus, rodu’ [Péﬁicillium, rodu Grifola, rodu
Eurotium, rodu Ganoderma,v’ﬁodﬁ Hypocrea, rodu Helicostylumﬁ
rodu Verticillium, rodu»;FUsérium, rodu Tritirachium, rodq
Mortierella, rodu Armilia#iéila;  rodu Cylindrocarpon, rod@
Klebsiella, rodu Aureobacterium, rodu Xanthomonas, rod&
Pseudomonas, rodu Mycobactériumﬁ rodu Sporobolomyces, :odd~
Sporidiobolus, rodu AmYcol%tqpsis, rodu Coprinus, .rodq

Serratia, rodu Rhodococcusfa.rbdu'Rhodotorula,

ponecha plisobit na enantiomerni smés o-aminoketonu nebo

jeho soli obecného vzorce (I):

XIn_ |
m

kde
skupiny X Jsou stejné neboffodliéné, pridemz X predstavuje
alespoii jeden Clen vybran?~;ze.'skupiny, kterou tvori atom
halogenu, niZ3i alkylova °skupina, hydroxylovd  skupina
volitelné chranéné chrénici_f,skupinOu, nitroskupina a

sulfonylova skupina, © = 7  .7_ ' | S ;

n prfedstavuje celé &islo 0 a%Z 3,
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|
R! predstavuje niZsi alkylovou skupinu, |
R? a R® jsou shodné nebo odlisné, a predstavuji alespoii jedeﬂ

&len vybrany ze skupiny, kterou tvofi atom vodiku a niZsi

alkylova skupina, a

W7 ozna&uje asymetricky atom uhliku,

¢im? se pripravi opticky aktivni pB-aminoalkoholova

.

sloudenina s poZadovanou optickou aktivitou majici " obecny

vzorec (II): D _ g

(1)

kde X, n, R, R, R’ a "*" maji vyznam definovany vySe.

H

2. Zpusob erobyvopﬁiéky:aktivniho B-aminoalkoholu podle
naroku 1 vyznac':ujici‘ se tim, Ze mikroorganizmus jeﬁ
alespon jeden z mikroorgaﬁismﬁ vybrany ze skupiny obsahujici
mikroorganizmy patfici. kidruhu - Morganella vmorganiiﬂ
Microbacterium arborescens,. " Sphingobacterium multivorumév
Nocardioides simplex, AMcor_é@biguus, Mucor javanicus,,MUCof
fragilis, Absidia lichtheimi,EAspergillus awamori, Aspergillus
niger, Aspergillus oryzae, Asbefgillus candidus, Aspergillus
oryzae var. oryzae, V:Aspergiilus foetidus  var. acidus,
Penicillium oxalicum, Grifola frondosa, Eurotium repens,
Ganoderma lucidum, ‘Hypocrea* gelatinosa, Helicostylum
nigricans, Vérticillium fuhgicola var. fungicola, Fusariu@

roseum, Tritirachium oxyzae, . Mortierella isabellina,
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%
b
Armillariella mellea, Cylindroéa:pon sclerotigenun, Kleb31ella
pneumoniae, Aureobacterium esteraromaticum, Xanthomonas sp.4
Pseudomonas putida, Mycobacterium smegmatis, Mycobacterlum
diernhoferi, Mycobacterium vaccae, Mycobacterlum phlel,[
Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium chlorphenqllcum”
Sporobolomyces salmonicolor, Sporobolomyces corallifbrmis;
Sporidiobolus johnsonii, Amycolatopsis alba, Amycolatopsis
azurea, Amycolatopsis coloradensis, Amycolatopsis orientalis
lurida, - Amycolatopsis orientalis orientalis, qurinus
rhizophorus, Serratia marcescens, Rhodococcus erythropolis,
Rhodococcus rhodochrous a-Rhodbtorula aurantiaca. : %
§

3. ZplUsob vyroby optlcky aktlvnlho p-aminoalkoholu: podle
ndroku 1 vyznacujici vse tim, e mikroorganizmus je
alespon jeden z mikroorganismﬁ]vﬁybrany' ze skupiny obsahujici-
mikroorganizmy rodu Mbrganellé,f;fodu Microbacterium, rodu
Sphingobacterium, rodu NOcardiOidéé, rodu Mucor, rodu Absidia[
rodu Aspergillus, rodu vPédicillium, rodu Grifola, rodu
Eurotium, rodu Ganoderma,”lrodu; Hypocrea, rodu HelicostlemU
rodu Verticillium, rodu 'Fusérium, rodu Tritirachium, rod%
Mortierella, rodu Armilla:iélla, rodu Cylindrocarpon, 'rodq.
Klebsiella, rodu Aureobattériﬁm; rodu Xanthomonas, rod&
Pseudomonas, rodu Mchbéctérium, rodu Sporobolomyces, rodd
Sporidiobolus a rodu Rhodococcus,  a Ze.B—aminoalkohol obecného

vzorce (II) je (1S,2S)-aminoalkohol.

4. Zpusob vyroby optlcky aktlvnlho B-aminoalkoholu podle
naroku 3 vyznacdujici se ) tlm, ~Ze mikroorganizmus je
alesponni jeden z mikroorganismi. vybrany ze skupiny obsahujlcr
mikroorganizmy patfici k druhu 4 Morganella morganll,

Microbacterium arborescens, Sphingobacterium multlvorum4
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Nocardioides simplex, Mucor ambiguus, Mucor javanicus, Mucor
fragilis, Absidia lichtheimi, Aspergillus awamori, Aspergillus
niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus candidus, Aspergillus
oryzae var. oryzae, Aspergillus foetidus var. acidus,%
Penicillium oxalicum, Grifola frondosa, Eurotium repens,?
Ganoderma lucidum, Hypocrea gelatinosa, Helicos'tylum;
nigricans, Verticillium fungicola var. fungicola, Fusariu’mﬁf
roseum, Tritirachium oxyzae, Mortierella -=isabellina,§
Armillariella mellea, Cylindrocarpon sclerotigenum, Klebsiellaf
pneumoniae, Aureobacterium eét.éraromaticum, Xanthomonas sp.,%

o . : !
Pseudomonas putida, Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium

1
i
t

diernhoferi, Mycobacteri_z:m’ . vaccae, Mycobacterium  phlei,,

Mycobacterium fortuitum, v Mycobacterium cthrophenblicum,f |

: , : o
Sporobolomyces salmonicolor,  Sporobolomyces coralliformis,,

Sporidiobolus johnsonii,  Rhodococcus erythropolis a

Rhodococcus rhodochrous.

5. ZplUsob vyroby optiCky aktivniho B-aminoalkoholu podle
ndroku 1 vyzna&ujici se tim, Ze mikroorganizmus Jje
alesponl jeden 2z mikr’oorga'ni.smﬁ‘_. vybrany ze skupiny obsahujici
mikroorganizmy rodu AIHycolétopsi's, rodu Coprinus,  rodu
Serratia, rodu Rhodocooccus a rvc‘>du_ Rhodotorula, a Opticky§
aktivni B-aminoalkohol . 'dbecr{ého vzorce (II) Jje (1R,2R)'—;

v

aminoalkohol.

6. Zpusob vyroby opticky aktivniho p-aminoalkoholu podle
ndroku 3 vyznadujici se tim, Ze mikroorganizmus je
alesponn jeden z mikroorg,anismﬁ vybrany ze skupiny obsahujici
mikroorganizmy patfici - k druhu Amycolatopsis  alba,
Amycolatopsis azurea, Amycolétopsis col_oradensis,:

Amycolatopsis orientalis  lurida, Amycolatopsis orientalis

I




B T

L J L 2N L d .: L L . L 2N
LR 3 L4 [ ] [ ] L [ [
[ 2 oes o * [ o e @ . »
L J L] L [ [ ]
sene oe o8e *e o sebe
49
orientalis, Coprinus rhizophorus, Serratia - marcescens,'
Rhodococcus erythropolis, Rhodococcus rhodochrous = a

Rhodotorula aurantiaca. , } . o
7. Zplsob vyroby opticky aktivniho B—aminoalkoholu podle:
kteréhokoliv z ndrokia 1 aZ 6 vy'znac':uj ici se tim, Ze

mikroorganizmus se. kultivujeA v_médiu, do kterého byl pfidén

induktor aktivity obecného_vZofce“(III): ;

R - | |
R4/Y\/N\ ; (m), | .
R .

R® predstavuje niZzsi alkylov6U'skupinu, ‘ , ;

R5 a R6 jsou shodné nebo.odiiéﬁé, a predstavuji at@m vodiku,,

|

nizsi alkylovou skupinu nebo acylovou skupinu, a

Y pfedstavuje skupinu c=0 nebQESkupinu CH-OH.
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