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Przedmiotem wynalazku jest sposéb wydziela-
nia D-fenyloglicyny z mieszaniny racemicznej N-
-acylo-DL-fenyloglicyny, metoda enzymatyczna.

D-fenyloglicyna jest waznym poélproduktem w
syntezie niektérych po6isyntetycznych penicylin i
cefalosporyn. Aminokwas ten otfrzymuje si¢ prazez
wydzielanie go z racematu DL-fenyloglicyny. Ra-
cemat uzyskuje sig¢ syntetycznie przez dziatanie
amoniaku na kwas fenyloglioksalowy (J. Am. Soc.
42.2264) lub bromofenylooctowy (J. Biol. Chem.
18, 47) badz tez z aldehydu benzoesowego metoda
Streckera (Antibiotyki, 9.875).

Dotychczas opisane metody wydzielania D-fe-
nyloglicyny mozna podzieli€é na dwie grupy: che-
miczne i enzymatyczne.

Metody chemiczne polegaja na frakcjonowanej
krystalizacji soli D-fenyloglicyny z odpowiednim
kwasem.

Najeczesciej sa to polaczenia z kwasem D-kam-
fosulfonowym lub abietylowym (J. Am. Chem.
Soc. 42, 2266, opisy patentowe Japonii Nr 73.78.137,
76.79.036, 74.76.703, opisy patentowe RFN Nr
2710 504, 2655624, opisy patentowe Wielkiej Bry-
tanii Nr 1314739 i 1455 710).

Wedbug innych metod rozdziatu racematu do-
konuje si¢ za pomoca odpowiednich kwaséw ary-
losulfonowych (opisy patentowe Japonii Nr
76.95.038, 77.100.441, 77.100.440, 77.87.140, 77.87.187,
opis patentowy Francji Nr 2226376, opis paten-
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towy St. Zjedn. Am. Nr 3933902), kwasu wino-
wego (opisy patentowe RFIN Nr 2163 033 i 2 227 011,
opisy patentowe Japonii Nr 73.29.715) lub niekt6-
rych kwaséw nieorganicznych (opisy patentowe Ja-
ponii Nr 72.25.147, 73.14.645).

‘W metodach enzymatycznych wykorzystuje sie
stereospecyficznoéé niektérych enzyméw wobec po-
chodnych L-izomeréw. W oparciu o opis patento-
wy RFN Nr 2621 076, D-fenyloglicyne otrzymano z
DL-hydantoiny za pomocg hydrolazy hydropirymi-
dynowej. Jednak najczeSciej sa stosowane enzy-
my, kitbre specyficznie hydrolizujg pochodne L-fe-
nyloglicyny. Tak np. wykorzystujac leucyloamino-
peptydaze z Pseudomonas i nerki wieprzowej roz-
dzielono amid DL-fenyloglicyny na oba enancjo-
mery (opisy patentowe RFN Nr 2526 594, 2 700 456).

Do rozkladu enzymatycznego wykorzystuje sie
takze drobnoustroje swoiScie hydrolizujagce N-acylo_
we pochodne L-fenyloglicyny. Stosujgc np. komor-
ki Azotobacter i Pseudomonas, z N-chloroacetylo-
-DL-fenyloglicyny i N-benzoilo-DLL-fenyloglicyny
wydzielono odpowiednie antypody (opisy patentowe
Japonii Nr 70.08.634, 70.08.635, 74.50.191, 74.80.290).
Wedlug opisu patentowego RFN Nr 2344060 do
rozdzialu enancjomeréw, miedzy irinymi N-acetylo-
-DL-fenyloglicynianu amonu, stosuje si¢ acylaze z
dowolnego mikroorganizmu (nie wyszczegdlniono
konkretnego szczepu).

Wedlug opisu patentowego Wielkiej Brytanii Nr
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1369 462 rozdzialu racematu dokonuje sie za.po-

moca amidazy penicylinowej zawartej w komér-
kach E. coli szczepu Nr 883.418, swoiscie hydroli-
zujacej niektére N-acylowe pochodne L-fenylogli-
cyny takie jak: N-fenyloacetylo-, 2-furyloacetylo-,
n-propoksyacetylo-2, 2-tionylo-, n-heksanoilo- lub
n-heksenoiloglicyne. Rozklad enzymatyczny pro-
wadzi sie albo za pomocg komérek bakteryjnych
albo tez enzymem - immobilizowanym. Wiadomo
przy tym, Ze zastosowanie calych komérek bakte-
ryjnych pozwala tylko na jednorazowe uzycie bio-
masy, znacamie podnosi koszty metody, a otrzy-
mane produltty czesto sa zanieczyszczone wysoko-
czgsbeczkowymi substancjami, dajacymi odczyny
alergiczne. Z powyzszych wegledéw znacznie ko-
rzystniejsze jest stosowanie enzymu immobilizo-
wanego.

Wedlug wyzej cytowanego opisu patentowego
Wielkiej Brytanii immobilizowany enzym otrzy-
muje si¢ z homogenatu bakteryjnego, ktéry pod-
daje sie odwirowaniu, a z supernatantu wytraca
enzyin za pamocg siarczanu amonowego. Osad roz-
puszcza si¢ nastepnie w wodzie, dializuje i lio-
filizuje. Tak oczyszczony enzym osadza sig za po-
$rednictwem glutaraldehydu na noéniku z odpo-
wiednio spreparowanej celulozy.

Celemm wynalazku bylo opracowanie sposobu
wydzielania D-fenyloglicyny z mieszaniny race-
micznej, przy uzyciu preparatu enzymatycznego
nadajgcego si¢ do wielokroinego stosowania i po-
siadajgcego zwigkszong odpormo$é na ogrzewanie
i przechowywanie, a takie nie zanieczyszczajacego
produktéw reakcji.

Sposéb wedilug wynalazku polega na tym, ze
N-acylowg pochodng DL-~fenyloglicyny poddaje
si¢ dzialaniu enzymu specytficznie hydrolizujgcego
N-acylo-L-fenyloglicyne, wyodrebnia sie¢ ze Srodo-
wiska pohydrolitycznego L-fenyloglicyne i nastep-
nie deacyluje sie pozostalya w tym s$rodowisku N-
-acylo-D-fenyloglicyne do D-fenyloglicyny.

Wedlug wynalazku stosuje sie enzym wyodreb--

niony w okre§lonych warunkach z homogenatu
bakteryjnego i immohilizowany na anionicie o roz-
winietej powierzchni sorbcyjnej, korzystnie na
DEAE-celulozie.

Jako Zrédio enzymu asymetrycznie rozkiadajace-
g0 Nsacylowe pochodne DL-fenyloglicyny stosu-
je siq mase bakteryjng, otrzymana z nastepuja-
cych radzajéw hakterii: Nocardia, Mycobacterium,
Mycocaccus, Brevibacoterium, Erwinia, Pseudomo-
nas, Pectobacterium, Providencia, Micrococcus.

Smsﬂme kewzystne -efekty uzyskuje siq przy
zastmqwanﬁx enzymu wybtwarzanego przez SZCzep
Micracoccus agilis CCM 2131,

Jako N-acylowe pochodne DL-fenyloglicyny mo-
zna stopowaé takie pochodne jak N-acetybows, N-
-butyrylows, N-chloromcetylows, N-fluoroacetylo-
wa, pray exym najkarzystndej stosuje si¢ pochodng
N-acetylowa, ze wzgledu na prostote jej ofrzymy-
wania, mozliwos¢ prowedzenia: enzymatycznej hy-
drolizy roztworéw wodnych na kolummie z immo-
bilizowanym enzymem i latwoéé rozdzialu pro-
duktédw enzymatycznego rozkladu. Dla zwigksze-
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nia rozpuszczalnoscl w wodzie zwigzki te stosuje
sie w postaci soli sodowyich.

Sposobem wedlug wynalazku enzym specyficz-
nie hydrolizujacy N-acylo-L-fenyloglicyne otrzy-
muje siq przez zawijeszenie homogenatu bakteryj-
nego w stabo zalkalizowanym buforze fosforano-
wym, korzystnie o pH = 8, odwirowanie i wy-
tracenie z supernatantu enzymu. Enzym wytraca
si¢ w temperaturze obnizonej do okolo 1—4°C za
potmocy acetonu uzytego w stosunku objetoscio-
Nastgpnie osad odwirowuje sie
i suszy strumieniem zimnego powietrza.

Uzyskany proszek acetonowy, w celu immobi-
lizacji enzymu rozpuszcza sie w stabo alkalicz-
nym buforze fosforanowym o pH = 7—88 i w
temperaturze pokojowej miesza sie otrzymany
roztwér z sorbentem w postaci anionitu o silnie
rozwinigtej powierzchni sorpcyjnej, korzystnie z
DEAE-celuloza uprzednio zréwnowazong buforem
fosforanowym réwmniez do pH = 7—8,8. Nastepuje
trwale zwigzanie enzymu z nosnikiem, przy czym
jego pierwotna aktywno$é nie ulega spadkowi.

Tak otrzymany immobilizowany staly preparat
enzymatyczny po odsgczeniu i przemyciu do za-
niku biatka w przesaczu, stosuje sie do specyficz-
nej hydrolizy enzymatycznej wodnego roztworu so-
li N-acylo-DL-fenyloglicyny i dokonuje sie roz-
dzialu enancjomeré4w w znany sposéb.

Hydrolize mozna prowadzié w ukladzie stacjo-
narnym, lecz szczegblnie dogodnym jest stosowa-
nie kolumny upakowanej immobilizowanym enzy-
mem, ktéra moina uiywaé do ciaglego rozkiadu
wodnych roztworéw N-acylowych pochodnych fe-
nyloglicyny. Stopiefi hydrolizy substratu reguluje
si¢ szybkodcia przeptywu uzytego roztworu oraz
temperaturg, ktéra utrzytnuje sie na poziomie 20—
—67°C. W eluacie produkty rozkladu oznacza sie
dwoma metodami: kolorymetryczng z zastosowa-
niem ninhydryny (Arch. Biochem. Biophys. 67.
10—15) i polarymetryczng przez oznaczenie skre-.
calnosci optycznej N-acetylo-D-fenyloglicyny.

Produkt hydrolizy enzymatycznej w postaci elu-

atu zawiera niezmnieniong N-acetylo-D-fenyloglicy-
ne oraz L-fenyloglicyne. W celu wyodrebnienia L-
-fenyloglicyny eluat zageszcza sie i doprowadza
do punktu izoelektrycznego (pH = 5,6). Wytraco-
ny osad L-fenyloglicyny odsgcza sie, a przesacz
zawterajacy N-acetylo-D-fenyloglicyne zakwasza
do pH ponizej 3. Wytracong w tych warunkach
pochodna acylowa D-fenyloglicyny deacyluje sie
w znany sposéb za pomocg kwasu solnego do D-
-fenyloglicyny. Poniewaz w wyniku wyzej opisa-'
nego postepowania nie cala ilo§é acylowanej po-
chodnej D-fenyloglicyny ulega wyfiraceniu, pozo-
stalg jej, ilosé, obecng jeszcze w przesgczu eks-
trahuje sie z roztworu octanem etylu. Ekstrakt -
po -odpedeeniu rozpuszczalnika laczy 'sie z wytrg-
cony N-acylo-D-fenyleglicyng i poddaJe hydroli-
zie.
. Uzydhnq w hrakc.ise procesu L-fenyloglicyne ra-
cemizuje siq w znany sposéb do DL-fenyloglicyny
i preeprowadza w pochodna acylowa, po czym za-
wrace: do abiegu. g

Sposéb wedg wynalazku wykamae szerq 28~
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let w poréwnaniu z metodami dotychczasowymi.
Enzym wyodrebniony z homogenatu bakteryjnego
przez wytracenie acetonem stanowi proszek, ktéry
mozna przechowywaé¢ w suchym miejscu przez
okres co najmniej kilkku miesiecy bez utraty ak-
tywnosci enzymatycznej. Pramzek ten rozpuszcza
sie w rozcieficzonym buforze, korzystnie w 0,01
M buforze fosforanu potasu o wartoéci pH = 8,0
a nastepnie wigze na odpowiednim aniondicie, ko-
rzystnie na DEAE-celulozie. Zwigzanie enzymu z
nosnikiem nastepuje bezposrednio, bez koniecz-
nosci stosowania substancji ,,pomocniczej”’ jak np.
glutaraldehydu (jak to podano w w/w patencie
Wielkiej Brytanii). Jako no$nik moina stosowaé
bezpoérednio DEAE-~celuloze, bez konieczno$ci spe-
cjalnego preparowania jej.

Sposéb wedlhug wynalazku jest objasniony na-
stepujacym przykladem. '

Przyklad. Przygotowanie biomasy.

Saczep Mieroecoccus agilis CCM 2131' hoduje sie
na podioiu kompleksowym o skladzie: Bacto pep-
ton — 1%, hydrolizat lkezeiny 0,2, wycigg z droz-
dzy — 0,2%, chlorek sodowy — 0,6% w wodzie
destylowanej. Roztwér doprowadza sie do pH
7,2—1,4 za pomocg 6N NaOH. Material posiewowy
mozna otrzymaé przez wysianie zliofilizoawanych
komérek na skosy agarowe, ktére inkubuje sie w
temperaturze 28°C przez 24 godziny. Dim uzyska-
nia biomasy szczepi sie 150 ml wymientomego po-
dioza 15 ml inokulum i wyirzasa na wyirzgsaree
poziomej przez 36 godzin w temperaturze 28°C.
Ofrzymang biomase odwirowuje sie i przemywa
dwukrotnie 0,9%/e roztworem chlorku sodowego.

Przygotowanie immeobilizowanego enzymu. )

Jedng cze$¢ biomasy uzyskanej jak wyzej za-

wiesza sie w trzech czeSciach 0,00M buforu fosfo-
ranowego o pH = 8,0 i homogenizuje sie w de-
zintegratorze Brauna. Homogenat odwirowuje sie
przy wzglednej sile odsrodkowej wiekszej 10900
razy od przyspieszenia ziemskiego przez 15 minut.
Do supemnatantu w temperaturze 3°C wkrapla sie
réwng objeto§¢ acetonu, ochlodzonego do
—10°C. Powstaly osad usuwa sie przez
wirowanie, a z wuzyskanego supematantu wy-
dziela sie preparat enzymatyczny przez wkro-
plenie jednej objetosci zimnego acetonu. Odwiro-
wany osad suszy sie strumieniem zimnego powie-
trza uzyskujac proszek acetonowy posiadajgcy
93% aktywnosci wyjsciowego supernatantu i 2,5
razy wyzszg aktywnosé swoistq (2,5 mg proszku
zawiera 1 mg bialtka i w pH 8,0 rozklada w ciagu
1 minuty 0,5 mikromoli N-acetylo-L-fenyloglicy-
ny). Nastepnie proszek acetonowy rozpuszcza sie
w 0,01 M buforze fosforanowym o pH = 80 w
ilosci 125 mg na 10 ml. Uzyskany roztwér miesza
-sie¢ w temperaturze pokojowej przez 2 godziny z
2,5 ml DE-52 celulozg (firmy Whatman) zréwno-
wazonej uprzednio buforem fosforanowym o pH =
= 8,0.

Nierozpuszczalny preparat odsgcza sie na lejku
Blichnera i przemywa 0,01 M buforem fosforano-
wym o pH = 8,0, az do zaniku biatka w przesg-
czu. Uzyskany w tem sposéb immebilizowany en-
zym przy pH = 8,0 rozklada 7 mikromoli N-ace-
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tylo-L-fenyloglicyny w przeliczeniu na minute i
na 1 ml preparatu.

Hydroliza N-acetylo-DL-fenyloglicyhy.

Przez kolumne (0,4X1,9 cm) upakowang immo-
bilizowanym enzymem pozepuszcza si¢ w tempe-
raturze 37°C z szybkoécig 12 ml na godzing 0,056 M
wodny roztwér soli sodowej N-acetylo-DL-feny-
loglicyny, wyskanej jak podano wytej o pi = 8,0
z dodatkiem 1 milimola CoCl,/1000 ml. Zbiera sig
dobowe porcje eluatu, w ktérych oznacza sig¢ me-
todq ninhydrynowg powstajacq L-fenyloglicyne i
polarymetrycznie, pozostala N-acetylo-D-fenylogli-
cyne. Wplyw czasu pracy kolumny z immobilizo-
wanym enzymem na hydroliz¢ roaztworu 0,05 M
N-acetylo-DL-fenyloglicyny ilustruje wykres przed-
stawiony na zmigczonym rysunku.

Do oznaczenda polarymetrycznego pobiera sig 3
ml eluatu, ktéry zakwasza sie 5 N HC} do pH =
= 1,0 i trzykrotnie ekstrahuje po 5 ml octanem
etylu. Polaczone ekstrakiy suscy sie Na;SO, (bez-
wodnym). Na 13 ml ekstraktu nalezy uiyé 320 mg
bezwodnego NaxSO4. W przesgczu stezenie zawar-
tej N-acetylo-D-~fenyloglicyny mierzy sie preez
pomiar shrecalnoéci przy 376 nm. Dla czystej N-
-acetylo-D-fenyloglicyny rozpuszczonej w octanie
etylu wyznacza sie ﬁa/,’.,, = —428. Uzyskuje sie
zaleznoé¢ lniowg pomiedzy steieniem N-acetylo-
-D-fenyloglicyny w octanie etylu, a skrecalnoscig.
Rozdziat produktéw hydrolizy enzymatycznej.

Porcje eluatu (700 ml) powstatego przez hydro-
lize N-acetylo-DL-fenyloglicyny, zageszcza sie¢ w
temperaturze 40°C w wyparce pod zmniejszonym
ci$nieniem do 1/5 objetoéci wyjsciowej. Nastepnie
PH roztworu doprowadza sie do 5,6 za pomocg 5
N HCl, a powstalq zawiesine pozostawia sie w
temperaturze 4°C na noc. Krystaliczny osad od-
sacza sie i przemywa niewielky iloSciag wody. Po
wysuszeniu w eksykatorze nad bezwodnym CaCl,
odzyskuje sie 1,5 g preparatu o skrecalnosci
lal Bg= 286/C=1. 25 N HCl). Preparat ten jest
chromatograficznie identyczny z L-fenyloglicyna.
Powstaly przesacz zakwasza sie do pH = 1,0 i po-
zostawia na noc w temperaturze 4°C. Osad od-
sgcza sie na lejku Biichnera i suszy w eksykato-
rze prézniowym. Uzyskuje sie 1,96 g preparatu,
ktéry posiada /a/ 3y = —431/c=1, etanol/. Prepa-
rat ten zidentyfikowano jako N-acetylo-D-fenylo-
glicyne. Dodatkowg porcje (500 mg) tego acetylo-
wanego aminokwasu uzyskuje sie z prazesgczu
przez ekstrakcje octanem etylu.

Otrzymywanie D-fenyloglicyny.

849 mg (4,39 mMola) acetylo-D-fenyloglicyny za-
wiesza sie w 10,6 ml 25 N HCl (26,4 mMola)
i gotuje pod chiodnicg zwrotng przez 14 godzin.
Nastepnie roztwlr zageszcza sie¢ pod zmniejszo-
nym ci$nieniem, a uzyskany suchy osad zawiesza
sie w HyO i doprowadza do pH = 5,6. Zawiesi-
ne pozostawia sie na.noc w temperaturze 4°C
i wytrgcony krystaliczny osad gdsgcza na lejku
Biichnera, przemywa niewielkg ilocig zimnej wo-
dy i suszy w eksykatorze nad bezwodnym CaCl,
i NaOH. Ofrzymuje sie preparat o skrecalnosci
—28T/c=1, 2,5 N HCl/ zidentytikowa-
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ny chromatograficznie jako D-fenyloglicyna.
Racemizacja L-fenyloglicyny.
500 mg L-fenyloglicyny zawiesza si¢ w 6 ml
80% kwasu octowego i gotuje pod chiodnica

zwrotng przez 12 godzin. Po ochlodzeniu lodem °

osad odsgcza sie i po przemyciu niewielka iloScig
wody suszy sie w suszarce w 40°C. Wydajnosé
preparacji 450 mg. Uzyskang DL-fenyloglicyne
identyfikuje sie nastepujgcymi sposobami: polary-
metrycznie, /al §ig = O/c=i, 2,5 N HCU, spektro-
fotometrycznie w zaknesie od 200—400 nm i chro-
matograficznie. 3 milimole uzyskanej mieszaniny
racemicznej fenyloglicyny rozpuszeza sie w 2 ml
2 N wodorotlenku sodowego, ochlodzonego lo-
dem i do tak uzyskanego roztworu stale mie-
szanego, wkrapla sie 4,5 milimola bezwodnika
octowego, utrzymujasc pH okoto 9,0 przez rbéw-
noczesne wkraplanie 2 N wodorotlenku sodowe-
go.

Nastepnie roztwor miesza si¢ przez godzing i do-
prowadza do pH = 1,0 za pomocag 2 N kwasu
solnego. Po calonocnym staniu w lodbéwce, osad
odsacza sie i przemywa niewielka iloscia zakwa-
szonej wody, a nastepnie suszy w eksykatorze
prézniowym. Uzyskuje sie 2,7 milimola N-acetylo-
-DL-fenyloglicyny. Z prébki soli sodowej tej sub-
stancji immobilizowany enzym uwalnia najwyzej
50% fenyloglicyny.

Zastrzezenia patentowe

1. Spos6b wydzielania D-fenyloglicyny z mie-
szaniny racemicznej N-acylo-DL-fenyloglicyny me-
todg enzymatyczna, przez dzialanie na wodny roz-
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twér racematu dimmobilizowanym enzymem spe-
cyficznie hydrolizujacym N-acylo-L-fenyloglicyne,
kolejne wyodrebnianie ze Srodowiska pohydroli-
tycznego L-fenyloglicyny i nastepne deacylowa-
nie pozostalej w tym Srodowisku N-acylo-D-feny-
loglicyny do D-fenyloglicyny, znamienny tym, zs
do specyficznej hydrolizy racematu stosuje sie
immobilizowany enzym otfrzymany z homogenatu
bakteryjnego w buforze fosforanowym, odwiro-
wanie i wytrgcenie z supernatantu za pomocag
acetonu, osadu zawierajacego enzym, immobilizo-
wanie enzymu przez rozpuszczenie osadu w slabo
alkalicznym buforze fosforanowym o pH = 7—8,8
i zmieszanie otfrzymanego roztworu z sorbentem
w postaci anionitu o silnie rozwinietej powierz-
chni sorpcyjnej, korzystnie z DEAE-celulozg.

2. Spos6b wediug zastrz. 1, znamienny tym, ze
jako N-acylowa pochodng DL-fenyloglicyny sto-
suje sie N-acetylo-DL-fenyloglicyne.

8. Sposéb wedlug zastrz. 1, znamienny {ym,
ze N-acylowg pochodng DL-fenyloglicyny stosuje
sie w postaci wodnego roztworu jej soli sodo-
wej.

4, Spos6b wedlug =zastrz. 1, znamienny tym,
ze specyficzng hydrolize racematu prowadzi sie
na kolumnie upakowanej immobilizowanym en-
zZymem.

5. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym,
ze L-fenyloglicyne otrzymang jako produkt hy-
drolizy poddaje sie¢ racemizacji, przeprowadza w
pochodng acylowa i zawraca do obiegu.

6. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym,
ze stosuje sie enzym wytwarzany przez szczep
Micrococcus agilis CCM 2131.
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«-- stezenie fenylogticyny'
«» stezenie N-acetylo-D - fenyloglicyny

DN-3, zam. 488/82
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