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CZ 280422 B6
Zpusob vyroby opticky aktivnich S-kyanhydrinu

Oblast techniky

Vynalez se tyka zpusobu vyroby opticky aktivnich S-kyan-
hydrini reakci aldehydi s kyselinou kyanovodikovou pfi pouziti
enzymi. Zejména jde o zlepsSeny zpusob vyroby opticky aktivnich
S-kyanhydrina, které se uzivaji jako meziprodukty p¥i vyrobé zna-
mych pyrethroidnich insekticidd, postup spo¢ivd v reakci aldehydu
s kyselinou kyanovodikovou v pritomnosti enzymu S-oxynitrilazy.

Dosavadni stav techniky

Zpuisob, pri némZ se uvadéji do reakce aldehydy s kyselinou
kyanovodikovou v pritomnosti enzymu oxynitrildzy v diisopropyl-
etheru jako rozpoustédla k ziskani opticky aktivnich kyanhydrinua,
je znam napriklad z US patentového spisu €. 4 859 784 (Effenber-
ger a dalsi). Postupuje se tak, 2Ze se reakce provadi s enzymem
vV imobilizované formé, napfiklad s enzymem, vazanym na povrch
sklenénych kulic¢ek, na iontoménicovou pryskyrici nebo na &astice
celulosy ve formé suspenze, kterou je nejprve nutno zfiltrovat
pred izolaci vysledného produktu. I kdyZ je tento postup uc¢inny,
dchazi pri ném pouze k jedinému styku reakénich slozek s imobili-
zovanym enzymem a reakce trvd 5 aZ 6 dnl do Uplného ukonéeni.
Podobné ve zverejnéné australské patentové prihlasce &. 38104/89
(Kula a dals$i), se popisuje postup, pfi némz se uziva enzymu
S-oxynitrilazy ze Sorghum bicolor. V jednom z provedeni tohoto
postupu se k imobilizaci uZiva &astic akrylového polymeru kulovi-

tého tvaru, jde o béZné dodavany material EupergitR C (Rohm,
Darmstadt), tento materidl je uveden do suspenze v reakénim pro-
stredi nebo se plni do sloupce. Vidy se vSak uZiva ve vodném sys-
tému, aby nedos$lo kK naruseni materialu riznymi organickymi roz-
poustédly. Mimoto je pri tomto postupu p¥i pouziti vazaného enzy-
mu moZno dosdhnout vytézZku pfibliZné 85 % hmot. avsak pouze az po
kontinualni reakci, trvajici 3 dny pri pouziti 4-hydroxybenzalde-
hydu jako vychoziho aldehydu. Podobné postupy jsou popsany v US
patentovém spisu ¢. 5 008 192, (Neidermeyer), v evropském paten-
tovém spisu ¢. 326 063, v US patentovém spisu &. 3 862 030 a DOS
3 823 864 A-1, které odpovidaji shora uvedenym US a australskym
spisum.

V kazdém ze shora uvedenych patentovych spisi se uvadi "reak-
tor, v némZz se uZivd enzymu, opatfeny membranou". AvsSak pri pro-
studovani odpovidajici technické 1literatury, napriklad publikaci
"Engineering Aspects of Enzyme Engineering", a zejména uvedené
literatury 16 a 17, to 2znamena Kragl a dals$i, Ann. N. Y. Aca.
Sci., 613, str. 167 aZ 175, 1990 a Vasic-Racki a dalsi, Appl.
Microbiol. Biotechnol., 31, str. 215 aZ 222, 1989 je zrejmé, zZe
tento reaktor je v podstaté pouze radou nadob, oddélenych od sebe
filtra¢nimi membranami, které brani fyzikalné pruchodu enzymu. To
znamena, Ze Vv tomto typu reaktoru se reakce provadi v roztoku,
obsahujicim dispergovany enzym, s nimZ se reakéni slozky dostava-
ji do styku pomoci difuse.

Pouziti reaktoru s polymernimi membranami, na néz jsou vaza-
ny enzymy, Jje obecné znamo z US patentovych spistd &. 4 102 746
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a 4 169 014 (oba Bruce S. Goldberg). Podobny reaktor je popsan
také v publikaci "A Novel Immobilized Enzyme Reactor Systen",
Bruce S. Goldberg, 27th Annual Spring Symposium Session on
Non-Conventional Reactor Systems, AICHE, East Brunswick, N. J.,
10. kvétna 1984, kde jsou uvedeny podrobnosti, tykajici se reak-
toru ze shora uvedenych US patentovych spisu.

Vynadlez si klade za Ukol navrhnout novy postup pro vyrobu
opticky aktivnich kyanhydrinu bez nevyhod shora uvedenych postupu

Podstata vynalezu

Bylo 2zjisténo, Ze Jje moZno 2zkratit dobu reakce a zlepsit
reakéni podminky pri jinak znamém zplsobu vyroby opticky aktiv-
nich S-kyanhydrina reakci aldehydd s kyselinou kyanovodikovou
v pritomnosti katalytického enzymu S-oxynitrilazy a rozpoustédla
v pripadé, Ze se roztok aldehydu a kyseliny necha prochazet
chemicky aktivovanou porézni membrdnou, na niZz je enzym S-oXxy-
nitrilaza chemicky vazan.

Pri reakci, nekatalyzované Zadnym zpusobem by po reakci byly
pritomny enanciomerni formy S- a R- kyanhydrinu ve stejném mnoz-
stvi, to znamend v poméru 50 : 50. Vynalez si klade za ukol zvy-
$it pomér S-isomeru Kk R-isomeru spravnou volbou katalyzatoru
a reakénich podminek. Mimoto by pfi provadéni zpusobu podle vyna-
lezu nemélo dojit pouze ke zvyseni selektivity postupu tak, aby
bylo ziskano co nejvét$i mnoZstvi S-isomeru, ale mélo by dochazet
také k vysoké preméné na vysledny produkt v co nejkratsi dobé.
Dale by bylo velmi vhodné, aby tohoto cile bylo dosazeno bez nut-
nosti fyzikalniho oddéleni enzymu 2z vysledného produktu.

Podstatu vynalezu tvori zplusob vyroby opticky aktivnich
S-kyanhydridQ reakci aldehydu s kyselinou kyanovodikovou, pri niz
se uvadi do styku organické rozpoustedlo, obsahujici kyselinu
a aldehyd s enzymem S-oxynitrilazou, postup spoc¢iva v tom, 2Ze
enzym je chemicky vazan na nerozpustny komplexni materidl, tvore-
ny porézni membranou nebo vrstvami membran s alespon dvéma proti-
lehlymi povrchy s predem stanovenou tloustkou, jimiz prochazi
reakéni slozky, porézni membrana je tvorena polymernim pryskyric-
nym pojivem s jemné rozptylenymi ¢éasticemi pojiva a systémem
v podstaté propojenych péru, pricdemz tyto poéry jsou vytvoreny
mezi ¢asticemi pryskyriéného pojiva, mezi casticemi plniva
a pryskyriénym pojivem a mezi sousednimi ¢asticemi pojiva, cCasti-
ce dispergovaného plniva jsou v porézni membrané obsazeny VvV mnoz-
stvi alespon 25 % hmot. distribuce velikosti pérG se nehomogenné
méni v rozmezi uvedeného povrchu v celé tloustce materidlu v roz-
mezi 0,01 aZ 100 mikrometru, Ppri stanoveni vtladovanim rtuti
a porézni membrana jJe prostupnd pro kapalinu alespon jednim ze
svych povrchu.

Zpusob podle vynalezu pro vyrobu pozadovaného opticky aktiv-
niho kyanhydrinu se snadno provadi shora uvedenym zpusobem, to
znameni tak, Ze se roztok aldehydu a kyseliny kyanovodikové necha
prochazet presné definovanou porézni membranou, na niz je chemic-
ky vazan enzym, Do vsazkdach nebo kontinualné po urcité casoveé
obdobi s naslednou izolaci pozadovaného opticky aktivniho kyan-
hydrinu. Pri provadéni tohoto postupu bylo neocekadvané zjisténo,

I

e je moZno sniZit reakéni dobu na jeden den, zatimco dfive znamé
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postupy trvaly 6 nebo 7 dnG. Za dobu pouze jednoho dne je mozno
dosdhnout stejného a Vv nékterych pripadech vySsSiho celkového
vytéZku produktu a selektivity pro pozadovany S-isomer. Na druhé
strané je s vyhodou moZno celkovy vytéZek odpovidajicim zplisobem
i mnohonasobné zvysit v pripadé, Ze se postup provadi jako u zna-
mych postupl napriklad 6 aZz 7 dnu.

Je zadouci provadét reakci v organickém systému, v némz je
rozpustny ve vodé v podstaté nerozpustny aldehyd a také vysledny
kyanhydrin. Je moZno uZit malého mnoZstvi vodného pufru, az 1 %
hmot. vody, vztaZeno na celkovou hmotnost systému, avSak s vyho-
dou se uZije co nejmensiho mozZného mnoiZstvi vody, to znamena nej-
vySe 0,03 % hmot. To znamend, Ze systém v podstaté obsahuje orga-
nické rozpoustédlo s pripadnou primési vodného pufru, aldehyd,
kyselina a enzym, chemicky vazany na presné definovanou porézni
membranu tak, jak bude dale podrobnéji popséno.

Reakci je moZno provadét v Sirokém rozmezi teploty a pH. Je
mozZno pouZit napriklad teploty -6 aZ +30, s vyhodou 6 az 25 °C.
Hodnotu pH, ktera také neni kritickd je moZno Fidit pufrem,
napriklad octanem sodnym, citrdtem sodnym nebo fosforeé&nanem sod-
nym v rozmezi 3,5 aZ 7,5.

PouzZité aldehydy jsou aldehydy, které se k tomuto ucelu béz-
né uzivaji a které byly uvedeny napfiklad v US patentovém spisu
¢. 4 859 784, JjehoZ obsah byl jiZ podrobnéji uveden shora. Jde
o aldehydy, které je moZno vyjadrit obecnym vzorcem

]
C
7N\
R H
kde
R miZe znamenat nasyceny nebo nenasyceny alifaticky nebo aro-

maticky zbytek, popripadé substituovany riznymi substituen-
ty, obsahujicimi atomy halogenu, siry, dusiku nebo kysliku.

Aldehydy by mély byt ve vodé v podstaté nerozpustné
a s vyhodou by se mély rozpoustét v organickych rozpoustédlech.
K provadéni reakce jsou vyhodné zejména aldehydy s rozpustnosti
ve vodé niz$i nez 2,0 az 0,01 mg/ml, a 2zvl1asté méné ne3
0,1 mg/ml az do 0,01 mg/ml. Prikladem téchto ve vodé nerozpust-
nych aldehydi mohou byt aldehydy obecného vzorce
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kde
A znamend atom vodiku nebo fluoru a
B znamena atom vodiku, fluoru, chloru nebo bromu.

Z téchto sloucenin je zvlasté vyhodny zejména 3-fenoxybenzal-
dehyd.

Molarni pomér aldehydu ke kyseliné kyanovodikové se muze
pohybovat v rozmezi 1:1 aZ 1:100, s vyhodou 1:1 az 1:2.

Povaha pouzZitého organického rozpoustédla ma byt takova, aby
rozpoustédlo neovliviovalo nepfiznivé pouZitou membranu nebo pru-
béh reakce. Bylo zjisténo, 2Ze vyhodné je napfiklad pouzZiti
di-n-butyletheru, zatimco pri pouZiti diisopropyletheru, ktery je
uzivan pri postupu podle US patentového spisu ¢. 4 859 784 doslo
neodekavané k tomu, Ze postup v podstaté neprobihal poZadovanym
zpusobem.

Enzym S-oxynitrildza EC 4.1.2.11, Kktery se uZiva jako kata-
lyzator se bézZné doddva (Sigma Chemical Co.) nebo je moZno jej
izolovat z vyhonkl ¢iroku znadmym zpUsobem, napriklad podle publi-
kace Bove a dalsi, J. Biol. Chem., 226, 1, 207, 1961.

MnoZstvi enzymu jehoZ se uziva vzhledem k aldehydu je obvyk-
le 50 aZ 2 500, s vyhodou 500 aZ 750 jednotek enzymu na 1 g alde-
hydu. Enzym je s vyhodou chemicky vazan na porézni membranu tak,
Je se na tuto membranu pusobi napriklad vodnym roztokem polyethy-
leniminu s koncentraci 5 % hmot. a potom napriklad vodnym rozto-
kem glutaraldehydu s koncentraci 5 % hmot. a nakonec roztokem
enzymu S-oxynitriladzy ve vhodném pufru.

Enzym s vyhodou zlstava vazédn na membrdnu nékolik dnu takze
predstavuje stalejsi a trvalejsi systém, nez jakého se uziva
v prubéhu znamych postupl, soucasné Jje vyloucena nutnost zvlast-
niho stupné, Vv némZ se enzym oddéluje a ziskava zpét, tak jak
tomu je v postupech podle US patentovych spist ¢. 4 859 784
a 5 008 192.

Pouzité porézni membrany jsou popsany v US patentovém spisu
&. 4 102 746, kde jsou definovany materidly, které vazZou enzym,
povaha a postup pro jejich vyrobu a vazba a izolace enzymu pri
pouziti raznych materidlti. V zasadé Jsou tyto membrany ruzné
tloustky a/nebo s ruznym poctem vrstev tvoreny trojrozmérnym
polymernim pojivem typu pryskyfice, Vv némZ jsou jemné rozptyleny
¢astice plniva a soustavou vzajemne v podstaté propojenych péru,
jejichz rozmér se mizZe ménit Vv Sirokém rozmezi, s vyhodou od
0,01 do 100 mikrometru, pric¢emZ celkovy obsah pdérd v materialu je
priblizné 50 az 75 % a dispergovanée ¢astice plniva tvori alespon
25 % hmot., vztaZeno na celkovou hmotnost membrany.

Jednou z membran, které odpovidaji témto poZadavkum, je mem-

brana MpsR (FMC Corporation, Philadelphia, Pa, USA). Jde o mikro-
porézni membrany z polyvinylchloridu a oxidu kremic¢itého s obje-
mem péra 70 aZ 80 %. Prumér péru pri stanoveni metodou s vtlaco-
vanim rtuti je obvykle 0,2 aZ 2,0 mikrometru. Membrana je velmi
hydrofilni, mA negativni naboj, ktery je moZno zménit na kladny
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a jeji celkova plocha je 80 m?/g. Materidl neni stlac¢itelny za

béznych podminek a jeho hustota za sucha je nizka, 0,45 g/cm
Aktivni mista se nachazeji na oxidu kremic¢itém, ulozenem V poréz-
ni matrici, coZ dovoluje vazbu organickych funkcnlch skupin jako
v pripadé oxidu kremic¢itého. Tato membrana MPS m& vaznou schop-
nost pro DNA alespon 260 mikrogrami na cm’. Mimoto bylo zjisténo,
Ze tato membrana je stejné jako dalsi pouzltelne membrany prekva-
pivé stala v pritomnosti organickych rozpoustédel, i kdyZ byla
obvykle uZivana pouze ve vodném prostredi.

Polymery, které tvori pojivo, to znamend matrici membrany
mohou byt velmi ruzné. S vyhodou se uZiji termoplastické, bézné
dodavané pryskyrice, zejména polyvinylchlorid, PVC. Je v&ak moZno
uzit i dalsi materidly, jako polyethylen, plnény oxidem kremi&i-
tym nebo kopolymery PVC s malym mnoZstvim monoethylenovych mono-
meru, jako jsou naprlklad vinylacetat, vinylidenchlorid, propylen
a podobné. Matrice miZe byt vyrobena jesté 2z dalsich materialu,
napriklad z polytetrafluorethylenu PTFE, acetatu nebo triacetatu
celulosy, z polyamidu, napriklad nylonu a podobné. V pripadé, Ze
se uZije PTFE, je moZno uzit matrici, vytvorenou z fibril, napri-
klad podle US patentovych spisi 4 152 661 a 4 373 519, napriklad
s uloZenYmi hydrofilnimi absorpénimi casticemi. Obecné je tedy
moZno uzit jakoukoliv termoplastickou pryskyrici, ktera je snadno
zmékcena rozpoustédlem nebo je sintrovatelna pusobenim tepla nebo
tlaku nebo kterou je moZno snadno zpracovat na poZadovany tvar
a ktera je chemicky a fyzikdlné stalad za podminek, pri nichz se
postup provadi.

Jako plniva, s vyhodou v c¢éasticové formé, je moZno uZit
anorganické materialy, napriklad shora wuvedeny oxid kfemi&ity
nebo slouceniny hliniku, napriklad oxid nebo hydroxid hlinity
nebo organické materialy, napriklad polysacharidy, vcéetné aktivo-
vanych celulosovych derivati. Neaktivovana celulosa byla na druhé
strané v kombinaci s PVC zcela nevhodna.

Vyslednou membranu je moZno aktivovat nékterym ze znamych
zpusobu tak, aby dos$lo k prostredku, ktery miZe =zajistit vazbu
mezi membranou a enzymem, zvlasté mezi cdsticemi plniva a enzymy.
MaZze Jjit o vazbu chemickou adsorpci, o kovalentni vazbu nebo
o zesiténi. Funkénimi skupinami, Kkteré mohou byt na membranu
vazany Jjsou zejména jakékoliv volné aminoskupiny, karboxylové
skupiny, isonitrilové, aldehydové nebo ketonové skupiny, které
budou vazat enzym S-oxynitrildzy na plnivo membrany. Vyhodnou
latkou Jje polyethylenimin, ktery bude chemicky adsorbovan na
plnivo, napriklad v kombinaci s glutaraldehydem, na Kktery se
potom bude vazat enzym.

Jak bylo uvedeno v US patentovém spisu ¢. 4 102 746, je moz-
no membranu, vhodnou pro pouziti p¥i provadéni zplsobu podle
vynalezu snadno pripravit tak, Ze se smisi vhodné mnoZstvi jemné
rozptylené polymerni pryskyrice, Jjemné rozptyleného organického
plniva, rozpoustédla, napriklad cyklohexanonu a 1latky, které
reakéni slozky nerozpousti, napriklad vody pri nizkém strihovém
namahani za vzniku stdlého, vlhkého, jemné sypného prasku. Smés
je potom moZno vytlac¢it a kalandrovat, s vyhodou na v podstaté
plochou strukturu nebo na félii s pozZadovanymi rozméry, ziskany
material je potom moZno nechat projit vodnou lazni k odstranéni
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rozpoustédla a potom peci pri vy$sSi teploté za pristupu vzduchu
k odstranéni vody. Timto zpisobem se ziskd mikroporézni, rozméro-
vé stala, polotuhd, nerozpustnd, pro Kapalinu permeabilni membra-
na, na niZz Jje potom moZno nékterym ze shora uvedenych zpusobu
vazat enzyn.

V jednom 2z vyhodnych provedeni je moZno zadkladni, chemicky
jesté neaktivovanou membranu pripravit nasledujicim zpusobem:
Félie porézniho materidlu se pripravi tak, Ze se nejprve za sucha

smisi 9,07 kg polyvinylchloridu ConocoR 5385 s velikosti &astic,
kterd projde sitem s primérem ok 180 mikrometra a 18,14 kg Hi

si1R 233, vysrazeného hydratovaného oxidu kf¥emiéitého pribliZné
na 3 minuty v misicim zafizeni s nizkym strihovym namahdnim pro
miseni kapalin a pevnych latek (Patterson Kelley). Potom se za
stalého michani v prubéhu 20 minut p¥idd pomoci cerpadla 24,8 kg
rozpoustédla, napriklad cyklohexanonu. Potom se k michané smési
v pribéhu nasledujicich 20 minut prida jesté 26,8 kg vody, ¢imZ
se ziska vlhky, staly, volné sypny prasek. Tento prasek se potom
vlozi do vytladovaciho zarizeni, opatfeného Sroubem, s teplotou
pribliZné 48,9 °C a vytlaceny materidl se nechd projit mezi valci
kalandru, ¢&imZz se ziskd v podstate plochd félie s tloustkou
0,5 mm. Tato félie se potom necha projit extrakéni lazni s vodou
o teploté 76,7 °C a potom se 6 minut susi v horké susicl peci za
pristupu vzduchu pri teploté 107,2 °C. Takto ziskana porézni
fé6lie ma pomérné Sirokou distribuci pruméru péru v rozmezi 0,01
as 100 mikrometrd a stfedni primér péru v rozmezi 0,15 aZ 0,25
mikrometrt pri stanoveni vtlacovanim rtuti. Celkova poréznost
tohoto materidlu je priblizné 65 % objemovych a obsah dispergova-
ného plniva, napriklad oxidu kfemicitého je priblizné 56 % hmot.
Pri provadéni béznych zkouSek se voda vsakne rychle do materialu
bez pouziti jakéhokoliv tlaku, coiZ znamena, Ze pdory Jjsou v pod-
staté propojeny od jednoho povrchu ke druhému povrchu.

Takto pripravenou membranu je potom moZno chemicky modifiko-
vat v pripadé potfeby pomoci vazného ¢inidla tak, aby bylo moZno
pevnéji vazat enzym S-oxynitrilazy, nasledujicim zpusobem: nez-
pracovand membrana se inkubuje ve vodném roztoku polyethyleniminu
PEI s rozvétvenym retézcem s molekulovou hmotnosti 50 000 s obsa-
hem 5 g této 1latky na 100 ml roztoku pri teploté mistnosti 1
hodinu. Potom se membrana oplachne vodou a 1M roztokem chloridu
sodného k odstranéni jakéhokoliv neabsorbovaného PEI. Zkousku je
moZno provést pomoci kyseliny trinitrobenzensulfonové. V pripade,
e je pritomna alifatickd aminoskupina, vznikne po nanesenl této
kyseliny intenzivné oranZové zbarveny trinitrofenylaminoderivat.
Obsah dusiku na takto zpracované membrané je mozno kvantitativné
vyjadrit elementarni analyzou, zpracovand membrana obsahuje
v susiné napriklad 1,25 % dusiku ve srovnani s nezpracovanou mem-
branou, ktera v susiné obsahuje 0,02 % dusiku. Chemicka adsorpce
PEI na membranu Jje v podstateé irreversibilni, to znamena, Ze ji
neni mozno zrusit inkubaci s roztoky s vysokou iontovou silou,
napriklad s 1M chloridem sodnym nebo s 1M smesi hydrogenfosforec-
nanu a dihydrogenfosforecnanu draselného pri pH v rozmezi 3 az
9. Pouze v pripadé pouziti silné kyselych podminek, napfriklad pri
inkubaci v 1M kyseliné chlorovodikové po dobu 2 hodin, mazZe dojit
k &astecéné desorpci az do 50 % obsahu dusiku, jak je moZno proka-
zat elementarni analyzou. Celkovy povrch zpracované membrany pri
stanoveni podle normy BET je 55,4 m’/g, hodnota pro kontrolni
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membranu je 81,1 m?’/g. Jinak md membréna zpracovana pusobenim PEI
stejnou propustnost jako nezpracovanid membréna bez ohledu na pou-
2ity pufr nebo pouZitou iontovou silu.

Potom se na membranu, kterd byla chemicky aktivovana nejprve
pomoci PEI shora popsanym zplUsobem a potom po navazani vazné sku-
piny, napriklad glutaraldehydové skupiny, na niz se enzym muze
vdzat, navaZe enzym. Reakéni sloZky se potom wuvedou do styku
S enzymem pri prutoku péry membrany. PrUtok reakéniho prostredi
se s vyhodou ridi tak, Ze se membrana nebo nékolik vrstev membra-
ny uloZi do krytu nebo jiného zarizeni tak, :ze okraje membrany
Jjsou zachyceny za vzniku reaktorové jednotky. V pripadé potreby
Je moZno vytvorit privod a odtok reakéniho prostfedi tak, aby
prostredi protékalo k povrchu membrany poZadovanym zpusobem.
Typickymi reaktory tohoto typu ve formé kotoudu jsou napriklad

ACTI-DISKR a ACTI-MoDR (FMC Corporation, Philadelphia, PA, USA).
Druhy z téchto reaktori je tvoren nékolika vrstvami membrany pro
vy$si uc¢innost. To znamend, Ze pojem "membrana" znamena v prubéhu
prihlasky jednu nebo véts$i pocet vrstev membrény, priéemZz koned&na
poZadovana tloustka se snadno stanovi béznymi pokusy. V nasledu-

jicich prikladech obsahovala pouZita matrice ACTI-DISKR jednu az
pét vrstev membrany, napriklad jednu membranu v prikladech 2, 3,
6 a 7 a pét vrstev v prikladech 1, 4 a 5.

Pozadovany kyanhydrin je potom moZno izolovat odstranénim
kyseliny kyanovodikové a rozpoustédla destilaci.

Vynalez bude ddle osvétlen prikladovou ¢asti. PouZité rozmé-
ry sit jsou oznac¢ovany podle normy ASTM Standard E11-87.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Priprava S-(kyano)-(3-fenoxyfenyl)methanolu z kyanovodiku a
3-fenoxybenzaldehydu v di-n-butyletheru pfi teploté mistnosti

Stupen A Imobilizace enzymu S-oxynitrildzy na porézni matrici

Matrice ACTI—DISKR, obsahujici membranu s obsahem polyvinyl-

chloridu a oxidu kfemi&itého (MpsSR félie, FMC Corp., Philadel-
phia, PA) byla po predbézném zpracovani polyethyleniminem uloZena
do standardniho reaktoru, opatreného d&erpadlem. Reaktor byl tvo-
ren odmérnym kapalinovym ¢erpadlem s maximalni kapacitou 10 ml za
minutu, ¢erpadlo bylo spojeno ve vystupni casti ¢irou, ohebnou
trubici z plastické hmoty se vstupem k matrici ACTI-DISK, jejiz
vystup byl spojen se zdsobnikem s objemem 100 ml, ktery byl pro-
pojen trubici se vstupni ¢asti cerpadla. Matrice ACT-DISK (Bio-
support Materials, Chemical Products Group, FMC Corporation,
Philadelphia, PA) je tvorena krytem =z plastické hmoty s prumérem
63,5 mm a tloustkou 6,4 mm, vstupni otvor je na jedné z plochych
stran a vystupni otvor na opac¢né ploché strané. V krytu z plas-
tické hmoty je uloZeno pét vrstev permeabilni porézni membrany,
ktera je tvorena hydrofobni polymerni matrici z polyvinylchlori-
du, jemné rozptyleného hydrofilniho plniva na bazi oxidu kfemi&i-
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tého, dispergovaného rovnomérné v matrici 2z pryskyrice a vzajemné
propojenou siti mikropéru.

Do zasobniku se uloZzi 25 ml vodného roztoku glutaraldehydu
s obsahem 5 % hmot. této latky k navadzani N-terminalniho zakonce-
ni enzymu na ACTI-DISK, modifikovany PEI a roztok byl cerpan
rychlosti 8 ml za minutu pres matrici ACTI-DISK celkem 60 minut.
Potom byl roztok nahrazen 50 ml vody a voda byla matrici ¢erpana

celkem 30 minut a potom byla ze zasobniku odstranéna.

28 ml vodného roztoku enzymu S-oxynitrilazy, ziskaného ze
7 dnu starych vyhonkil hybridu ¢iroku Sorghum/Sudan (obsah bilko-
vin 54 mg/ml, Géinnost enzymu 10,7 Jjednotek/mg bilkoviny) bylo
z¥edéno na 100 ml 0,05M pufrem s obsahem octanu sodného o pH 5,4
a roztok byl uloZen do zasobniku a potom 30 minut precerpavan
matrici ACTI-DISK. Po této dobé byl prutok matrici obracen tak,
aby bylo mozZno enzym Uplné a rovnomérné navazat na membranu.
Oobracenym smérem byl roztok ¢erpan jesté 30 minut. Potom byla
matrice ACTI-DISK promyta 30 minut 50 ml vody shora uvedenym zpu-
sobem. Po této dobé byl kryt s obsahem matrice s imobilizovanym
enzymem S-oxynitrildzou vyjmut z reaktoru a uloZen do chladiciho
zarizeni aZ do pouZiti.

Stupen B Priprava S-(kyano)(3-fenoxyfenyl)methanolu 2z Kkyano-
vodiku a 3-fenoxybenzaldehydu v di-n-butyletheru pri
teploté mistnosti

Matrice ACTI-DISK ze stupné A s obsahem imobilizovaného
enzymu byla uloZena do béZného reaktoru, opatreného cerpadlem,
s obihajici kapalinou. Zasobnik v tomto systému mél objem alespon
250 ml. Z matrice byl odstranén zbytek vody kontinudlnim cerpanim
malého mnoistvi di-n-butyletheru pres membranu po dobu priblizZné
30 minut. Pri typickém provadéni postupu byl do zasobniku uloZen
roztok, obsahujici 5,1 g, 0,026 molu az 24,8 g, 0,25 molu
3-fenoxybenzaldehydu ve 100 ml di-n-butyletheru. Do tohoto rozto-
ku bylo injekéni strikackou pridano 1,1 molarniho ekvivalentu
kyanovodiku. Roztok byl michan do uUplného rozpusténi kyanovodiku.
Potom byl roztok ¢erpan matrici ACTI-DISK rychlosti 1 ml az 5 ml
za minutu. V uréitych ¢&asovych intervalech byly odebirany vzorky
pro analyzu. Po ukonc¢eni reakce, obvykle po 24 hodinadch byla
reakéni smés z reaktoru vyderpana a matrice ACTI-DISK potom byla
proplachnuta 25 ml di-n-butyletheru, ktery byl po urcitou dobu
derpan pres matrici. Po tomto propldchnuti je reaktor pripraven
ke zpracovani dals$i vsazky.

Kazdy vzorek reakéni smési byl dvakrat analyzovan. Jedna
z analyz byla provedena ke stanoveni celkové premény 3-fenoxy-
benzaldehydu na (kyano)(3-fenoxyfenyl)methanol, zatimco druhou
analyzou byl stanoven pomér isomeru S/R V ziskaném produktu.

Ke stanoveni premény na (kyano)(3-fenoxyfenyl)methanol se
ulozi vzorek reakéni smési s objemem 0,1 ml do nadoby pro vzorek
v plynovém chromatografu a zredi 1 ml methylenchloridu. Potom se
prida 1 ml N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamidu. Nadobka se
uzavfe a protrepe, nechd se 15 minut stat a potom se vzorek roz-
toku vstrikne do plynového chromatografu s prislusSnym programem.
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Ke stanoveni poméru isomeru S/R (kyano)(3-fenoxyfenyl)metha-
nol se vzorek reaké¢ni smési s objemem 0,5 ml ulozi do nadobky,
pridaji se tri kapky chloridu kyseliny S-(-)-alfa-methoxy-alfa-
-(trifluormethyl)fenyloctové a pét kapek pyridinu. Vysledna reak-
¢ni smés se smisi a nechd jednu hodinu reagovat. Po této dobé se
prida jesté 1 ml vody a 1 ml ethylacetatu, vysledna smés se pro-
tfepe, ethylacetdtova vrstva se odebere a ulozi do nadobky pro
vzorek v plynovém chromatografu a vzorek se vstrikne do prislusné
programovaného plynového chromatografu.

V nasledujici tabulce jsou uvedeny vysledky ze sedmi vsazek,
jimiz byl shora uvedenym zpUsobem pFripraven S-(kyano) (3-fenoxy-
fenyl )methanol

vsazka aldehyd rychlost cas preména pomér
moly ml/min (h) (%) S/R
1 0,026 1 24 76,3 91,4/8,6
2 0,026 5 23 91,8 91,4/8,6
3 0,026 5 19 88,4 92,4/7,6
4 0,026 5 24 91,2 93,7/6,3
5 0,125 5 24 94,0 91,0/9,0
6 0,125 5 24 90,7 85,7/14,3
7 0,026 5 24 80,7 75,5/24,6
Priklad 2

Priprava S-(kyano) (3-fenoxyfenyl )methanolu 2z kyanovodiku a
3-fenoxybenzaldehydu v di-n-butyletheru pri teploté 6 °C

S-(kyano) (3-fenoxyfenyl)methanol v tomto prikladu byl pfi-
praven zpusobem podle prikladu 1. Reaktor, opatreny &erpadlem se
1isil v tom smyslu, Ze matrice ACTI-DISK obsahovala pouze jednu
vrstvu mikroporézniho materidlu, permeabilniho pro kapalinu,
s imobilizovanym enzymem S-oxynitrildzou. V tomto prikladu byla
matrice ponorena do lazné, udrzZované na stalé teploté 6 °C. Reak-
ce byla opakovdna po vsdzkdch celkem Sestnactkrat. Pro kaszdou
vsazku bylo uzito 1,0 g, 0,005 molu 3-fenoxybenzaldehydu a preby-
tek 0,4 az 0,5 ml kyanovodiku ve 25 ml di-n-butyletheru. Roztok
byl cerpan rychlosti 4 aZz 5 ml =za minutu. Vysledky pripravy
S-(kyano) (3-fenoxyfenyl)methanolu pro vsech 16 vsazek jsou shrnu-
ty v nasledujici tabulce:

vsazka cas preména pomér
(h) (%) S/R
8 23 70,0 95,0/5,0
9 26 65,8 93,2/6,8
10 24 62,8 94,0/6,0
11 24 65,7 93,0/7,0
12 27 63,9 93,0/7,0
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pokrac¢ovani tabulky

vsazka Ccas preména pomér

(h) (%) S/R
13 24 65,9 93,4/6,6
14 36 76,9 93,0/7,0
15 24 75,0 93,5/6,5
16 23 78,2 95,0/5,0
17 24 77,1 96,0/4,0
18 23 76,4 95,0/5,0
19 24 72,7 94,5/5,5
20 24 69,2 93,0/7,0
21 24 70,2 90,0/10,0
22 24 68,2 87,0/13,0
23 24 56,1 810/19,0
Priklad 3
Priprava S-(kyano) (3-fenoxyfenyl)methanolu 2z kyanovodiku a

3-fenoxybenzaldehydu v terc. butylmethyletheru pri teploté mist-
nosti

S-(kyano) (3-fenoxyfenyl)methanol byl pripraven v podstate
zpusobem podle prikladu 1. Reaktor, pouzity v tomto prikladu se
1i%il tim, Ze matrice ACTI-DISK obsahovala pouze jednu vrstvu
mikroporézniho materialu, propustného pro kapalinu s imobilizova-
nym enzymem S-oxynitrilazou. Byly provedeny celkem tri vsazky.
Pro kazdou vsazku byl uZit 1,0 g, 0,005 molu 3-fenoxybenzaldehydu
a 0,5 ml kyanovodiku, jde o prebytek Kk dosazeni Uplné premény
a ke kompenzaci jakychkoliv ztrat odparenim. Rozpoustédlem pro
prvni vsazku bylo 50 ml di-n-butyletheru, pri druhych dvou vsaz-
kach bylo vzdy uZito 50 ml terc.butylmethyletheru. Kazda vsazka
trvala 24 hodin. Roztok byl ¢&erpan rychlosti 5 ml za minutu.
Vysledky pripravy S-(kyano) (3-fenoxyfenyl)methanolu ve vsech
tFech vsazkdch jsou shrnuty v nasledujici tabulce.

vsazka rozpoustédlo preména poneér

(%) S/R
24 n-Bu,0 95,0 93,0/7,0
25 t-BuOMe 74,0 58,0/42,0
26 t-BuOMe 88,5 53,0/47,0

-10-



CZ 280422 Be6

Priklad 4

Priprava S-(kyano) (3-fenoxyfenyl )methanolu z kyanovodiku a
3-fenoxybenzaldehydu v acetonitrilu pri teploté mistnosti

S-(kyano) (3-fenoxyfenyl)methanol byl v tomto prikladu pri-
praven v podstaté zpusobem podle prikladu 1. Byla provedena jedi-
na vsazka pri pouziti 25,0 g, 0,126 molu 3-fenoxybenzaldehydu
a 6 ml (prfebytek) kyanovodiku ve 100 ml acetonitrilu. Reakce byla
provadéna 24 hodin, reakéni smés byla é&erpéna rychlosti 5 ml/min.
Pfeména na produkt byla 88,0 % a podil isomeria S/R ve vysledném
produktu byl 52,0/48,0.

Priklad 5

Priprava S-(kyano) (3-fenoxyfenyl )methanolu z kyanovodiku a
3-fenoxybenzaldehydu v tetrahydrofuranu pri teploté mistnosti

S-(kyano) (3-fenoxyfenyl)methanol byl v tomto prikladu pri-
praven v podstaté zpusobem podle prikladu 1. Byla provedena jedi-
na vsazka, pri niz bylo uzZito 5,0 g, 0,025 molu 3-fenoxybenzal-
dehydu a 1,5 ml (prebytek) kyanovodiku ve 100 ml tetrahydrofura-
nu. Reakce byla provadéna celkem 24 hodin, reakéni smés byla cer-
pana rychlosti 5 ml/min. V prubéhu reakce bylo dosaZeno premény
na vysledny produkt 82,0 %, pomér isomer S/R v ziskaném vysled-
ném produktu byl 48,0 : 52,0.

Priklad 6

Priprava S-(kyano)(3-fenoxyfenyl)methanolu z 3-fenoxybenzaldehydu
pri teploté mistnosti pri pouziti kyanovodiku jako rozpoustédla

S-(kyano) (3-fenoxyfenyl)methanol byl v tomto pfikladu pri-
praven Vv podstaté zpusobem podle prikladu 1. Reaktor se 1isil
v tom, Ze matrice ACTI-DISK obsahovala pouze jednu vrstvu mikro-
porézniho materidlu, propustného pro kapalinu s imobilizovanou
S-oxynitrilazou. Byla provedena jedind vsdzka pri pouziti 1,0 g,
0,005 molu 3-fenoxybenzaldehydu ve 20 ml kyanovodiku. Reakce byla
provadéna po dobu 24 hodin, rychlost &erpani byla 5 ml za minutu.
Bylo dosaZeno premény 96,7 % na vysledny produkt, pomér isomeru
S/R v produktu byl 58,1/41,9.

Priklad 7

Priprava S-(kyano) (3-fenoxyfenyl )methanolu z kyanovodiku a
3-fenoxybenzaldehydu v diisopropyletheru pri teploté mistnosti

Nasledujici priklad prokazuje, Ze diisopropylether, ktery
byl pouzit jako rozpousteédlo napriklad v US patentovém spisu &.
4 859 784, JjehoZ obsah byl uveden shora, je v pripadé zpusobu
podle vynalezu jako rozpoustédlo zcela nevhodny.

S-(kyano) (3-fenoxyfenyl)methanol byl v tomto prikladu pri-

praven v podstaté zplusobem podle prikladu 1. Reaktor se 1isil
pouze tim, Ze matrice ACTI-DISK obsahovala pouze jednu vrstvu
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mikroporézniho materidlu, propustného pro kapalinu s imobilizova-
nym enzymem S-oxynitrildzou. Byly provedeny celkem dvé vsazky.
Pro kazZdou vsazku bylo uzito 2,1 g, 0,011 molu 3-fenoxybenzal-
dehydu a 0,6 ml (prebytek) kyanovodiku. Rozpoustédlem pro prvni
vsdzku bylo 50 ml di-n-butyletheru, ve druhé vsazce bylo uZito
50 ml diisopropyletheru. P¥ed pouZitim bylo 500 ml diisopropyl-
etheru <¢&isténo prachodem sloupcem neutrdlniho oxidu hlinitého
s rozmérem 2,5 x 28 cm. Cistény diisopropylether byl aZ do pouZi-
ti skladovan v dusikové atmosfére. Mezi jednotlivymi vsazkami byl
reaktor propladchnut 75 ml c¢isténého diisopropyletheru. Kazda
vsazka trvala 23 aZ 24 hodin, rychlost cerpani byla 5 ml/min.
Vysledky pripravy S-(kyano)(3-fenoxyfenyl)methanolu uvedenym zpu-
sobem jsou shrnuty v nasledujici tabulce

vsazka rozpoustedlo preména pomér
(%) S/R
27 n-Bu,0 89,5 94,0/6,0
28 i-Pr,0 80,0 66,0/34,0
PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob vyroby opticky aktivnich S-kyanhydrind reakci aldehydu
s kyselinou kyanovodikovou, pri niZ se uvadi do styku organic-
ké rozpoustédlo, obsahujici kyselinu a aldehyd s enzymem S-oXy-
nitrildzou, vyznac¢ujici s e tim, Ze enzym je
chemicky vAzdn na nerozpustny komplexni material, tvofeny
porézni membranou nebo vrstvami membran s alespon protilehlymi
povrchy s predem stanovenou tloustkou, jimiZz prochdzeji reak-
éni sloZky, porézni membridna Jje tvorena polymernim pryskyric-
nym pojivem s jemné rozptylenymi ¢asticemi pojiva a systémem
v podstaté propojenych péru, pricemz tyto pdéry jsou vytvoreny
mezi Gasticemi pryskyriéného pojiva, mezi cCasticemi plniva
a pryskyriénym pojivem a mezi sousednimi ¢asticemi pojiva,
¢adstice dispergovaného plniva jsou v porézni membrané obsazZeny
v mnozstvi alespon 25 % hmot., distribuce velikosti péru se
nehomogenné méni v rozmezi uvedeného povrchu v celeée tloustce
materidlu v rozmezi 0,01 aZz 100 mikrometru pri stanoveni vtla-
Govanim rtuti a porézni membrdna je prostupna pro kapalinu
alesponn jednim ze svych povrchu.

2. ZpUsob podle naroku 1, vyznac¢ujici s e t im,
Ze membrana je tvorena polyvinylchloridem jako pojivem a oxi-
dem kremic¢itym jako plnivem.

3. Zpusob podle ndroku 1, vyznadc¢uijic i s e t im,
e membrana je svymi okraji wupevnéna v Kkrytu pro zabranéni
prutoku kapaliny témito okraji.

4. Zpusob podle naroku 3, vy znac¢ujici s e t im,
e kryt je opatfen vstupnim otvorem, umoZfiujicim pristup
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k jednomu povrchu membrany a vystupnim otvorem, umoZnujicim
pristup k opac¢nému povrchu membrany.

Zpusob podle naroku 1, vy znadéuijici s e t im,
Ze nmembrana je chemicky aktivovana ¢&inidlem, schopnym vazat
enzym.

Zplisob podle naroku 1, vyznadéuijici s e t im,
Ze enzym je na vazné ¢inidlo vazan kovalentné nebo zesiténé.

Zpusob podle naroku 5, vyznaduijici s e t im,
Ze membrana je chemicky aktivovana pusobenim polyethyleniminu
a glutaraldehydu.

Zpisob podle naroku 1, vyznadéuijici s e t im,
Ze rozpustnost aldehydu ve vodé je nizZs$i, nez 2

=
B

Zpusob podle naroku 1, vy znaduijici s e t
Ze se jako aldehyd uzZije 3-fenoxybenzaldehyd.

Zpusob podle naroku l, vy znadéujici s e t im,
Ze se jako organické rozpoustédlo uZije di-n-butylether.

Konec dokumentu
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