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s4 Procedeu enzimatic, de separare a acidului D-(-)-a-aminofenilacetic
din racemic

567 Rezumat: Inventia se referd la un procedeu
enzimatic de separare a acidului D-(-)-a-
aminofenilacetic din racemic care cuprinde
urmitoarele etape: - acetilarea acidului D,L-o-
aminofenilacetic cu un exces de 20% moli
anhidrida acetica in prezenti de NaOH incét pH-ul
s fie slab bazic, la temperaturade 5 ... 15°C, apoi
acidulare cu HCl conc. pani lapH = 1 ... 2 cind
precipitd acidul N-acetil-D,L-a-aminofenilacetic,
care se filtreaza si se usucd; - hidroliza enzimatica
a  solutiei apoase de acid N-acetil-D,L-a-
aminofenilacetic 0,1 M si pH = 7 continind 1 x
10* M CoCl,, prin trecerea solufiei printr-un
bioreactor tip coloand cu aminoacilaza fungici
imobilizata pe un suport tip dextran modificat
chimic cu o viteza spatiald de 0,25 ... 0,35 b, la
50°C, realizindu-se o conversie in acid L-(+)-a-
aminoacetic; - separarea acidului L-(+)-a-
aminoacetic prin concentrarea solufiilor obtinute la
iesirea din coloani, in vid pani la aproximativ 15
... 20% din volumul inifial, precipitare prin ricire
la 15°C, filtrare si uscare; - separarea acidului N-

acetil-D-(-)-a-aminofenilacetic prin  acidularea
filtratului obfinut cu HCI 5N pandlapH =1 ... 2,
cand precipitd acetilderivatul care se filtreaza gi se
usucd la temperaturi moderate; - dezacetilarea prin
incilzirea suspensiei de 30 .. 35% mas# de acid N-
acetil-D-(-)-a-aminofenilacetic, in HCl 2,5N la
reflux, timp de 3 ... 5h, ricire, corectarea pH-ului
la 5,6 cu NaOH S5 N, mentinerea suspensiei
obtinute la 4 ... 10°C timp de aproximativ 10 ...
14 h, urmati de filtrare si uscarea precipitatului la
temperaturi moderate, ob{inindu-se acidul D-(-)-a-
aminofenilacetic; - racemizarea acidulmi L-(+)-a-
aminofenilacetic de concentrafie 5 ... 10% prin
refluxare in solutie de NaOH 2 N timp de 1 ... 3h,
ricire, ajustarea pH-ului la 5,6 cu HCl 5N,
mentinere aproximativ 10 ... 14 h la 4 ... 10°C,
filtrare §i uscare obtinAndu-se acidul D,L-a-
amonofenilacetic, care se recirculi in proces la faza
de acetilare.
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Inventia, se referd la un procedeu
enzimatic, de separare a acidului D-(-)-o-
aminofenilacetic, din racemic, destinat
utilizirii, ca intermediar in semisinteza unor
peniciline

CH-CH-COOH
NH,
acid a-aminofenilacetic (fenilglicing)

In scopul separdrii celor doi izomeri
optici, se cunosc mai multe metode -ca:
scindarea fizico-chimic¥, cu ajutorul unor baze
optic active (cinconini, chinini) sau acizi optic
activi (acidul D (+)-10-camfosulfonic sau
acidul 3-brom-10-camfosulfonic) §i separarea
enzimaticd. Procedeele fizico-chimice prezinti
dezavantajul ci necesitd un consum ridicat de
compus optic activ, materie prim costisitoare
§i greu accesibili, o metodi laborioasi de
recuperare a materiilor prime §i au randamente
scizute.

Pe cale enzimatici, acidul D-(-)-o-
aminofenil-acetic se poate obtine prin hidroliza
enzimatici, a amidei acidului D,L-o-amino-
fenilacetic, cu L-o-aminoacilamidazd, (patent
RFG nr.2700456)

Se cunoaste, de asemenea, un procedeu
prin care se obtine acidul D-(-)-a-amino-
fenilacetic, prin hidrolizi asimetric3, catalizati
de aminoacilazd renald, imobilizati pe diferite
suporturi inolubile (patent RPP nr.122795).

Aceste procedee enzimatice prezintd
dezavantajul ci folosesc enzime destul de greu
accesibile, in cantititi mari.

Procedeul conform inventiei inliturd
dezavantajele mentionate mai sus, prin aceea
¢ cuprinde urmitoarele etape:

- acetilareaacidului
fenilacetic;

- hidroliza enzimaticd a acidului N-
acetil-D,L-a-aminofenilacetic cu aminoacilazi
fungicd, imobilizati;

- separarea acidului L-(+)-a-amino-

D,L-a-amino-

acetic; ,

- separarea acidului N-acetil-D-(-)-a-
aminoacetic ;

- dezacetilarea acidului N-acetil-D-(-)-
a-aminofenilacetic;

-racemizarea acidului 1-(+ )--a-amino-

10

15

20

25

30

35

40

45

50

2
fenilacetic, in vederea reintroducerii in pro-
ces.

Prin aplicarea inventiei, se obtin
urmitoarele avantaje:

- nu necesitd faze laborioase;

- utilizeazi materii prime accesibile;

- nu necesitd utilizarea unor compusi
optic activi scumpi;

- se realizeazi cu aport energetic, sci-
zut.

Comparativ cu procedeele enzimatice,
prezentate, are avantajul ci utilizeazd enzimi
de origine fungic3, usor accesibild, utilizeazi,
pentru imobilizare, o tehnicd simpld, iar
enzima imobilizati are stabilitate operationald,
ridicatd §i poate fi usor regeneratd.

Se d4, in continuare, un exemplu de
realizare a prezentei inventii.

Intr-un reactor de sticld, previzut cu
agitare §i ricire, se suspendd 15 g (0,1 moli)
acid o-aminofenilacetic racemic in 72 g (4
moli) api. Suspensia obtinuti se riceste sub
agitare, la 5°C si se introduc alternativ, in
portiuni mici, 12,16 g (0,12 moli) anhidridd
aceticd si 28,5 ml solutie NaOH 35% (0,25
moli NaOH) astfel, incit pH-ul mediului si fie
bazic, iar temperatura amestecului si se
mentind intre 5 §i 15°C. In timpul d¥ugirii
reactivilor, masa de reactie se fluidizeazi.
Reactia dureazi 4 h. Apoi masa de reactie se
aciduleazi, sub agitare, cu 39,5 ml HCI
concentrat (0,4 moli HCI), p4ni la pH=1-2,
mentinidnd temperatura sub 15°C, cind
precipitd produsul de reactie, care se filtreazd
si se usuci la temperaturi moderate. Se obtin
17g (0,092 moli) acid N-acetil-a-amino-
fenilacetic racemic, produs pur (randament
85% fatd de fenilglicin).

In vederea obtinerii acidului D-(-)-a-
aminofenil-acetic, se hidrolizeazi enzimatic
acetilderivatul obtinut mai sus. Dintr-un
rezervor de 2 1, solutia de acid N-acetil-D,L-
a-aminofenilacetic de concentragie 0,1 M, pH
7,0, cu 1X10* M CoCl,, se trece cu ajutorul
unei pompe dozatoare, peste coloana umpluti
cu aminoacilazi pe DEAE-Filtradex R-50
(suport tip dexran modificat chimic), cu o
activitate de 0,892 U/ml, fixatd pe inele de
sticld, de dimensiuni 5 x 5 mm, termostatati la
50°C. Coloana este exploatatd continuu, la o
vitezd spatiali de 0,308 h, realizindu-se,
pentru catalizatorul cu activitatea dati, o capa-
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citate catalitici a umpluturii de 78,2 U si o
conversie in acid L-(+)-c-aminofenilacetic,
mai mare de 95%. Pe misuri ce capacitatea
cataliticd a catalizatorului enzimatic scade,
datoritd inactivirii acestuia, viteza spatiali se
reduce, mentinindu-se continuu conversia mai
mare de 95%.

Solugiile obtinute la iegirea din
coloand, ce contin 0,045 mol/l acid L-(+)-a-
aminofenilacetic, 0,05 mol/l acid N-acetil-
D-(-)-a-aminofenilacetic si 0,005 mol/l acid N-
acetil-L-(+)-a-aminofenilacetic, se concen-
treazd in vid, intr-un evaporator rotativ, pani
la aproximativ 1/5 din volumul initial. Solugia
obfinutd se riceste la temperatura de 10°C,
cdnd precipitd acidul L-(+)-a-aminofenil-
acetic. Suspensia se filtreaz3, iar precipitatul
obtinut se usuci, atunci cdnd se obtin 12,6 g
acid L-(+ )-a-aminofenilacetic (Mecparare= 84 %),
de puritate 94,2%, cu rotatia specifici (c = 1
HCl 1 N), [a]p,® = 156,4°.

Filtratul separat (370 ml) se aciduleazi
lent, sub agitare, cu HCIS N, pAnilapH 1 ...
2, cind recipitd acetilderivatul. Suspensia se
mentine rece, citeva ore, se filtreaz, iar
precipitatul se usuc# in etuvi. Se obtin 13,5 g
acid N-acetil-D-(-)-a-aminofenilacetic, M=
72,4%, de puritate 99,2% cu rotatia specifici
[aly® = 216,8° , (¢=0,5, H,0) si punct de
topire 190 ... 192°C.

13,5 g acid N-acetil-D-(-)-a-amino-
fenilacetic (0,7 moli) se suspendi in 42 ml
HCI 2,5 N (0,105 moli HCI) si se refluxeazi
timp de 4 h, realizdndu-se hidroliza acidj a
aminoacidului acilat. Dup3 ricire, solutia se
aduce la pH 5,6 cu 20 ml solutie NaOH 5
N, cind precipitdi acidul D-(-)-a-
aminofenilacetic. ~ Suspensia obtinuti se
mentine la rece, timp de aproximativ 12 h,
pentru perfectarea precipitirii, dupi care se
filtreazi, iar precipitatul se spald pe filtru, cu
apd rece si alcool etilic. Precipitatul obtinut se
usucd in etuvd, la temperaturi moderati, se
caracterizeazi prin spectroscopie de IR, rotatie
opticd specificd, iar puritatea se determini,
prin titrare potentiometrici §i metoda cu
ninhidrini.

Se obtin 10,2 g (0,068 moli) acid D-(-
)-a-aminofenilacetic (3,,= 97%), de puritate
98,2% cu o rotatie specifici [a],® = - 154,6°
(c=1, HCI IN).

Acidul L-(+)-c-aminofenilacetic se
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racemizeaxd, in scopul reintroducerii lui in
proces, la faza de acetilare §i reducerii
consumului dematerii prime. Pentru aceasta,
intr-un balon previzut cu refrigerent de reflux,
se introduc 31,5 g (0,208 moli) acid L-(+)-a-
aminofenilacetic si 416 ml solutie NaOH 2 N
(0,832 moli NaOH). Amestecul de reactie se
refluxeazi, timp de 2 h, dupi care se riceste
la temperatura camerei, se aduce la pH 5,6 cu
HClI 5 N, cind precipiti acidul o-
aminofenilacetic racemic. Suspensia se lasi
aproximativ 12 h, la 4°C si se filtreaz3, iar
precipitatul se spald pe filtru, cu api rece.
Prcipitatul obfinut se usuci. Se obtin 31 g
(0,205 moli) acid a-aminofenilacetic racemic,
( 7.,=98,4%), de puritate 92,6%, rotatie
specificd opticd reziduald +1°, (c=1, HCl 1
N).

Revendicare

Procedeu enzimatic, de separare a
acidului D(-)--aminofenilacetic din racemic,
caracterizat prin aceea c¢i cuprinde
urmitoarele faze:

- acetilarea acidului D,L-a-amino-
fenilacetic, cu un exces de 20% moli anhidrid
aceticd, in prezentd de NaOH incit pH-ul si
fie slab bazic, la temperatura de 5 ... 15°C,
apoi acidulare cu HCI concentratie pini la
pH= 1 ... 2, cind precipitd acidul N-acetil-
D,L-a-aminofenilacetic, care se filtreazi §i se
usuci;

- hidroliza enzimatici a solutiei apoase
de acid N-acetil-D,L-o-aminofenilacetic 0,1 M
si pH = 7 contindnd 1 x 10* M CoCl,, prin
trecerea solutiei printr-un bioreactor tip
coloand cu aminoacilazd fungic3, imobilizati
pe un suport tip dextran modificat chimic, cu
o vitezd spatiald de 0,25 ... 0,35 h, 1a 50°C,
realizdndu-se o conversie in acid L-(+)-c-
aminoacetic;

- separarea acidului L-(+)-a-amino-
acetic, prin concentrarea solutiilor obtinute la
iesirea din coloand, tn vid pani la aproximativ
15 ... 20% din volumul initial, precipitare prin
ricire la 15°C, filtrare i uscare;

- separarea acidului N-acetil-D-(-)-a-
aminoenilacetic prin acidularea filtratului
obtinut cu HCl S NpinilapH 1 ... 2, cind
precipitd acetilderivatul care se filtreazi si se
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usuci la temperaturi moderate;
- dezacetilarea, prin  incidlzirea

suspensiei de 30 ... 35% masi de acid
N-acetil-D-(-)-c-aminofenilacetic in HCI 2,5N
la reflux, timp de 3 ... 5 h, ricire, corectarea
pH-ului la 5,6 cu NaOH 5 N, mentinerea
suspensiei obtinute, la 4 .. 10°C, timp de
aproximativ 10 ... 14 h, urmati de filtrare si
uscarea precipitatului la temperaturi moderate,
obtinandu-se acidul D-(-)-a-aminofenilacetic;
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- racemizarea acidului L-(+)-a-
aminofenilacetic de concentratie 5 .. 10% prin
refluxare in solutia de NaOH 2 Ntimp de 1 ...
3 h ricire, ajustarea pH-ului la 5,6 cu HCI 5
N, mentinere aproximativ 10 ... 14hla 4 ...
10°C, filtrare si uscare, obtinindu-se acidul
D,L-a-aminofenilacetic, care se recirculd, in
proces, la faza de acetilare.
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