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Zpiisob vyroby opticky aktivnich kyanhydrint

Reseni spotiva ve zplisobu viroby opticky aktivnich S-ky-
anhydridd reakcf aldehydu s kyselinou kyanovodikovou, pfi
niZ se uvadi do styku organické rozpoustédlo, obsahujici
kyselinu a aldehyd s enzymem S-oxynitrildzou, zlepSeni
spodivéd v tom. Ze enzym je chemicky vdzin na nerozpustny
komplexni materidl, tvofeny porézni membrinou, kterou
prochizeji reakéni sloZky, porézni membrana je tvofena
polymernim pryskyfi¢nym pojiven s  dispergovanymi
jemné rozptylenymi €4sticemi plniva a soustavou v podstaté
propojenych porl a je propustni pro kapalinu, obsahujici
reakéni slozky.
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Zpusob vyroby opticky aktivnich kyanhydfidﬁh:ﬂ e o e

Oblast vyndlezu

Vyndlez se tykd zpdsobu vyroby opticky aktivnich
syanéhydrlnu pri pouziti enzymd. Zejména jde o zlepSeny
zpusob vyroby opticky aktivnich §- Xyanhydrind, které se
uzivaji jako meziprodukty pfi vyrobs zndmych pyrethroid-
nich insekticidd, postup spo¢ivd v reakci aldehydd s ky-
selinou kyanovodikovou v pfitomnosti enzymu S-oxynitrildzy.

Dosavadni stav techniky

Zplsob, pfi némZ se uvddéji do reakce aldehydy s ky-
selinou kyanovodikovou v p¥itomnosti enzymu oxynitrildzy
v diisopropyletheru jako rozpou$tédla k ziskini opticky
aktivnich kyanohydrint je zndm nap#iklad z US patentového
spisu ¢. 4 859 784 (Effenberger a dals3i). Postupuje se tak,
Ze se reakce providi s enzymem v f%kglllzovane formé, na-
ptiklad s enzymem, vdzanym na povrch sklenénych kuli&ek,
na iontoménidovou pryskyfici nebo na &istice celulosy ve
formé suspenze, kterou je nejprve nutno zfiltrovat pted
izolaci vysledného produktu. I kdy2 je tento postup déinny,
dochdzi pfi ném pouze k jedinému styku reakénich slozZek s
imobilizovanym enzymem a reakce trvd 5 a3 6 dnG do Gplnéno
ukonceni. Podobnd ve zvefejnéné australské patentové pri-
hlédsce ¢&. 38104/89 (Kula a dalS{), se popisuje postup,
Pri némZ se uZivd enzymu S-oxynitrildzy ze Sorghum bicolor.
V jednom z provedeni tohoto postupu se k imobilizaci uZiva
Cdstic akrylového polymeru kulovitého tvaru, jde o béziné
daddvany materidl EupergitR C (Rohm, Darmstadt), tento ma-~
teridl je uveden do suspenze v reak&nim prostfedi nebo se
Plni do sloupce. Vidy se vSak uZivd ve vodném systému, aby
nedoslo k naruSeni materidlu rdznymi organickymi rozpoustédly.




Mimoto je pfi tomto postupu pfi pouiti vdzaného enzymu
mozno dosdhnout vytéZku pfibliZnd 85 % hmotnostnich,
avsak pouze aZ po kontinuilni reakci, trvajici 3 dny
PEL pouZiti 4-hydroxybenzaldehydu jako vychoziho alde-
hydu. Podobné postupy jsou popsdny v US patentovém spi-
su &. 5 008 192, (Neidermeyer), v evropském patentovém
spisu ¢. 326 063, v US patentovém spisu ¢&. 3 862 030 a
DOS 3 823 8G4 A-1l, které odpovidaji svrchu uvedenym US
a australskym spistm.

V kazdém ze svrchu uvedenych patentovych spisd se
uvddi "reaktor, v némZ se uzivi enzymu, opatfeny membrd-
nou®. AvsSak pri prostudovidni odpovidajici technické lite-
ratury, napriklad publikaci "Engineering Aspects of Enzy-
me Engineering”, a zejména uvedené literatury 16 a 17,
to znamend Kragl a dal$i, Ann. N. Y. Aca. Sci., 613, str.
167 az 175, 1990 a Vasic-Racki a daldi, Appl. Microbiol.
Biotechnol., 31, str. 215 aZ 222, 1989 je ztejmé, Ze ten-
to reaktor je v podstaté pouze fadou nédob, oddélenych od
sebe filtraénimi membrdnami, které braini fyzikdlné pricho-
du enzymu. To znamend, Ze v tomto typu reaktoru se reakce
provddi v roztoku, obsahujicim dispergovany enzym, s nimz
se reakéni slozky dostdvaji do styku pomoci difuse.

Pouziti reaktort s polymernimi membrinami, na né3
jsou vazdny enzymy/je obecné zndmo z US patentovych spist
. 4 102 746 a 4 169 014 (oba Bruce S. Goldberg). Podobny
reaktor je popsdn také v publikaci "A Novel Immobilized
Enzyme Reactor System", Bruce S. Goldberg, 27th Annual
Spring Symposium Session on Non-Conventional Reactor Sys-
tems, AICHE, East Brunswick, N. J., 10. kvétna 1984, kde
jsou uvedeny podrobnosti, tykajici se reaktord ze svrchu
uvedenych US patentovych spisd.

Vyndlez si klade za idkol navrhnout novy postup pro
vyrobu opticky aktivnich kyanhydrind bez nevyhod svrchu
uvedenych postupt.




Podstata vyndlezu

Bylo zjist&no, Ze je moZno zkrdtit dobu reakce a
zlepSit reak&ni podminky pfi Jinak zndmém zpusobu vyro-
by opticky aktivnich S-kyanhydrin reakci aldehydd s
kyselinou kyanovodikovou v pritomnosti katalytického
enzymu S-oxynitrildzy a rozpoustddla v prinadé, zZe se
roztok aldehydu a kyseliny nechi prochdzet chemicky ak-
tivovanou porézni membrdnou, na nis je enzym S~oxynitri-

liza chemicky vézan.

Pri reakci, nekatalyzované Zzadnym zpﬁsobem,by po
reakci byly pfitomny enanciomerni formy S- a R- kyan-
hydrinu ve stejném mnoZstvi, to znameni v poméru 50 : 50.
Vyndlez si klade za dkol zvysit pomér S-isomeru k R-iso-
meru sprdvnou volbou katalyzdtoru a reakénich podminek.
Mimoto by pf#i provédéni zplisobu podle vyndlezu nemélo
dojit pouze ke zvySeni selektivity postupu tak, aby bylo
ziskdno co nejvétsi mnoZstvi S-isomeru, nybrz by mélo
dochdzet také k vysoké pfemdné na vysledny produkt v co
nejkratsi dobé. Ddle by bylo velmi vhodné&, aby tohoto cile
bylo dosaZeno bez nutnosti fyzikdlniho odd&leni enzymu z

vysledného produktu.

Zpisob podle vyndlezu pro vyrobu pozZadovaného optic-
ky aktivniho kyanohydrinu se snadno provddi svrchu uvedenym
zplisobem, to znameni tak, %2 se roztok aldehydu a kyseliny
kyanovodikové nechd prochdzet pfesné definovanou porézni
membrdnou, na niZ je chemicky v&zan enzym, po vsdzkdch, ne-
bo kontinudlné po urdité Sasové obdobi s ndslednou izolaci
pozadovaného opticky aktivniho kyanhydrinu. P¥i provaddéni
tohoto postupu bylo neodekdvané zjisténo, ze je mozZno sni-
Zit reakéni dobu na jeden den, kdefto dfive znamé postupy
trvaly 6 nebo 7 dnid. Za dobu pouze jednoho dne je mozno do-
sdhnout stejného a v nékterych pfipadech vy$$iho celkového




vytézku produktu a selektivity pro poZadovany S-isomer.
Na druhé strané je s vyhodou moZno celkovy vytézZek od-
povidajicim zpisobem i mnohondsobné& zvysit v pripads,
Ze se postup provddi jako u zndmych postupld napfiklad

6 az 7 dna.

Je Zddouci provdddt reakci v organickém systému,
vV némZ je rozpustny ve vodé v podstaté nerozpustny alde-
hyd a také vysledny kyanhydrin. Je moZno u3it malého mnoZ-
stvi vodného pufru, aZ 1 % hmotnostni vody, vztaZeno na
celkovou hmotnost systému, avsak s vyhodou se uZije co
nejmensiho mozZného mnoZstvi vody, to znameni nejvyse 0,03 %
hmotnostnich. To znamend, Ze systém v podstaté obsahuje or-
ganické rozpoustédlo s pfipadnou p¥imési vodného pufru,
aldehyd, kyselina a enzym, chemicky vdzany na presné defi-
novanou porézni membrdnu, tak jak bude dile podrobnéji po-
pséno. '

Reakci je moZno providdét v Sirokém rozmezi teploty
a pH. Je moZno pouZit napfiklad teploty -6 a% +30, s vy-
hodou 6 az 25 °c. Hodnotu PH, kterd rovnéZ neni kriticki
je moZno Fidit pufrem, napfiklad octanem sodnym, citrdtem
sodnym nebo fosforednanem sodnym v rozmezi 3,5 a2 7.5.

PouZité aldehydy jsou aldehydy, které se k tomuto
GCelu bé&2né uzivaji a kteréd byly uvedeny napriklad v US
patentovém spisu &. 4 859 784, jehoZ obsah byl jiZ podrob-
néji uveden svrchu. Jde o aldehydy, které je moZno vyjdd#it

obecnym vzorcem




kde

R miZe znamenat nasyceny nebo nenasyceny alifaticky
nebo aromaticky zbytek, popZipadsd substituovany
raznymi substituenty, obsahujicimi atomy halogenu,

siry, dusiku nebo kysliku.

Aldehydy by mély byt ve vod3 v podstaté nerozpustné
a8 s vyhodou by se mély rozpoustét v organickych rozpous-
tédlech. X provddéni reakce jsou vyhodné zejména aldehy-
dy s rozpustnosti ve vod3 ni33{ nes 2,0 az 0,01 mg/ml,

a zvlasté méné nez 0,1 mg/ml a% do 0,01 mg/ml. Pfikladem
téchto ve vodé nerozpustnych aldehydd mohou byt aldehydy

obecného vzorce

kde
A znamend atom vodiku nebo fluoru a

B znamend atom vodiku, fluoru, chloru nebo bromu.

Z téchto slouenin je zvlgsts vyhodny zejména 3-fe-

noxybenzaldehyd.

Moldrni pomér aldehydu ke kyseliné kyanovodikové se
miZe pohybovat v rozmezi 1 : 1 a3 1 : 100, s vyhodou 1 : 1
z

az 1l : 2.




Povaha pouZitého organického rozpoust3ddla ma byt
takovd, aby rozpoustédlo neovliviovalo nepfiznivé pouZi-
tou membridnu nebo pribéh reakce. Bylo zjisténo, Ze vyhod-
né je napfiklad pouziti di-n-butylethery kdeZto pfi po-
uziti diisopropyletheru, ktery je uZivdn p¥i postupu podle
US patentového spisu &. 4 859 784 dodlo neodekivansd k tomu,
Ze postup v podstatd neprobihal pozadovanym zplsoben.

Enzym S-oxynitrildza EC 4.1.2.11, ktery se uZiva
jako katalyzdtor se b&%né& dodiva (Sigma Chemical Co.) nebo
je moZno jej izolovat z vyhonkd &iroku zndmym zpUsobem,
napriklad podle publikace Bove a dal3i, J. Biol. Chem.,
226, 1, 207, 1961.

Mnozstvi enzymu, jehoZ se uZivid vzhledem k aldehydu
je obvykle 50 aZ 2500, s vyhodou 500 a% 750 jednotek enzymu
na 1 g aldehydu. Enzym je s vyhodou chemicky vazidn na po-
rézni membrdnu tak, Ze se na tuto membrinu pUsobi napriklad
vodnym roztokem polyethyleiminu s koncentraci 5 % hmotnost-
nich a pak napfiklad vodnym roztokem glutaraldehydu s kon-
centraci 5 % hmotnostnich a nakonec roztokem enzymu S-oxy-
nitrildzy ve vhodném pufru.

Enzym s vyhodou zdstdvd vdzin na membrinu nékolik dng,
takZe predstavuje stdlej3i a trvalejsi systém, nez jakého
se uzivd v pribéhu zndmych postupd, soulasnd je wvyloudena
nutnost zvlastniho stupnd, v némZ se enzym oddéluje a zis-
kdva zpét, tak jak tomu je v postupech podle US patentovych
spisG ¢. 4 859 784 a 5 008 192.

Pouzité porézni membriny jsou popsiny v US patentovém
spisu &. 4 102 746, kde jsou definovdny materidly, které vi-
Zou enzym, povaha a postup pro jejich vyrobu a vazba a izo-
lace enzymu pfi pouZiti rdznych materidld. V zisads jsou
tyto membrény rdzné tloustky a/nebo s riznym poltem vrstev




tvoreny trojrozmérnym polymernim pojivem typu pryskytice,
vV némZ jsou jemnd rozptyleny &4stice Plniva a soustavou
vzdjemnsd v podstaté propojenych port, jejichz rozmér se
miZe ménit v Sirokém rozmezi, s vyhodou od 0,01 do 100
mikrometry, pridemz celkovy obsah pdrd v materidlu je
PfibliZnd 50 az 75 % a dispergované &4stice plniva tvo-
¥i alespon 25 % hmotnostnich, vztaZeno na celkovou hmot-

nost membrany.

Jednou z membrén, které odpovidaji témto pozadavsum/
je membrina MpsR (FMC Corporation, Philadelphia, Pa, Usa).
Jde o mikroporézni membrdny z polyvinylchloridu a oxidu
kfemi¢itého s objemem pérd 70 a3 80 %. Primér pdrid pfi
stanoveni metodou s vtladovanim rtuti je obvykle 0,2 aZ
2,0 mikrometru. Membrina je velmi hydrofilni, m& negativ-
ni néboj, ktery je moZno zménit na kladny a jeji celkovi
Plocha je 80 m /g. Materidl neni stlac¢itelny za béZnych
podminek a jeho hustota za sucha je nizk4, 0,45 g/cm3.
Aktivni mista se nachazejl na oxidu kfemiditém, uloZeném
v porézni matrici, co3 dovoluje wvazbu organickych funkd&-
nlch skupin jako v pfipadé oxidu kfemiditého. Tato membri-
na MPS md vaznou schopnost pro DNA alespon 260 mikrogramd
na cmz. Mimoto bylo zjisténo, Ze tato membrina je stejné
jako dalsi pouzitelné membriny pfekvapivé stild v pfitomnoss
ti organickych rozpoustédel, i kdyz byla obvykle uzivéna

pouze ve vodném prost¥edi.

Polymery, které tvofi pojivo, to znamensd matrici mem-
brény mohou b¢t velmi rdzné. S vyhodou se uziji termoplas-~
tické, bé&Znd dodivané pryskyfice, zejména polyvinylchlorid,
PVC. Je vSak moZno u3it i dalsi materidly, jako polyethylen,
Plnény oxidem kfemiéitym nebo kopolymery PVC s malym mnoz-
stvim monoethylenovych monomerd, jako jsou napfiklad vinyl-
acetdt, vinylidenchlorid, propylen a podobné. Matrice miZe
byt vyrobena jesté z dalsich materidld, nap#iklad z poly-




tetrafluorethylenu PTFE, acetdtu nebo triacetdtu celulosy,
z polyamidd, napfiklad nylonu a podobné. V pfipads, Ze seo
uzije PTFE, je moZno uzit matrici, vytvofenou z fibril,
napriklad podle US patentovych spisd 4 152 661 a 4 373 519,
napfiklad s uloZenymi hydrofilnimi absorpénimi &asticemi.
Obecné je tedy moZno uZit jakoukoliv termoplastickou prys-
kyfici, kterd je snadno zm&k&ena rozpoustédlem nebo je sin-
trovatelnd pilscbenim tepla nebo tlaku, nebo kterou je moZno
snadno zpracovat na pozadovany tvar a kteri je chemicky a
fyzikdlné stdl4 za podminek, pfi nich? se postup provadi.

Jako plniva, s vyhodu v ddsticové forme, je mozZno
uzit anorganické materidly, napfiklad svrchu uvedeny oxid
kfemi&ity nebo slouceniny hliniku, napriklad oxid nebo
hydroxid hlinity nebo organické materidly, nabfiklad poly=-
sacharidy, vEetné aktivovanych celulosovych derivitd. Ne-
aktivovand celulosa byla na druhé strand v kombinaci s PVC
zcela nevhodni.

Vyslednou membrdnu je moZno aktivovat nékterym ze
znamych zplisobl, tak, aby doslo k prostfedku, ktery mize
Zajlstlt vazbu mezi membrdnou a enzymem, zvla3td mezi &ds-
ticemi plniva a enzymy. MiZe jit o vazbu chemickou adsorp-
ci, o kovalentni vazbu nebo o zesit&ni. Funkénimi skupina-
mi, které mohou byt na membrinu vdzdny jsou zejména jaké-
koliv volné aminoskupiny, karboxylové skupiny, isonitrilo-
vé, aldehydové nebo ketonové skupiny, které budou vizat
enzym S-oxynitrildzy na plnivo membrény. Vyhodnou ldtkou
je polyethylenimin, ktery bude chemicky adsorbovin na plni-
vo, napriklad v kombinaci s glutaraldehydem, na néjz se pak

bude vdzat enzym.

Jak bylo uvedeno v US patentovém spisu &. 4 102 74s6,
je moZno membrdnu, vhodnou pro pouziti pfi provddéni zplso-
bu podle vynilezu snadno pripravit tak, Ze se smisi vhodné




mnozstvi jemné rozptylené polymerni pryskyfice, jemné& roz-
ptyleného organického plniva, rozpousStédla, naptiklad
cyklohexanonu a l&tky, které reakéni slozky nerozpousti,
napifiklad vody p¥i nizkém stfihovém namdhdni za vzniku
stdlého, vlhkého, jemn& sypného prasku. Smé&s je pak moZno
vytlac¢it a kalandrovat, s vyhodou na v podstaté plochou
strukturu nebo na folii s poZadovanymi rozméry, ziskany
materidl je pak moZno nechat projit vodnou lizni k odstra-
néni rozpoustédla a pak peci prfi vyS3i teplotd za pfistupu
vzduchu k odstranéni vody. Timto zpisobem se ziskd mikro-
porézni, rozmérové stdld, polotuhd, nerozpustnd, pro ka-
palinu permeabilni membr&nu, na ni je pak moZno nékterym
ze svrchu uvedenych zplsobl vizat enzym.

V jednom z vyhodnych provedeni je moZno zdkladni,
chemicky jesSté neaktivovanou membrinu pfipravit ndsleduji-
cim zplisobem: FSlie porézniho materidlu se pripravi tak,

Ze se nejprve za sucha smisi 9,07 kg polyvinylchloridu ..
ConocoR 5385 s velikosti &&stic, kteri projde sitem s pra-
mérem ok 180 mikrometrd a 18,14 kg Hi si1k 233, vysrdZené-
ho hydratovaného oxidu kfemiditého pribliZné na 3 minuty

v misficim zafizeni s nizkym stfihovym namahdnim pro miseni
kapalin a pevnych ldtek (Patterson Kelley). Pak se za sta-
1ého michdni v pribdhu 20 minut pridd pomoci &erpadla 24,8
kg rozpoustédla, napfiklad cyklohexanonu. Pak se k michané
smési v prib&hu ndsledujicich 20 minut pfidd jedté 26,8 kg
vody, ¢imz se ziskd vlhky, stdly, volnd sypny prédsek. Ten-
to prdsek se pak vlozi do vytladovaciho zarizeni, opatfené-
ho Sroubem, s teplotou p#ibliZnd 48,9 °c a vytlacdeny mate-
ridl se nechd projit mezi vdlci kalandru, &im3 se ziskd v
podstaté plochd félie s tloustkou 0,5 mm. Tato f3lie se

pPak nechd projit extrakéni 1lidzni s vodou o teploté 76,7 °c
a pak se 6 minut suSi v horké suSici peci za pristupu vzdu-
chu pfi teploté 107,2 °C. Takto ziskani porézni fdlie m&

pomérné Sirokou distribuci priméru pérd v rozmezi 0,01 a2
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100 mikrometrd a stfedni primér pdrld v rozmezi 0,15 a3
0,25 mikrometrd p¥i stanoveni vtladovinim rtuti. Celko-

vd poréznost tohoto materidlu je pfibliZn& 65 % objemo-
vych a obsah dispergovaného plnivaj, napfiklad oxidu kFemi-
¢itého je pfibliZné 56 % hmotnostnich. PFi provddéni bdi-
nych zkouSek se voda vsdkne rychle do materidlu bez pouZi-
ti jakéhokoliv tlaku, coZ znamend, Ze pdry jsou v podstatéd
propojey od jednoho povrchu ke druhému povrchu.

Takto pripravenou membrdnu je pak moZno chemicky mo-
difikovat v pfipadé potfeby pomoci vazného &inidla, tak,
aby bylo moZno pevnéji vdzat enzym S-oxynitrildzy, nédsle-
dujicim zplsobem: nezpracovanid membrina se inkubuje ve
vodném roztoku polyethyleniminu PEI s rozv&tvenym retédz-
cem s molekulovou hmotnosti 50 000 s obsahem 5 g této ldt-
ky na 100 ml roztoku pfi teplot& mistnosti 1 hodinu. Pak
se membrina opldchne vodou a 1M roztokem chloridu sodného
k odstranéni jakéhokoliv neabsorbovaného PEI.Zkousku je
mozZno provést pomoci kyseliny trinitrobenzensulfonové. V
pfipadé, Ze je pfitomna alifatickd aminoskupina, vznikne
Po naneseni této kyseliny intenzivné oranZové zbarveny
ﬁrinitrofenylaminoderivét. Obsah dusiku na takto zpraco-
vané membridné je moZno kvantitativné vyjadfifelementirni
analyzou, zpracovand membrdna obsahuje v su3iné nap#iklad
1,25 % dusiku ve srovndni s nezpracovanou membrinou, kterd
v sus3iné obsahuje 0,02 % dusiku. Chemickd adsorpce PEI na
membrdnu je v podstaté irreversibilni, to znamend, %e ji
neni moZno zruSit inkubaci s roztoky s vysokou iontovou
silou, napfiklad s 1M chloridem sodnym nebo s 1M smési
hydrogenfosforeé¢nanu a dihydrogenfosforeénanu draselného
Pri pH v rozmezi 3 aZ 9. Pouze v pfipadé pouziti silné& ky-
selych podminek, napfiklad p#i inkubaci v 1M kyselin& chlo-
rovodikové po dobu 2 hodinmiZe dojit k &dsteéné desorpci
aZ do 50 % obsahu ‘dusiku, jak je moZno prokdzat elementdr-
ni analyzou. Celkovy povrch zpracované membriny p#i sta-
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noveni podle normy BET je 55,4 mz/g, hodnota pro kon-
trolni membrdnu je 81,1 mz/g. Jinak md membrdna zpracova-
nd pisobenim PEI stejnou propustnost jako nezpracovana
membrdna bez ohledu na pouzity pufr nebo poufitou ionto-

vou silu,

Pax se na membrdnu, kteri byla chemicky aktivovdana
nejprve pomoci PEI svrchu popsanym zplisobem a pak po na-
vdzani vazné skupiny, napfiklad glutaraldehydové skupiny,
na niz se enzym miZe vizat, navdie enzym. Reakéni sloZky
se pak uvedou do styku s enzymem pfi pritoku pdry membri-
ny. Pritok reakéniho prostfedi se s vyhodou ¥idi tak, Ze
se membrdna nebo ndkolik vrstev membrdny ulozi do krytu
nebo jiného zarizeni tak, Ze okraje membrdny jsou zachyce-
ny za vzniku reaktorové jednotky. V pfipadé potreby je
moino vytvofit pfivod a odtok reak&niho prostfedi tak, aby
prostfedi protékalo k povrchu nmembrdny pozadovanym zptso-
bem. Typickymi reaktory tohoto typu ve formé kotoudd jsou
naptiklad ACTI-DISKY a AcTI-MODR (FMC Corporation, Phila-
delphia, PA, USA). Druhy z t&chto reaktort je tvofen né-
kolika vrstvami membriny pro vyssi déinnost. To znamen§,
Ze pojem "membrina" znameni v pribéhu pfihlasky jednu ne-
bo vétSi podet vrstev membriny, pficemz konedni poZadovani
tlousfka se snadno stanovi b&Znymi pokusy. V ndsledujicich
prikladech obsahovala pou3iti matrice ACTI-DISKY jednu az
pét vrstev membriny, napfiklad jednu membrénu v p¥ikladech
2, 3, 6 a 7 a pét vrstev v pfikladech 1, 4 a 5.

PoZadovany kyanhydrin je pak moZno izolovat odstra-
nénim kyseliny kyanovodikové a rozpoustédla destilaci.

Vyndlez bude ddle osvétlen prikladovou &isti. PouZi-
té rozméry sit jsou oznadovany podle normy ASTM Standard
Ell1-87.
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Priklady provedeni vyndlezu

Priklad 1

Pfiprava S-(kyano)-(3-fenoxyfenyl)methanolu z kyanovodiku
a 3-fenoxybenzaldehydu v di-n-butyletheru p¥i teplotd

mistnosti

Stupen A Immobilizace enzymu S-oxynitrildzy na porézni

matrici

Matrice ACTI-DISKR, obsahujici membrdnu s obsahem
polyvinylchloridu a oxidu kremiditého (MPSR folie, FMC
Corp., Philadelphia, PA) byla po pfedbézZném zpracovini
polyethyleniminem uloZena do standardniho reaktoru, opa-
tfeného Cerpadlem. reaktor byl tvofen odmérnym kapalino-
vym Cerpadlem s maxim&lni kapacitou 10 ml za minutu, &er-
padlo bylo spojeno ve vystupni &4sti &irou, ohebnou trubi-
ci z plastické hmoty se vstupem k matrici ACTI-DISK, je=-
jiz vystup byl spojen se zisobnikem s objemem 100 ml, kte-
ry byl propojen trubici se vstupni &4isti Serpadla. Matri-
ce ACT-DISK (Biosupport Materials, Chemical Products Group,
FMC Corporation, Philadelphia, PA) je tvofena krytem z plas-
tické hmoty s primérem 63,5 mm a tlousStkou 6,4 mm, vstupni
otvor je na jedné z plochych stran a vystupni otvor na
opaéné ploché strané. V krytu z plastické hmoty je uloZeno
pét vrstev permeabilni porézni membrdny, kterd je tvoifena
hydrofobni polymerni matrici z polyvinylchloridu, jemné
rozptyleného hydrofilniho plniva na bazi oxidu kfemidité-
ho, dispergovaného rovnomérné v matrici z pryskyfice a

vzdjemné propojenou siti mikropdri.

Do zdsobniku se ulozi 25 ml vodného roztoku glutar-
aldehydu s obsahem 5 % hmotnostnich této litky k navdzini
N-termindlniho zakoleni enzymu na ACTI-DISK, modifikovany




- 13 -

PEI a roztok byl &erpédn rychlosti 8 ml za minutu pres
matrici ACTI-DISK celkem 60 minut. Pak byl roztok na-
hrazen 50 ml vody a voda byla matrici ¢erpdna celkem
30 minut a pak byla ze zisobniku odstranéna.

28 ml vodného roztoku enzymu S-oxynitrildzy, zis-
kaného ze 7 dnl starych vy¥honkd hybridu &iroku Sorghum/
/Sudan (obsah bilkovin 54 mg/ml, G&innost enzymu 10,7
jednotek/mg bilkoviny) bylo zXedéno na 100 ml 0,05M
pufrem s obsahem octanu sodného o PH 5,4 a roztok byl
ulozZen do zdsobniku a pak 30 minut pfederpivdn matrici
ACTI-DISK. Po této dobé& byl pratok matrici obrdcen, tak
aby bylo moZno enzym plné a rovnomérné navidzat na mem-
branu, Obricenym smérem byl roztok &erpdn jestd& 30 minut.
Pak byla matrice ACTI-DISK promyta 30 minut 50 ml vody
svrchu uvedenym zplsobem. Po té&to dobd byl kryt s obsa-
hem matrice s immobilizovanym enzymem S~oxynitrildzou
vyjmut z reaktoru a uloZen do chladiciho za¥rizeni a? do

pouziti.

Stupent B Pfiprava S-(kyano) (3-fenoxyfenyl )methanolu z
kyanovodiku a 3~-fenoxybenzaldehydu v di-n-
-butyletheru p¥i teploté mistnosti

Matrice ACTI-DISXK ze stopné A s obsahem immobilizo-
vaného enzymu byla uloZena do béZného reaktoru, opat¥eného
Cerpadlem, s obihajici kapalinou. Z4sobnik v tomto systému
mél objem alespofi 250 ml. Z matrice byl odstran&n zbytek
vody kontinudlnim éerpdnim malého mnoistvi di-n-butylethe~
ru pres membrdnu po dobu p¥ibliZné& 30 minut. P¥i typickém
provddéni postupu byl do zdsobniku uloZen roztok, obsahu-
jici 5,1 g, 0,026 molu a% 24,8 g, 0,25 molu 3-fenoxybenz-
aldehydu ve 100 ml di-n-butyletheru. Do tohoto roztoku by-
lo injekéni st¥ikadkou pfidino 1,1 moldrniho ekvivalentu
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kyanovodiku. Roztok byl michin do Gplného rozpusténi
kyanovodiku. Pak byl roztok Cerpdn matrici ACTI-DISK
rychlosti 1 ml aZ 5 ml za minutu. V urcitych &asovych
intervalech byly odebirdny vzorky pro analyzu. Po ukon-
Ceni reakce, obvykle po 24 hodindch byla reakéni smés

z reaktoru vylerpdna a matrice ACTI-DISK pak byla pro-
pldchnuta 25 ml di-n-butyletheru, ktery byl po urditou
dobu Cerpdn pfes matrici. Po tomto propldchnuti je re-
aktor pfipraven ke zpracovani dalsi vsdzky.

KaZdy vzorek reakdni smési byl dvakrat analyzovén.
Jedna z analyz byla provedena ke stanoveni celkové premé-
ny 3-fenoxybenzaldehydu na (kyano) (3-fenoxyfenyl)methanol,
kdezto druhou analgzou byl stanoven pomér isomerd S/R v
ziskaném produktu.

Ke stanoveni pfemény na (kyano)(3-fenoxyfenyl)- '
methanol se uloZi vzorek reakéni smési s objemem 0,1 ml
do naddoby pro vzorek v plynovém chromatografu a zfedi
1 ml methylenchloridu. Pak se pfidd 1 ml N,O0-bis(trimethyl-
silyl)trifluoracetamidu. Nddobka se uzavie a protfepe, ne-
cha se 15 minut stdt a pak se vzorek roztoku vst¥ikne do
pPlynového chromatografu s pfislusnym programem.

Ke stanoveni poméru isomeru S/R (kyano) (3-fenoxy-
fenyl)methanol se vzorek reakéni smési s objemem 0,5 ml
uloZi do n&dobky, pfidaji se t#i kapky chloridu kyseliny
S-(—)-alfa-methoxy—alfa-(trifluormethyl)fenyloctové a pét
kapek pyridinu. V¢slednd reakéni smds se smisi a necha
jednu hodinu reagovat. Po této dobd se pridd jes$td 1 ml
vody a 1 ml ethylacetdtu, vysledni smds se protfepe, ethyl-
acetdtovd vrstva se odebere a ulo3i do nadobky pro vzorek
v plynovém chromatografu a vzorek se vstfikne do pfislusné
Programovaného plynového chromatografu.
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V ndsledujici tabulce jsou uvedeny vysledky ze
sedmi vsdzek, jimiZ byl svrchu uvedenym zplsobem pfipra-
ven S-(kyano)(3-fenoxyfenvl)methanol

vsdzka 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 %4,0 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 z kyanovodiku
a 3-fenoxybenzaldehydu v di-n-butyletheru p#i teplotd 6 °c

S=(kyano) (3-fenoxyfenyl)methanol v tomto prikladu
byl pripraven zplisobem podle pfikladu l. Reaktor, opatre-
ny Cerpadlem se 1i$il v tom smyslu, Ze matrice ACTI-DISK
obsahovala pouze jednu vrstvu mikroporézniho materidlu,
permeabilniho pro kapalinu, s immobilizovanym enzymem S-
-oxynitrildzou. V tomto pfikladu byla matrice ponofena do
ldzné, udrZované na stilé teploté 6 °C. Reakce byla opako-
vdna po vsdzkdch celkem Sestndctkrdt. Pro kaZdou vsizku
bylo uzito 1,0 g, 0,005 molu 3-fenoxybenzaldehydu a pfe-




bytek 0,4 aZ 0,5 ml kyanovodiku ve 25 ml di-n-butyletheru.
Roztok byl Serpdn rychlosti 4 az 5 ml za minutu. Vysledky
pfipravy S-(kyano)(3-fenoxyfenyl)methanolu pro vSech 16

vsdzek jsou shrnuty v ndsledujici tabulce:

vsdzka cas preména pomeér
(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
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"
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Priklad 3

Priprava S—(kyano)(3-fenoxyfenyl)methanolu z kyanovodiku
a 3-fenoxybenzaldehydu vV terc.butymethyletheru pPEi
teploté mistnosti

S—(kyano)(3—fenoxyfenyl)methanol byl pfipraven v pod-
staté zplsobem podle prfikladu 1. Reaktor, pouzity v tomto
pfikladu se 1i8il tim, Ze matrices ACTI-DISK obsahovala
pouze jednu vrstvu mikroporézniho materidlu, propustného
Pro kapalinu s immobilizovanym enzymem S-oxynitrildzou.
Byly provedeny celkem t#i vsdzky. Pro kaZdou vsizku byl
uzit 1,0 g, 0;005 molu 3-fenoxybenzaldehydu a 0,5 ml kya-
novodiku, jde o pfebytek k dosazeni dplné premény a ke
kompenzaci jakychkoliv ztrit odpafenim. RozpousStddlem pro
pPrvni vsdzku bylo 50 ml di~n-butyletheru, PEfi druhych dvou
vsdzkdch bylo vidy uzZito 50 ml terc.butylmethyletheru. Kas-
dé vsdzka trvala 24 hodin. Roztok byl &erpéan ryéhlosti 5 ml
za minutu. Vysledky ptipravy S-(kyano)(3—fenoxyfenyl)metha-
nolu ve vSech trech vsdzkich jsou shrnuty v ndsledujici ta-

bulce.

vsazka rozpoustédlo preména pomér
(%) S/R

25 tr-BuOMe 74’0 58'0/42'0

26 t—-BuOMe 88,5 53,0/47,0
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Priklad 4

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

S-(kyano) (3-fenoxyfenyl)methanol byl v tomto prikla-
du pfipraven v podstaté zpusobem podle pfikladu 1. Byla
provedena jedind vsdzka pfi pouziti 25,0 g, 0,126 molu
3-fenoxybenzaldehydu a 6 ml (pfebytek) kyanovodiku ve
100 ml acetonitrilu. Reakce byla provddéna 24 hodin, re-
akéni smés byla &erpédna rychlosti 5 ml/min. Pfeména na
produkt byla 88,0 % a podil isomerd S/R ve vysledném pro-
duktu byl 52,0/48,0.

Priklad 5

Ptiprava S-(kyano)(3-fenoxyfenyl)methanolu z kyanovodiku
a 3-fenoxybenzaldehydu v tetrahydrofuranu pfi teploté

mistnosti

S—-(kyano) (3-fenoxyfenyl)methanol byl v tomto prikla-
du pripraven v podstatd zplisobem podle prikladu 1. Byla
provedena jedind vsdzka, pfi niZ bylo uZito 5,0 g, 0,025
molu 3-fenoxybenzaldehydu a 1,5 ml (pfebytek) kyanovodiku
ve 100 ml tetrahydrofuranu. Reakce byla provddéna celkem
24 hodin, reakéni smés byla &erpdna rychlosti 5 ml/min.

V pribéhu reakce bylo dosaZeno pfemény na vysledny produkt
82,0 %, pomér isomerd S/R v ziskaném vysledném produktu byl
48,0 : 52,0.
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Priklad 6

Pfiprava S-(kyano)(3- -fenoxyfenyl)methanolu z 3- -fenoxy-
benzaldehydu p#i teploté mistnosti pfi pouzZiti kyano-
vodiku jako rozpoustédla

S-(kyano) (3-fenoxyfenyl )methanol byl v tomto prikla-
du pFfipraven v podstaté zpilsobem podle prikladu 1. Reaktor
se 1iSil v tom, Ze matrice ACTI-DISK obsahovala pouze jed-
nu vrstvu mikroporézniho materidlu, propustného pro kapa-
linu s immobilizovancu S-oxynitrildzou. Byla provedena je-
dind vsdzka pri pouziti 1,0 g, 0,005 molu 3- -fenoxybenz- -
aldehydu ve 20 ml kyanovodiku. Reakce byla providéna po
dobu 24 hodin, rychlost Cerpéni byla 5 ml za minutu. By-
lo dosazeno pfemény 96,7 % na vysledny produkt, pomér iso-
merd S/R v produktu byl 58,1/41,9.

Priklad 7

Pfiprava S-(kyano) (3~ -fenoxyfenyl)methanolu z kyanovodiku
a 3- ~fenoxybenzaddehydu v diisopropyletheru pPri teploté

mlStnOStl '

Ndsledujici pfiklad prokazuje, Ze diisopropylether,
ktery byl pouzit jako rozpoustédlo napriklad v US patento-
vém spisu &. 4 859 784, jehoZ obsah byl uveden svrchu, je
v pripadé zplsobu podle vyndlezu jako rozpoustédlo zcela

nevhodny.

S-(kyano) (3-fenoxyfenyl )methanol byl v tomto pfikladu
pfipraven v podstaté zplsobem podle pfikladu 1. Reaktor se
1isil pouze tim, Ze matrice ACTI-DISK obsahovala pouze jed-
nu vrstvu mikroporézniho materiilu, pPropustného pro kapali-
nu s immobilizovanym enzymem S-oxynitrildzou. Byly provede-
ny celkem dvé vsdzky. Pro kaZdou vsizku bylo uzito 2,1 g,
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0,011 molu 3-fenoxybenzaldehydu a 0,6 ml (pfebytek)
kyanovodiku. RozpousStédlem pro prvni vsizku bylo 50 ml
di-n-butyletheru, ve druhé vsdzce bylo uZito 50 ml di-
isopropyletheru. Pfed pouZitim bylo 500 ml diisopropyl-
etheru ¢isténo prlichodem sloupcem neutrilniho oxidu hli-
nitého s rozmérem 2,5 x 28 cm. CiStény diisopropylether
byl az do pouziti skladovidn v dusikové atmosféfe. Mezi
jednotlivymi vsdzkami byl reaktor propldchanut 75 ml
¢isténého diisopropyletheru. Ka?di vsdzka trvala 23 a3
24 hodin, rychlost Cerpdni byla 5 ml/min. Vysledky p#i- .
pravy S-(kyano)(3-fenoxyfenyl)methanolu uvedenym zpi-
sobem jsou shrnuty v ndsledujici tabulce

vsdzka rozpoustédlo pfeména pom&r
(%) S/R
27 n-BuZO 89'5 94'0/6'0
28 i-Przo : 80,0 66,0/34,0
Zastupuije:
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1. Zpisob vyroby opticky aktivnich s- xyanéhydrlnu
reakci aldehydu s kyselinou kyanovedikovou, pPfi niz se
uvadi do styku organické rozpoustddlo, obsahujici kyse-
linu a aldehyd s enzymem S-oxynitrildzou, vy z n a & u -
Jici se tim 3e enzym je chemicky vdzdn na neroz-
pustny komplexni materidl, tvoreny porézni membrénou, jiz
pProchdzeji reakéni slozky, porézni membrina je tvofena po-
lymernim pryskyZi&nym pPojivem s dispergovanymi jemné roz-
ptylenymi &4sticemi plniva a soustavou v podstaté propoje-
nych pdrd, pridems porézni membrana je prostupni pro kapa-
linu s obsahem reaké&nich slozek.

2. Zplsob podle niroku 1, pro vyrobu opticky aktiv-
nich S—kyaqéhydrinﬁ reakci aldehydu s kyselinou kyanovodi-
kovou, pfi niZ se uvidi do styku organické rozpoustédlo,
obsahujici kyselinu a aldehyd S enzymem S-oxynitrilizou,
vVyznacdujici se tim, ze enzym je chemicky
vdzan na nerozpustny komplexni materiil, tvofeny porézni
membrédnou nebo vrstvami membrin s alesponi dvéma protileh-
lymi povrchy s pfedem stanovenou tloustkou, jimiZ prochi-
é%/reakéni slozky, porézrirmembrina je tvofena polymernim
pryskyfiénym pojivem s jemné rozptylenymi &isticemi poji-
va a systémem v podstaté propojenych pdra, pridemz tyto
pdry jsou vytvofeny mezi &isticemi pryskyric¢ného pojiva,
mezi Cdsticemi plniva a pryskyriénym pojivem a mezi sou-
sednimi ¢dsticemi pojiva, &dstice dispergovaného plniva
jsou v porézni membréné obsazZeny v mnoZstvi alespon 25 %
hmotnostnich, distribuce velikosti porl se nehomogenné
méni v rozmezi uvedeného povrchu v celé tlousStce materid-
lu v rozmezi 0,01 a3 100 mikront PLi stanoveni vtladovinim
rtuti a porézni membrina je prostupnid pro kapalinu alespon

jednim ze svych povrchi.
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» 3. Zpisob podle niroku 1l nebo 2, vy zna & u ji-
ci se tim, Ze membrdna je tvofena polyvinylchlori-
dem jako pojivem a oxidem kfemiditym jako plnivem.

4. Zplsob podle ndroku 1 nebo 2, v yznacdcuiji-
ci se tim, Ze membrdna je svymi okraji upevnéna v

krytu, coz brdni pritoku kapaliny témito okraji.

5. Zplsob podle ndroku 4, vy zna & u jici se
t i m, Ze kryt je opatfen vstupnim otvorem, umoznujicim
pfistup k jednomu povrchu membrdny a vystupnim otvorem,
umoZiujicim pfistup k opa&nému povrchu membriny.

6. Zplsob podle ndroku 1 nebo 2 , v yznacuiji-
ci se tim, Ze membrdna je chemicky aktivovdna ¢&i-
nidlem, schopnym vdzat enzym.

7. Zpisob podle ndroku lrnebo 2, vy zn a & u j i-
ci se tim, Ze enzym je na vazné &inidlo vizin ko-
valentné nebo zesiténim. ’

8. Zpisob podle ndroku 6, vy zn a & u jLicints e
t im, Ze membrdna je chemicky aktivovdna plisobenim poly-

ethyleniminu a glutaraldehydu.

9. Zplsob podle ndroku 1 nebo 2, vy znadu ji-
ci se tim, Ze rozpustnost aldehydu ve vodé je niz-
éilneé 2,0.mg/ml.

10. Zplisob podle ndroku 1 nebo 2, v yznacdcuiji-
ci se tim, ze se jako aldehyd uzZije 3-fenoxybenz-
aldehyd.

11. Zplisob podle ndroku 1 nebo 2, v yznadéuiji-
ci se tim, Ze se jako organické rozpoustéddlo uzije
di-n-butylether.

// .
Zastupuje: zﬁ 7’é/r%,,
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