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Vyndlez se tykd zplsobu d¥leni optickych isomerd derivdtld fenylelaninu substituove-
nych v p-poloze. Tyto derivdty fenylaleninu jsou souddsti syntetickfch peptidd, které mohou
slou¥it nap¥. jako selektivnd natriureticky plsobici ldtky & pro tento dlel Je¢ nutno je p¥i-
pravit v opticky jednotné form&.

Ji¥ dPive bylo zjisténo, %e pomoci penicilin-emidohydroldzy (B. C. 3.5.1.11.) je mo#no
0d5t¥pit mcylovou skupinu z L-formy sminokyseliny (Lucente G., Romeo A., Rossi S.: Experien-
tie 21, 317 (196%5); Sov&tské m.o. 487940; Britsky patent ! 369 462; &sl. s.o. 209 633
a Vojtidek V., Slezdk J.: Folia Microbiologica 20, 224 (1975); Simek P. & kol.: Gollect.
Czech. Chem., Commun. 46, 2 263 (1981). Ddle bylo zji¥téno, %e specifite enzymw neni zcela
abgolutni a %e i D-forma aminokyseliny je uvolnovédne s acylovanéhe deriwéiu. Pro derivéiy
fenylalaninu substituovené v p-poloze viak tatc metoda enzymetického Bi&peni{ nebyle dosud
ovédena.

Pi‘edmétem vyndlezu je zplsob enzymetického déleni optickych isomer} derivdtd fenylale-
‘ninu substituovanych v p-poloze obecného vzorce (I), '

) ' x—@‘cuz-c'mmcom{ (1),

M,

kde X je alkyl obsehujici 1 a¥ 4 atomy uhliku nebo halogen, jehoZ podastatou Je, %s D,L~
~N-fenylacetylderivdat fenylelaninu, zejméns D,l-N-fenyleceiyl-p-ethylfenylalanin, se inkubuje
s enzymy s penicilinamidohydroldzovou aktivitoun, s vyhodou s jejich nerozpustnymi formemi,

8 to diskontinudlnim nebo kontinudlnim zplisobem v rozmezi iteplot 15 &% 45 0G, p#i hodnotéich
pH 7,0 8% 8,5, s vyhodou 7,6 a2 7,8, & vanikld smds derivdtu L-fenylelsninu a D-N-fenyl-

s
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acetylderivdtu fenylaleninu, zejména L-p-ethylfenylelenin a D-N-fenylacetyl-p-ethylfenyl-
alanin, se d8li, s vyhodou pomoci m¥nide iontl. Enzymovou reeskci Jje vyhodné vzhledem k opti-
mélnimu sloZeni produktu zsstavit, kdy% je dose¥eno konverze, pPi které je3t3 nedochézi

ke 3tépeni ecylu z D-formy eminokyseliny. Postup vyuZivajici penicilinemidohydroldzy (E.C.
3.5.1.11) nebo nerozpustnd formy tohoto enzymu, nap¥. enzymu zakotveného na bunkdch B¢ me-
gaterium (8s. AO X. 208 931), navzdjem vdzenych bundk E. coli (8s. AO &. 203 607) mejicich
zachovanou penicilinemidohydroldzovou aktivitu, zesiténych s permeabilizovenych produkénich
bun¥k mikroorganismd (8s. AO &. 201 621) nebo agregovanych bun&k (¥s. A0 &. 197 101) je
zv143t8 vyhodny z hlediske snadnosti izolace produktu a moZnosti préce v kolonovém uspoiéd-
déni. Pro z{skdni opticky jednotného produktu je nezbytné sledovat pribdh reekce vhodnou
metodou nap#. kapalinovou nebo plynovou chromatografii a reakci zastevit pfi vhodném stupni
konverze, s vyhodou 50 %, nebot jinak dojde k postupnému od3tdpeni scylu i z D-formy
substrédtu,.

Zpdsob d¥leni optickych antipodd je dédle objasn¥n v piikladech provedeni:
Priklaada |
L-p-ethylfenylalanin

K suspenzi D,L-p-ethylfenylslaninu (2 g) v 2¥ NeOH (7 ml) byl p¥i 10 %¢ po ¥dstech bihem
30 min. p¥idévén fenylacetylchlorid (3 ml) a dals{ oM NeOH, tak aby pH sm&si bylo ~~ 12, Po-
té byla suspenze michdna jes3td 2 h p¥i teplotd mistnosti. ReakZn{ sm&s byla okyselena koncen-
trovenou kyselinou solnou ne pH 2 a uloZena pies noc do lednice. Produkt byl odsdt, promyt
vodou, vysuden a pFekrystalovén z 30% ethanolu. Bylo ziskdno 2,65 g (82 %) 1dtky o t. t.
146 a 149 °C.

Rp 0,93 (s 1), 0,50 (s 2), 0,86 (S 3), 0,61 (S 4).
Pro C‘9H21N03 (311,4)

vypo&teno: 73,29 ¥ C, 6,80 % H, 4,50 % N;
nalezeno: 72,98 ¥ ¢, 6,67 % H, 4,32 % N,

Vznikly meziprodukt (fenylacetyl-Di-p-#éthylfenylalanin 1,1 g) byl suspendovdn ve vod¥
(40 ml) & pH bylo upraveno na hodnotu 7,5 p¥idavkem 0,1 M NeOH (3,1 ml). K vzniklému rozto-
ku byl pfidén 0,2 M fosfétovy pufr (13 ml) o pH 7,5 & navzédjem vdzané bunky E. coli ziskené
podle &s. AO &. 203 607 v mnoZstvi 1 g a sm¥s byla michdna p¥i 40 °g.

Pomoc{ kapalinové chromatografie byl sledovén pribdh Zt&peni MeOH-0,05% kyselina
trifluoroctovd 80:20): hodnoty k': kyselina fenyloctovd - 1,19, fenylacetyl-p-ethylfenyl~
alenin - 2,11, p-ethylfenylelanin - 2,84. Po 3 h byla reskén{ sm¥s zfiltrovdna, okyselens
1M HCl (10 ml), zfiltrovéne 2 nanesens na sloupec sulfondtového latexu (60 ml). Po promyti
vodou byl produkt eluovédn 15% pyridinem a odpafen. Bylo ziskéno 234 mg (68,5 %) L-p-ethyl-
fenylaleninu dle tenkovrstvé chromatografie ve &tydech rozpoudtddlovych systémech a dle
elektroforézy pi¥i dvou rozdilnych pH shodného se stendardem. Optickd &istota zJjisténd
pomoc{ vysokotleké kepalinové chromatogrefie s chirdlni mobilni{ fdzif (0,008 m01.1”" L-fe-
nylalanin a 0,004 mol.l"1 CuSO4 - methanol; (55:45) byla > 99% a teto hodnota byla potvrze-
na i inkubaci vzorku s oxiddzou L-sminokyselin. Produkt byl pPekrystalovén z 1M HCl; t. t.
206 az 208 °C, [a] ) - 23,9° (c 0,12; vods). Literatura (Zhuze A. L., Jot K., Kasafirek E.,
Rudinger J.: Collect. Czech. Chem. Commun. 29, 2 648: 1964) uddvé EﬂD-23,1° {ec 0,12
voda). )
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Priklad 2
L-p-methylfenylalenin

Fenylecetyl.~D,l~p-methylfenylalanin byl inkubovén siejnym zpisobem Jjeko v p¥ikladu 1,
s vyjimkou toho, Ze byl pouZit enzym zekotveny na bunkdch Bacillus megaterium (&s. AO
&. 208 931). Po izolaci byl ziskdn ve vyt&Zku 65 % ¥isty L-p-methylfenylalanin shodny svymi
vlastnostmi se standerdem (Zhuze A. L. & spol.s Collect. Czech. Chem, Commun., 29, 2 648
/1964/). Optickéd ¥istota byla ovéfena stejnym zpisobem jako v piikladu 1.

P¥rLklad 3
L-p-chlorfenylalanin

Fenylacetyl-D,L-p~chlorfenylalenin byl inkubovén jako v pfikiadu 1 s vyjimkou toho, Ze
bylo pouzito zes{t¥nych a permeabilizovanych bunék (&s. AQ &. 201 621)., Obvyklym zpracovénim
byl ziskén L-p-chlorfenylalanin ve vytdZku 52 %, Jjeho% optickd &istota byla ov&fena stejnd
jeko v p¥ikledu 1.

PREDMET VINALEZU

1. Zpisob enzymatického d¥leni optickych isomerd derivédtd fenylaleninu substituovanych
v p-poloze obecného vzorce (I), ’

X»<E§§>—Cﬂzw?H-COOH (1)

NH,

kde X je alkyl obsahujic{ 1 2% 4 atomy ubliku nebo halogen, vyznadeny tim;, %e D,L-N-fenyl-
scetylderivét fenylelaninu, zejméne D,l~N-fenylacetyl-p-ethylfenylelanin, se inkubuje s enzy-
my s penicilinamidohydroldzovou sktivitouw, s vyhodou s jedich nerozpustnymi formemi a te
diskontinudlnim nebo kontinudlnim gplsobem v rozmezi teplet 15 a% 43 °C, p¥i hodnotéch

pH 7,0 a% 8,5, s vyhodou 7,6 a% 7,8, o vznikld smds derivédtu L-fenylalasninu a D-R-fenylace-
tylderivédtu fenylaleninu, zejuéne L-p~ethylfenyleleninu 8 D-N-fenylaceiyl-p-ethylfenylelani-
na se d¥li, s vyhodou pomoci m&nife ionti.

2. Zpisob podle bodu 1, vyznadujici se tim, %e enzymovd reakce je zastavens, kAyZ Je
dosefeno konverze, pPi které Jedtd nedochdz! ke 3tspeni acylu z D-formy eminokyseliny.
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