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1

Vynélez se tyka zplisobu pripravy D-urei-
dokyselin a odpovidajicich D-aminokyselin
enzymatickou hydrolyzou substituovanych
hydantoinf.

Neékteré aminokyseliny, majici D-konfigu-
raci (napfi. fenylglycin, p-hydroxyfenylgly-
cin), nabyly v posledni dob& znatného vyz-
znamu jako meziprodukty pro p¥ipravu slou-
¢enin pouZivanych v Sirokém mé¥ritku v pri-
myslu.

AZ dosud pouZivané chemické postupy pro
oddé&leni optickych antipodd nebo enantio-
merd vyuZivaly kyseliny sulfkafroveé.

Kyselina sulfokafrovd je 1atka nanejvyse
nékladnd, dé se ziskat jen v nizkém vyt&Zku
a neni snadno dostupnd, takZe vylohy spo-
jené s chemickym postupem jsou velmi vy-
SOk€. _

Jiny postup spocCivd v tom, Ze se nejprve
acyluje racemickd aminokyselina, pak ve
druhém stupni se selektivné hydrolyzuje a-
cylazovym enzymem D-forma a konecné se
izoluje. D-acylazy jsou viak pomérn& vzacné
a vZdy zneliSténé L-acyldzou, takZe b&hem
hydrolyzatniho procesu acylovaného deri-
véatu vznikaji nikoli zanedbatelnd mnoZstvi
L-antipodu nebo L-enantiomeru, coZ vede k
obdrzeni produktu majiciho malou optickou
¢istotu.

Z popisu k deskoslovenskému patentu C.
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AO 222 177 je zn&m postup p¥ipravy L-ure-
ido-aminokyselin a odpovidajicich aminoky-
selin enzymatickou cestou vychdazeje ze sub-
stituovanych hydantoind, kdy tyto se podro-
bi enzymatické hydrolyze v rozmezi pH za-
hrnujicim oblast od 6 do 11. Reakce je vy-
vinuta smérem k tvorbé findlnich levorotal-
nich sloudenin s moZnosti{ recyklace nehyd-
rolyzované formy.

Nyni bylo zjisténo, Ze je-li p¥isludny hy-
dantoin substituovdn zbytky, které obsahuji
alespoii jednu aromatickou skupinu véza-
nou na asymetricky atom uhliku a reakce 88
provadi v uZsim rozmezi pH, probiha reakce
selektivné i kvantitativnd do vzniku samot-
né D-formy.

Podstata zpiisobu pifpravy D-ureidokyse-
lin a odpovidajicich D-aminokyselin podle
vynalezu spolivd v tom, Ze se slouteniny
obecného vzorce

X _CO=NH
CH
™~ NH=-CO
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kde:

.-X .pledstavuje atom vodiku, skupinu OH
nebo OCHs3, podrobi enzymatické hydrolyze
s pouZitim hydropyrimidinové hydroldzy z
jater telat, nafeZ se ziskané ureidokyseliny
popfipadé hydrolyzuji varem.

Plisobenim hydropyrimidinové hydroldazy

4

(EC 3522) z jater telat na racemickou for-
mu 5-substituovanych hydantoint uvedené-
ho obecného vzorce dochézi k pFisné selek-
tivni hydrolyze D-formy. Hydrolyza se vy-
hodn& provadi p¥i pH 8,5, teplota miZe byt
udrZovédna mezi 10 a 70°C, vyhodn& na 30
stupnich Celsia.
Hydrol§za probih& podle schématu

COOH

X i (D)
CH-NH-CO-NH,
X _ CO-NH ¢

c .
@ i NH—LO X

Ponévad? D-ureido-derivédt, ktery se pii
hydrolyze tyvofi, md kyselou povahu, je nut-
no udrZovat pH na potédtetni hodnotd pii-
davkem alk4lii, jak postupuje reakce. Bylo

X
NH-Cc0O"

Z tohoto dfivodu je vysledkem nepfetrZi-
tého odstrafiovdni D-hydantoinu vznikajici
enzymatickou reakci to, Ze konelny vyté-
Zek reakce je pouze ureido-derivat v optic-
ké D-formé&. Rychlost racemizace L-hydan-
toinu je funkci jak teploty, tak i pH, a je
tim vy88i, ¢im je vyS$i teplota a ¢im je pH

X
NH' CO'NHZ

takZe ddva vznik opticky aktivni kyseling,
kterd miZe byt izolovdna ve formé o vel-
mi vysoké chemické a optické &istoté. Mimo-

to se mi¥e dosdhnout dals$iho technického

a ekonomického zlepSeni tohoto vynélezu
tim, Ze se enzym okluduje do vldknitych
struktur, jak je vyloZeno v italském paten-
tu &. 836 462. Timto zphsobem lze enzym po-
uZit opakovand namisto jedenkrét, ¢imZ se
sniZuji pracovni néklady. Kromé& toho re-
akce probihd ¢&ist§im zphGsobem, ponévadz
enzymové bilkoviny nezlistdvaji v reak&ni
smési. )

Uelem dédle uvedenych piikladd je lep-
81 osvétleni vynélezu, v Zddném piipad¥ vSak
neznamenaji jeho omezeni.

| . o
H,0
@-gn ~COOH —4— @-(’.‘H-COOH+NH3+COZ

/CO—NH
CH | (L)
~N NH-CO

. zjist&no, Ze p¥i vySe uvedenych hodnotich

pH postupuje hydrolyza a zéroveili dochézi
k soucasné racemizaci zbylého L-hydantoinu

‘podle schématu

X
CH-CO.. @_ -
®| SNH — EH COsnH (L)

H-CO

zésaditéjsi. AvSak p¥i préci p¥i pH v bliz-
kosti 8,5 je rychlost tak vysokd, Ze nepfed-
stavuje stupeil urdujici rychlost reakce.
Bylo také nalezeno, Ze D-ureido-derivat se
pii rozpusténi ve vod&€ a zahfFdti k varu za
uréitych podminek rozklddd podle rovnice

NH,

Priklad 1

176 g (1 mol) D,L-5-fenylhydantoinu se
rozmichéd v 7,5 litrech 0,1 M roztoku kalium-
fosfatového pufru pi¥i pH 8,5 pfi 30°C.

K michané suspenzi se p¥idd 125 ml roz-
toku hydropyrimidinové hydroldzy z jater
(celkova aktivita 1875 mikromol za minutu
pfi 30°C, pH 8,5; celkem bflkovin 2,75 g}.

P¥ibliZnd po 6 hodindch, kdyZ se za tce-
lem udrZeni soustavy pfi konstantnim pH
pfidalo 250 m! 4 M NaOH, reakce se pfe-
ru$ila a reak¢ni smés se ochladila na 4°C
a pH se upravilo pfidavkem 6 N HCl na 5,5.

B&hem této operace se ziskala slizovitd
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sraZenina denaturovanych bilkovin, kterd se
odstiedila. .

Supernatant znovu ochlazeny na 4°C se
upravil pridavkem 6 N HCl na pH 2,5. Bé&-
hem této operace se vysrdzi krystalicky pro-
dukt, ktery se promyje pfFibliZné jednim lit-
rem studené vody a sudi do konstantni hmot.
Produkt se krystaluje z horké smési ethano-
lu a vody v poméru 70/30 obj.

Krystaly (189 grami, vytdZek 97 %) jsou
chromatograficky stejnorodé a na zédkladé&
IC a NMR a hmotovych spekter a elemen-
tarni analyzy jde o N-karbamoyl-fenylgly-
cin. -

- Specifickd optickd rota&ni hodnota
(alfa)p® = 137° (C = 1 % v 1 N NH4OH)
odpovidajici zjiSt€né podle undajd literatu-
ry: T. Suzuki, K. Igarashi. K. Hase, Agr. Biol.
Chem. 37 (2) 411—416 (1973) pro D (—).
" N-karbamoyl-fenylglycin.

Priklad 2

Do reaktoru  opatfeného termostatickym
plastém, uvadénim dusiku, elektrodou pro
odeditani pH a otvorem pro priddvani sody
se umisti 10 litrd 0,1 M fosforecnanového
astojného roztoku, ktery obsahoval hydropy-
rimidinovou hydroldzu z jater (Celkova ak-
tivita: 7500 mikromol za minutu; celkem
bilkovin: 11 gramfi). Po probubldvini du-
sikem pribliZné b&hem 30 minut se roztok
udrZovany na 30°C doplnil 192 gramy (1
mol) D,L-5-p-hydroxyfenylhydantoinu, zatim
co se udrZovalo konstantni pH nepfetrZitym
pfiddvdnim 4 M NaOH. Po 20 hodinéch, kdyZ
spotfeba sody Cinila 250 ml, provedla se i-
zolace D-(-)-N-karbamoyl-p-hydroxyfenyl-
glycinu podobnym zplisocbem, jaky byl po-
psédn v pfikladé 1.

Ziskany surovy produkt byl krystalovédn
z ethanolu/nor.hexanu. Timto zplsobem se
ziskalo 152 grami (72% vytsZek) produktu
majiciho nésledujici vlastnosti:

Teplota tdni: 170 °C; (alfa)p? = —170° (C =
= 0,5 % ve vodé&/alkoholu 50/50 obj.).
Struktura produktu byla potvrzena vysled-
Ky elementarni analyzy, IC, NMR a hmoto-
vym spektrem ve srovndni s udaji v litera-
tufe J. Eagles, W. M. Laird, E. C. Matais,

Biochemical Journal 121, 425—430 (1971)

Sup. Publ. No. SUP 50003, Annex 1, Annex
2. :

Priklad 3

206 grami (1 mol) D,L-5-p-methoxyfenyl-
hydantoinu se rozmichalo v 10 litrech 0,1
M kaliumfosfatového istojného roztoku pri
PH 8,5 obsahujiciho hydropyrimidinovou hyd-
rolézu z jater (Celkové aktivity 7500 mikro-
mold za minutu; celkem bilkovin 11 gramii)
pri 30 °C.

Hodnota pH se udrZovala konstantni ne-
pretrZitym priddvdnim 4 M NaOH.

Po 20 hodindch, kdyZ se spotiebovalo 250

ml sody, reakce byla ukonCena a D(-])-N-
karbamoyl-p-methoxyfenylglycin se izoloval
zplsobem vyloZenym v pfikladu 1 ve vytéZku
90 %. Struktura produktu se ov&fila elemen-
tarni analyzou a IC, NMR a hmotovym spek-
trem.

Priklad 4

230 ml roztoku hydropyrimidinové hydro-
lazy z jater, o aktivit® 10800 mikromold za
minutu a majici 3,45 gramd bilkovin, se pfi-
dalo k 2,1 kg roztoku 150 grami triacetyl-
celulézy v methylenchloridu za udrZovani
intenzivniho michédni. Takto ziskand emulze
byla zvlakngna podle postupu popsaného v
italském patentu €. 8§36 462.

Takto ziskané vldkno (300 g) se vloZilo
ve formé jediného pradene do sklen&ného
sloupce (priméru 8 centimetri a vysky 60
centimetrfi) zachycenim na obou. koncich
dvéma tFfminky z nerezavéjici ocele. V1dkno
se promyvalo recyklovdnim 4 litry 0,1 M
kaliumfosfdtového dstojného roztoku o pH
8,5 tak dlouho, ‘aZ se neprokazovala enzy-
matickd aktivita v roztoku (4 promyti, cel-
kem 6 hodin].

Sloupec, do kterého bylo vloZeno vlakno,
se pak zapojil do okruhu s &erpadlem pro
recyklovani reakéni smési, pficemZ kadinka
s plastém méEla elektrodu pro nepPetrZité
mé¥eni pH a otvor pro pfiddvani 4 M NaOH
Fizené pH-statem. Do aparatury se pridalo
5 litr@ 0,02 M kaliumfosfdtového tstojného
roztoku o pH 8,5 a 176 graml (1 mol) D,L-
-fenylhydantoinu a p¥itom se spustilo Cer-
padlo k obihdni reakCni smési a pH-stat
¥idil nepretrZité priddvani sody. Po 6 hodi-
nach pii spotiebé 4 M NaOH 250 ml byla
reakce prerudena. Reak{ni smés byla vyjmu-
ta. Vldkno se promylo 4 litry vody. Reak€ni
smés a promyvaci vody z vldkna se zahusti-
ly ve vakuu p¥ibliZné aZ na 3 litry, ochla-
dily na 2°C a zpracovaly 6 N HCl na pH
2,5. Po tricetiminutovém zréani se sraZenina
odfiltrovala a vysuSila do konstantni hmot-
nosti.

Takto ziskaného preduktu bylo 180 gramid
(93% vytsZek) a bylo zjisténo, Ze jde o
D-(-)-N-karbamoyl-fenylglycin (t. t. 200°C;
(alfa)p?® ='—135 (C = 1 % v 1 N NHsOH).

Prfiklad 5

K ziskéni D-(-)-N-karbamoyl-p-hydroxy-
-fenylglycinu z D,L-5-para-hydroxyfenylhy-
dantoinu se pouZilo téZe aparatury jako v
prikladu 4 s tim rozdilem, Ze k&dinka s
plastém byla uzaviena a byla opatifena na-
vic privodem dusiku. Ze 192 grami (1 mol)
D,L-p-hydroxyfenylhydantoinu se ziskalo po
60 hodinové reakci postupem popsanym v
pfedchozich prikladech 160 gramf (76% vy-
t&Zek) D-{-}-N-karbamoyl-p-hydroxyfenyl-
glycinu [t. t. 200°C; (alfa)p? ='175° (C =
= 0,5 % v alkohol-vod& 50/50 obj.)].
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Pfiklad 8

Za pouZiti aparatury popsané v pfikladé
4 se z 206 grami (1 mol) D,L-5-p-methoxy-
fenylhydantoinu ziskalo 200 gramé (89%
vytdZek) D-(-)-N-karbamoyl-p-methoxyfenyi-
glycinu.

Priklad 7

194 gramit (1 mol) D-[-])-N-karbamoylfe-
nylglycinu ziskaného postupem popsanym v
pfikladé 4 se rozmichalo v 5 litrech vody.
Suspenze se upravila pridavkem nasycené-
ho roztoku NazCO3 na pH 4.

Suspenze se zahfivala k varu b&hem 8
hodin, pFifemZ se upravovala hodnota pH,
ktera stoupala pfileZitostné z 5 na 4 pFidav-
kem Amberlitu [. R. 120 (H*)}. Celkem se
ptidalo 400 ml pryskyfice.

Z horkého roztoku se oddélila pryskyfice,
odpafilo se za sniZeného tlaku na objem
1 litru, pak se zchladilo a pfiddvala se 6 N
HCl na pH 2. Ziskané krystaly byly odfilt-
rovdny, promyty vodou a suSeny za sniZe-
ného tlaku do konstantni hmotnosti.

Timta zplsobem se ziskalo 88 gramd (0,045
mol) D-(-}-N-karbamoylfenylglycinu.
(alfa}p? == —136,9°. Z matefnych louhd to-

hoto produktu po upraveni pH na hodnotu
6 a po odpafeni za sniZeného tlaku se zis-
kalo 70 grami (0,46 mol) D-(-)-fenylglyci-
nu o {alfa)p® = —154° (C ='1 % v 1 N
HCl1).

Struktura l4tky byla potvrzena elementér-
ni analyzou, IC, NMR a hmotovym spektrem.

Priklad 8

Podobnym zplsobem, jak bylo vyloZeno
v piikladu 7, aviak provedenim reakce v
dusikové atmosféie se ziskalo z 210 grami
(1 mol) D-(-}-N-karbamoy!l-p-hydroxy-fenyl-
glycinu po 9 hodinovém varu 67 % (40%
vytéZek) D-(-)-p-hydroxyfenylglycinu o
(alfa)p?® = —154° (C ='0,5 % v 1 N HCI).

Nezhydrolyzovaného D-{-)-N-karbamoyl-p-
-hydroxyfenylglycinu bylo 100 gramid (47%
vytéZzek) o (alfa)p?® =' —175° (C = 0,5 %
v ethanol-vod& 50/50 obj.). '

Priklad 9

Jak bylo popsano v prikladu 7, z 224 gra-
mi (1 mol] D-(-)-N-karbamoyl-p-methoxy-
fenylglycinu pfipraveného podle postupu vy-
loZeného v prikladé 8 se obdrZelo 80 gramd
(44% vytdZek) D-(-)-p-methoxyfenylglycinu.

PREDMET VYNALEZU

1. Zpisob piipravy D-ureidokyselin a od-
povidajicich D-aminokyselin, vyznacujici se
tim, Ze se sloudeniny obecného vzorce

X CO-NH

v
?f:>—CH |
S NH-CO

kde X predstavuje atom vodiku, skupinu OH
nebo OCH3, podrobi enzymatické hydrolyze
pfi pH 8 aZ 9 s pouZitim hydropyrimidinové
hydrolazy z jater telat, naCeZ se ziskané u-
reidokyseliny popfipadé ‘hydrolyzuji varem.

2. Zplsob podle bodu 1 vyznafujici se
tim, Ze enzymatickd hydrolyza se provadi
pii teploté 10 aZ 70 °C.

Severografia, n. p., zdvod 7, Most
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