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Zpisob p¥{prevy monoalkylestery ky-
seliny acyleminomalonové hydrolysou dial-
kylesterd kyseliny acylaminomslonové o-
becného vzorce COOR”
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RCO-NH-CH

kde R‘a R"“je alkyl s poStem uhlfkd C, s
Cy & kde R Je H, alkyl s poftem unlfk} C

a¥ 0‘1, fenyl mebo 2-chlorfenyl, 4-chlor-

fenyl, benzyl, katalyzovanou pomoci estew
rdz nebo proteindz, ktery spodivé v tom,
%e pH veakdn{ sm&si se udrfuje na opti-
wdlnd hodnotd 7,5 a¥ 8,3 pFfdavkem uhli-
&itenu smonného nebo hydrogenuhli&itenu
alkalického kovu a produkt hydrolysy, mo-
noslkylester kyseliny acylesminomelonové se

isoluje po ochlazen{ na 0 a% 5 °C a oky-
seleni minerdlni kyselinou na pH 1,5 a

3,0 vykrystalovénim z reakini sm¥ai. Mo-

' nonlkzleatory kyselin jsou dlleiitym mezi-
produktem p¥i vyrob® opticky sktivaich
sminokyselin, napi¥fklad tryptofanu.
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Vyndlez se tykd zpisobu p¥iprevy monocesterd kyseliny acyleminomelonové enzymovou
hydrolyzou kyseliny acyleminomalonové pomoci esterdéz nebo proteindz, s vyhodou pomoci
chymotrypsinu.

Monoestery kyseliny acylaninomalondvé obecného vzorce I,
H‘/,COOH

RCO - NH - ,
N\ COOR

().

kde R je H, alkyl s po¥tem uhlikd C1 o 01‘, fenyl, 2-chlorfenyl s 4-chlorfenyl nebo
benzyl a kde R'je slkyl s podtem uhlfkd C, aZ 03, predstevuil mimo jiné /zv143t¥ v pii-
ped¥ monoethylesteru kyseliny ecetsmidomalonové, R=CH3 a R'=02H5 / dlleZity meziprodukt
p¥{pravy opticky sktivntho tryptofanu.

Dosud znémé metody pFipravy monoesterd kyseliny acylaminomelonové jsou zeloZeny ne
parcidlni hydrolyze p¥fslulinfch diesterd ve vodném ethanolu /N.F. Albertson: J.Am.Chem.
Soc. 70, 1150 /1948/, L. Berlinquet: Cen.J.Chem. 32, 31, /1954//, v absolutnim ethanolu/
H, Hellmenn, K. Teichmenn, F. Ligens: Chem. Ber. 91, 2427 /1958// e hydroljze katalyzo-
vané sloufeninemi typu crownetheru /18-crown-6 v dioxenu D. H. Hunter, R.A. Perry: Synthe-
sis 1977, 37, Synthesis 1981, D. H, .Hunter, V. Patel, R. A. Perry: Cen. J. Chem. 58, 2271
/1980//.

Zmin¥né metody jsou pro primyslové vyuZitf{ nep¥{1i¥ vhodné. Nevhodnost spolivé v ne-
dostedujici konverzi hydrolyzy, nizkém vyt¥iku a nedistém produktu. P¥i hydrolyze ketelyzo-
vané 18-crown-6 je sice konverze 100 %, reakce viak vyZaduje pou%iti ekvimoldrniho mnoi-
stvi katalyzdtoru, ktery Je velmi drshy a jehoZ regenerace je obtiZnd.

Virezné zefektivnini hydrolyzy diesterd kyseliny acyleminomelonové ne p¥{sludné mono-
estery predstevuje pouiitf enzymd jeko specifickych katalyzdtord.

U diethylesteru kyseliny ecetemidomelonové je popsdns /S. G. Cohen, J. Crossley: J.
Am. Chem. Soc. 86, 4999 /1964// hydrolyza ketalyzovend oA -chymotrypsinem, kterd probfhd
stereospecificky do prvnfho stupn¥ ze tvorby monoethylesteru kyseliny acetamidomalonové.
Tento monoethylester ji% nenf dfle hydrolyzovén, konverze je tedy ve smyslu tvorby mono-
esteru 100 %.

Doposud pouffvany zplsob izolsce enzymovou reaskci vzniklého monoethylesteru kyseliny
acetamidomalonové Je viak p¥{1i¥ sloZity e zdlouhavy p¥i nizkém vytéZku reekce. Tento
zpdsob izolace spo¥ivé v okyseleni resk¥ni sm¥si e extrakci monoesteru do orgsnického roz-
poudtédle, Po vysudenf s zfiltrovénf extraktu jsou rozpoudt¥dlas odpe¥ena » monoethylester
kyseliny ecetamidomalonové Je piedi¥t¥n krystelizeci. Uvedeny zplsob izolace v3ak nend
p¥11i¥ vhodny pro primyslovou vyrobu.

Dosevadni zplsoby & jejich nevyhody p¥ekondvd zplsob p¥{pravy monoesterd kyseliny
acylasminomalonové obecného vzorce I, kde R @ R'meji vy¥e uvedeny vyznem, enzymovou hydro-
1fzou diesterd acylaminomelonové kyseliny pomoc{ esteréz nebo proteindz, ktery spoldivd v
tom, %e hydrolyze se provédf p¥i pH v rozmezf 7,5 8% 8,3, které se udriuje p¥{davkem uhli-
gitenu emonného mebo hydrogenuhliitanu sodného &i dreselného, nalei se produkt hydrolyzy,
monoester kyseliny ecylesminomalonové izoluje po ochlezeni o okyseleni minerdlni kyseli-
nou me pH 1,5 8% 3,0 vykrystelovénim z reek&ni smési.

Venikajfci monoester kyseliny acylaminomelonové lze 0dd¥lit ultrafiltraci z reskin{
sm¥si a chymotrypsin je mo¥mo vyuZit v delSich opaskovenfch hydrol¥zéch. Pro vicendsobné
poufitf chymotrypsinu se slternstivn¥ miZe eplikovet chymotrypsin imobilizoveny n&kterou
z pouff{vanfch techmik imobilizece. Hydrolyzu lze provéd¥ét & -chymotrypsinem generovenym p¥i-
mo v reekdn{ sm¥si z pFidaného chymotrypsinogenu u¥inkem stppového mnoZstvi & ~chymotry-
psinu,
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Vyhodou zpldsobu podle vyndlezu je ve srovndni s dosud znédmymi postupy podetetnd
JednoduB&i izolace monoesteru kyseliny scyleminomelonové, kdy produkt percidlni hydrolyzy
vykrystaluje po ochlazeni s okyseleni reskdn{ smdsi ve vysokém vyt&Zku.

Vfhoda zplisobu p¥ipravy monoesterd kyseliny scylsminomelomové podle vynélezu spo-
&ivd predevdim v jednoduchosti celého postupu, moZnosti precovet pouze s vodmymi roszto-
ky, ve 100 % konverzi dené enzymovou katelyzou s s tim spojenym vysokym vyt&ikem mono-
esterd /90 a% 95 %/, v &istot¥ ziskeného produktu, kdy odpsdd pFi jimfch chemickych po-
stupech nutnd rekrystalizace, kterd je spojens s moZnost{ dskerboxylace krystslovemého
monoesteru, & tim se znslnymi ztrdtami s zneZi3t&nim produktu.

Vyhodou zpisobu podle vyndlezu je rovnéZ moZnost op¥tovmého pouZitl aplikovaného
chymotrypsinu, el ji% volného/zafezenim ultrafiltrace/ mebo imobilizoveného. K vyhoddm
postupu podle vyndlezu je moZmo pFidfst i zme&nou jednoduchost udriovémi pH reskiaf sm¥si
p¥idavkem uhli¥itenu smonmého nebo hydrogemuhlilitenu dreselného &i sodného podle &s.

AO &. 247444, p¥i kterém nedochdz{ ke zvEt¥ovén{ objemu reskini sm&si, cof by v opainém
pPipad¥ /p¥i udrZovén{ pH pomoci pH statu p¥idevkem roztoku hydroxidu sodného /snifovalo
hmotnostni vyt&Zek produktu.

Dal&f vyhodou postupu podle vyndlezu je moZnost provdd¥n{ hydrol¥zy primoc surového
produktu acyls¥ni redukce isonitrosomslondiesteru ne Raney-niklu, kdy surovy produkt té-
to redukce, to je diester kyseliny acylaminomelonové, obsehuje stopy nikelnstfch s hli-
nit¥ch iontd, které nemsj{ ne katalyticky dZinek chymotrypsinu technologicky vyzmemny
vliv.

V dalsim je vyndlez bli¥e objesnén v p¥ikledech provedeni, sniZ by se Jjimi owmezovel.

P¥f¥iklea 1

Ke 4 da{ldm hmot. vody obsahujfcf{ 0,01 % hmot. techrického prepsratu -chymotrypsinu
a 0,03 % hmot. chloridu védpemstého se zm michdéni p¥idd 1 4{1 hmot. diethylesteru kyseliny
scetemidomelonové. Reakini su¥s se smichd pri 20 °C, pFifemi prib&h reskce je snedno kon-
trolovatelny jednak postupnym rozpoudténim diethylesteru kyseliny acetominomslomové a jed—
nak tvorbou oxidu uhliditého uvolAujiciho se p¥i meutrslizeci vznikejicf kyseliny.

Po skonfené hydrolyze se resk&ni sm¥s ochledi na O % o2 5 % o okysel{ komcemtrove-
nou kyselinou chlorovodikovou na pH 1,5. Vykrystslovany monoethylester kyseliny scetemi-
domalované se odsaje, promyje ledowou vodou a vysudf pki 20 °C. Vgt¥fek Zistého produktu,
to je monoethylesteru kyseliny ecetsmidomelomové t.t. 131 a% 132 °c, Eint 94 %.

P¥{klaada 2

Ke 2 d110m hmot. vody obsshujfef 0,15 % hmot. technického preperdtu ot ~chymotrypsinu
s 0,1 % hmot. chloridu vépenatého se postupn¥ za michdni p¥idd ¥ A1)l hmot. diethylesteru
kyseliny ‘acetamidomalonové a pH reskZni sm&si se udrZuje pFidevkem pevmého hydrogenuhli-
gitenu sodného na hodnoté 7,5 a% 8,0. g

Po hydrolyze vedkeérého diethylesteru se 80 % reakini sm¥si odfiltruje pFes ultrafilar
8 ke zbytku se p¥idsejf op¥t 2 dily hmot., vody @ postupn® za michén{ | d{1 hmot. diethyl-
esteru kyseliny scetsmidomalonové, pii¥emf pH reakin{ sm¥si se udriuje pr¥idevkem hydrogen-
uhli&itenu sodného na pH 7,5 aZ 8,0,

Po dplné konverzi diethylesteru ns monoethylester se opdt 80 % reskin{ sm¥si odfiltru-
Jje pies ultrafiltr a cely proces se opakuje. Z jednotlivych filtrétd se po ochlageni me O
8% 5 °C o okyseleni kyselinou chlorovodikovou ns pH 1,5 8% 2,0 ziské 92 8% 95 % teoretické-
ho vyt&Ziku monoethylesteru kyseliny scetsmidomalonové t.t. 132 aZ 3 o,
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P¥r{i{klad 3

Ke 4 d{10m hmot. vody obsshujicf 0,001 % hmot. techmického prepesrdtu &k -chymotrypsi-
nu, 0,05 % hmot, chymotrypsinogenu ¢ 0,05 % hmot. chloridu vépemetého se za michénf pFidd
1 a11 hmot. hydrogenuhliditanu dreselného s 2 d{ly hmot. diethylesteru kyseliny scetsmi-
domelonové. Ddle je reakce vedena jako v p¥fkladu 1, Vytsiek Ziastéko produktu, to je mo-
noethylesteru kyseliny acetamidomalonové t.t. 13! aZ 3 °C, &int 95 %.

P¥F{klad 4

Ke 4,5 d11dm hmot. vody obsshujici 0,01 % hmot. techmického prepsrdtu<. -chymotryp-
sinu a 0,01 % hmot. chloridu vépensatého se ze8 michdmf p¥idd 1 411l hmet. hydrogemuhlidi-
tenu draselného & 2,5 dily hmot. dimethylesteru kyseliny bLemzemidomelonové. Ddle se po-
stupuje jako v p¥fkledu V. Ziskd se 93 % momoethylesteru kyseliny benzsmidomalomové t.t.
75 % 76 °C.

P¥riklad 5

K 5 ai1dm hmot. vody obsshujicim 0,07 % hmot. techmickéhe preperdtu oA -chymotrypsimu
@ 0,01 % hmot. chloridu vépenatého se sa michén{ p¥idé 1 d{1 hmot. hydregenuhliZitemu
dreselného a 2,6 df{lu hmot. dimethylesteru kyseliny fenylacetylsminomelonové. Déle se po-
stupuje J:ko v p¥iklsdu 1. Z{skd se 94 ¥ monoethylesteru kyseliny fenylacetylsmimomelonové
t.t. 128 “C,

P¥1klsa 6

K 5 a110m hmot. vody obsshujfci 0,01 % hmot. technického prepsrétu % —chymotrypsimu
se za michdnf p¥idd 0,5 d{lu hmot, uhliZitenu smonného & 3 dfly hmot. dimethylesteru ky-
seliny 4-chlorbenzemidomslonové. Déle se postupuje jsko v p¥ikledu V. Zf{skd se 95 % mo-
nomethylesteru kyseliny 4-chlorbenzsmidomslonové, t.t. 135 a% 136 °C,

P¥ikled 17

Stejnym postupem jeko v p¥fkledu 6 se ziské z dimethylesteru kyselimy 2-chlorbemz-
amidomelonové monomethylester této kyseliny v 94 % vytéZku, t.t. 120 e% 122 °c.

P¥f¥{iklea 8

K 5 d11dm vody obsahujfci 25 % hmot. methanolu @ 0,01 % hmot. techmického prepsré-
tu ol -chymotrypsinu se zs michdnf{ p¥idd } Afl hmot. hydrogemuhlilitemu drsselmého » 3,3
d{ly hmot. dimethylesteru kyseliny dodecylamidomalomové, Déle se postupuje jsko v p¥fkla-
du 1, Ziskd se 89 % monomethylesteru kyseliny dodecylamidomslomové, t.t, 117 aZ 118 o,

PHiklad 9

Ke 4 d1ldm hmot. vody obsshujfc{ 0,02 % hmot. suspenzmiho prepsrdétu ksrboxyl este-
rasy /EC 3.1.1.1./ 2 vepFovych jJater v 3,2 M sirsnu smommého se za michénf pridd 1 Aafl
hmot. hydrogenuhliXitenu sodného & 2 dily hmot. dimethylesteru kyseliny formsmidomalonové.
Reak&ni sm¥s se michd p¥i 20 °C @ pH 7,0 8% 7,6 snalogicky jeko v p¥ikladu 1. Déle se
postupuje jsko v p¥ikladu 1. Ziské se 90 % monomethylesteru kyseliny formemidomelomové,
t.t. 127 o 128 °C,
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PREDMET VYINAKALEZU

Zpisob piiprasvy monoelkylesterd kyseliny acylsminomalonové hydrolyzou dialkylesterd
kyseliny scylaminomelonové obecného vzorce -

BOO-NHCH”
) ., COOR"’

kde R'a R’ “Je alkyl s pottem uhliki C, af C3 ® kde R je H, alkyl s potem uhlfkd C, a%
c,‘, fenyl nebo 2-chlorfenyl, 4-chlorfenyl, benzyl, katalyzovenou pomoci esterdz nebo
proteindz, vyznaleny tim, %e pH reakdn{ smési se udriuje na optiméln{ hodnot¥ 7,5 #% 8,3
pr¥{idevkem uhli&itanu emonného nebo hydrogenuhliZitanu slkalického kovu @& produkt hydro-
1¥zy, nonoslkylester kyseliny scylaminomalonové se izoluje po ochlazeni ne 0 aZ 5 % g
okyselen{ minerdln{ kyselinou na pH 1,5 ai 3, vykrystalovénim 2 reakin{ smési,
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