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znkm pod oznalenim glyfosét. Tento zplsob zahmuje
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katalasu.
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Oblast techniky

Vyndlez se tyka zpusobu vyroby N-{fosfonomethyl)-
glycinu hydrogenaci smési vzniklych reakci glykolové
kyseliny s kyslikem ve vodném roztoku obsahujicim
aminomethylfosfonovou kyselinu (AMPA) a enzymy glykolat
oxidasu {(S)-Z—hydréxykyselina oxidasu, EC 1.1.3.15]

a katalasu (EC 1.11.1.6). N-(fosfonomethyl)glycin je
postemergentni fytotoxickd latka a herbicid se Sirokym
speXtrem U¢innosti, uziteény pfi regulaci rustu Sirokého

rozsahu rostlin.

Dosavadni stav techniky

Glykolat oxidasa je enzym, ktery se béiné nalé:za
v bunkach listd zelenych rostlin a savéich bunixdch a ktery
Xatalyzuje oxidaci glykolové kyseliny na glyoxylovou
kyselinu za soucasné tvorby peroxidu veodiku. Tuto reakci lze

popsat nadsledujici chemickou rovnici:

HOCH,CO,H + O, > OCHCO,H + H,0,

N. E. Tolbert et al., (J. Biecl. Chem., sv. 181,
str. 905 ~ 914 (1949)) poprvé ozndmili objev enzymu
extrahovaného z listh tabdku, ktery katalyzuje oxidaci
glykolové kyseliny na Kyselinu mravencéi a oxid uhliéity pfes
tvorbu meziproduktu, kterym je glyoxylova kyselina.
Pridavkem urc¢itych slouéenin, jako je ethylendiamin bylo
moZno omezit dalsSi oxidaci intermedidrni glyoxylové
kyseliny. Podle této citace se oxidace provadéji pri pH
priblizZné 8, obvykle‘za poﬁiiti kyseliny glykolové v
koncentraci pfibliZné 3 aZ 40mM (mmol/l). Optimdlni hocdnota
PH pro oxidaci glykolatu je Udaje 8,9. Bylo ozndmeno, :ze




kyselina Stavelova (v 100mM koncentraci) inhibuje
katalytické pusobeni glykoldt oxidasy. Podébné, K. E.
Richardson a N. E. Tolbert, J. Biol. Chem., sv. 236. str.
1280 - 1284 (1961) ukdazali, ze pufry obsahujici
tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) inhibuji tvorbu
kyseliny Stavelové pri oxidaci glykolové kyseliny, kterad je
katalyzovana glykoladt oxidasou. C. O. Clagett, N. E. Tolbert
a R. H. Burris (J. Biol. Chem., sv. 178, str. 977 - 987
(1949)) oznamili, Ze optimdlni hodnota pH pro oxidaci
glykolové kyseliny kyslikem, kterid je katalyzovdna glykolat
oxidasou, je pribliZné 7,8 - 8,6 a optimdlni teplota leZi v
rozmezi od 35 do 40 ©c.

I. Zelitch a S§. Ochoa [J. Biol. Chem., sv. 201,
str. 707 - 718 (1953)] a J. C. Robinson et al., {J. Biol.
Chem., sv. 237, str. 2001 - 2009 (1962)] oznamili, Ze tvorba
kyseliny mravencéi a oxidu uhlic¢itého pfi oxidaci glykolové
kyseliny pusobenim glykolat oxidasy ze sSpendtu je disledkem
neenzymatické reakce peroxidu vodiku s glyoxylovou kyselinou.
Tito autori zjistili, Ze pridavkem katalasy, coZ Jje enzym,
ktery katalyzuje rozklad peroxidu vodiku, je moZno podstatné
zlepsSit vytézky glyoxylové Kyseliny tim, Ze se potladi
tvorba kyseliny mravenéi a oxidu uhliéitého. Také bylo
zjisténo, :Ze lze podstatné zvysit stabilitu glykolat oxidasy
pridavkem FMN (flavinmononukleotidu).

N. A. Frigerio a H. A. Harbury [J. Biol. Chem., sv.
231, str. 135 - 157 (1958)] ozndmili prfipravu a vlastnosti
glykolova kyselina oxidasy, izolované ze S$pendtu. Bylo
zjisténo, Ze tento purifikovany enzym je velmi nestaly v -
roztoku. Tato nestdlost byla vysvétlovdna pomérné slabou
vazbou flavinmononukleotidu (FMN) k déinnému mistu enzymu a
disociaci en;ymaﬁicky éinnych tetrameru a/nebo oktameru
enzymu na enzymaticky neuéinné monomery a dimery, které se
nevratné agreguji a srazeji. Pridavkem FMN (flavinmononukle-




otidu) k roztokum tohoto enzymu bylo moZno dosdhnout
podstatného zvySeni stability enzymu. Vysoké koncentrace
proteinu nebo vysokd iontova sila jsou schopny enzym udriet

ve formé oktameru nebo tetrameru.

Existuji Cetné dalsi odkazy, které se vztahuji k
oxidaci glykolové kyseliny, kterd je kagalyzovéna glykolova
kyselina oxidasou. Izolace enzymu (a zkusebni metoda) jsou
popsany Vv nédsledujicich odkazech: I. Zelitch, Methods in
Enzymology, sv. 1, Academic Press New York, 1955, str. 528 -
532 (enzym ze Spendtovych a tabdkovych listil); M. Nishimura
et al., Arch. Biochem. Biophys., sv. 222, str. 397 - 402
(1983) (z kotyledonu tykve); H. Asker a D. Davies, Biochem.
Biophys. Acta, sv. 761, str. 103 - 108 (1983) (z jater
krysy):; a M. J. Emes a K. H. Erismann, Int. J. Biochem., sv.
16, str. 1373 - 1378 (1984) (z Lemma minor L.). Strukturu
tohoto enzymu rovnéz oznédmili E. Cederlund et al., [Eur. J.
Biochem., sv. 173, str. 523 - 530 (1988) a Y. Lindgquist a C.
Branden, J. Biol. Chem., sv. 264, str. 3624 - 3628 (1989)].

Jsou znamy ¢etné metody pro pripravu N-(fosfono-
methyl)glycinu z aminomethylfosfonové Kyseliny a glyoxylové
kyseliny. Jedna takova metoda, kterda je popsidna v Rogers et
al., Evropskd patentovd prfihldska &. 186 648, zahrnuije
kondenzaci glyoxylové kyseliny nebo jeji soli s amino-
methylfosfonovou kyselinou nebo jeji soli, za vzniku
meziproduktu, ktery je obvykle povazZovan za aldimin
(schiffovu bazi), ktery se bez izolace redukuje, napriklad
katalytickou hydfogenaci, na N-(fosfonomethyl)glycin. Pri
druhé z téchto metod (Gaertner, US patent 4 094 928) se
stejny meziprodukt, karbonylaldiminomethanfosfonat,
Pripravuje reakci esteru kyseliny glyoxylové s esterem

aminomethylfosfonové kyseliny v nevodnénm rozpouidtéile. Fo
azeotropickém oddestilovdni veiy a odstranéni rozpousiadla

se izolovany ester karbonylaldiminomethanfosfonové kyseliny




redukuje a esterové skupiny se hydrolyzuji, za vzniku
N-(fosfonomethyl)glycinu, '

Vyée uvedené postupy, které vedou k N-(fosfono-
methyl)glycinu, maji nevyhodu v tom, Ze glyoxylova kyselina
je velmi nakladnd vychozi létka, a proto je snaha ziskat
pozZadovanou latku méné nakladnymi zpusoby. Existujici
zpusoby pripravy glyoxylové kyseliny, jako je hydrolyza
dihalogenoctové kyseliny, elektrolytickd redukce kyseliny
stavelové, oxidace glyoxalu, katalytickd oxidace ethylenu
nebo acetaldehydu a ozonolyza kyseliny maleinové, jejich
esteru nebo jejiho anhydridu, jsou v praxi doprovazeny
jednim nebo vice problémy, jako jsou napfiklad nakladné
stupné separace a ¢&isténi, nizké vytéiky nebo velké mnoistvi
odpadnich produktii. Zpusob popsany Gaertnerem je té:z
nevyhodny z toho divodu, Ze vyZaduje nékolik pfidavnych
stupfiu (které jsou spojeny s odpovidajicim poklesem vytézku)
a neZadouci izolaci meziproduktu.

Dalsi zpUsob syntézy N-{fosfonomethyl)glycinu,
Xtery je popsan v US patentu ¢. 4 670 151 (Kleiner) zahrnuije
reakci aminomethylfosfonové kyseliny nebo jeji soli
pfibliiné s dvéma molédrnimi ekvivalenty glyoxylové kyseliny
ve vodném prostredi. Nadbytek glyoxylové kyseliny zrejmé
pusobi jako redukéni é&inidlo, které prevadi intermediarni
reakéni produkt kyseliny glyoxylové a kyseliny aminomethyl-
fosfonové na pozadovany N-(fosfonomethyl)glycin a sam o sobé
se oxiduje na jeden nebo vice vedlejsich produktu, véetné
oxidu uhlic¢itého. Podobné, Fields et al., (US patent
¢. 4 851 159) pripravuji N-(fosfonomethyl)glycin zah¥ivanim
N-acylaminomethylfosfonové kyseliny s glyoxylovou kyselinou
nebo jejim derivdtem. Moldrni pomér glyoxylové reakéni
sloZky k N-acylaminosloZce je prednostné v rozmezi od 2 do
1. Pri niZsich moldrnich pomérech se dosahuje sniZenych
vytézkna.




Postupy podle Kleinera a Fieldse et al. maji
nevyhodu nejen v tom, Ze se pri nich pouzivad pomeérne
nakladné glyoxylové kyseliny, nybrz i v tom, Ze se tato
kyselina také obétuje Jjako redukéni éinidleo (tj. na kazdy
mol vyrobeného N-(fosfonomethyl)glycinu se pouziva pribliiné
jednoho mol glyoxylatu jako redukéniho éinidla) a jako
kondenzaé&ni éinidlo pro amino{nebo N-acylamino)methylfosfo-
novou XKyselinu.

Podstata vvndlezu

Zpusob vyroby N-(fosfonomethyl)glycinu podle tohoto
vynalezu zahrnuje hydrogenaci smési, xterdito smés byla
enzymaticky vyrobena reakci glykolove kyseliny s kyslikem ve
vodném roztoku obsahujicim aminomethylfosfonovou Kyselinu
(AMPA) a enzymy glykoldt oxidasu a katalasu. V souvislosti s
vynadlezem je tfeba si uvédomit, e smési vyrobené
enzymatickou oxidaci glykolové kyseliny za pritomnosti
aminomethylfosfonové kyseliny nutné obsahuji kromé
poZadované sloiky glyoxylové kyseliny také ruzné vedlejsi
produkty oxidace (jako jejich neomezujici priklady je mozZno
uvést &tavelany, mravencany a oxid uhliéity). V téchto
smésich budou také pritomny nezreagovany glykolat, jakoZz
i razné prisady, jako je flavinmononukleotid (ddle
oznadovany zkratkou FMN) apod. z nichZ vsechny mohou
popfipadé ovliviiovat poZadovanou naslednou hydrogenacni
reakci. Tak napriklad se zjistilo (na toto zjisténi se
vynalez neomezuje), e jak formiat tak FMN sniZuji dosaZenou
uhlikovou bilanci, pokud jsou pfitomny v prubéhu hydrogenace
glyoxylové kyseliny, provadéné za pritomnosti AMPA.
Predmétem tohoto vynalezu je proto ddle i zpusob
odstranovdni a regenerace enzymu z roztoku vzniklého pri
enzymatické oxidaci a pripacny zphsob oéstranovani 07 pled

hydrogenaénim stupném.
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Predmétem vyndlezu je tedy zlepsSeny zpusob vyroby
N-(fosfonomethyl)glycinu, Xtery zahrnuje stupen redukce
smési glyoxylové kyseliny a aminomethylfosfonové Kyseliny
hydrogenaci, pricemZ vyse uvedend smés se enzymaticky vyrobi
in situ ve vodném roztoku tak, Ze se do vodného roztoku
glykolové kyseliny zavede prvni katalyzator, ktery je
schopen katalfzovat oxidaci glykolové kyseliny kyslikem na
glyoxylovou kyselinu a peroxid vodiku a druhy katalyzator,
Ktery Jje schopen katalyzovat rozklad peroxidu vodiku,
hodnota pH tohoto roztoku se nastavi do rozmezi od 6 do asi
10, roztok se uvede do styku se zdrojem kysliku pf#i U&inné
teploté a po dobu postacujici pro konverzi pfinejmensim
casti sloZky glykolové kyseliny na sloiku glyoxylové
kyseliny, za pritomnosti aminomethylfosfonové Xyseliny
a styk tohoto roztoku s kyslikem se pferusi pfed redukénim
stupném.

Prednostné se pouZivd enzymatickych katalyzatoru a
zv1asté vyhodné je, kdyZ prvnim enzymem je glykolat oxidasa
{ (8)-2-hydroxykyselina oxidasa, EC 1.1.3.15] a druhym
enzymem je katalasa (EC 1.11.1.6). KdyZ se skonéi kontakto-~
vani roztoku s kyslikem za pritomnosti katalyzatorti/enzymu,
katalyzatory/enzymy se odstrani, jako napfiklad filstraci
nebo centrifugaci a potom se roztok vystavi redukénim
podminkdm za ucelem vyroby N-(fosfonomethyl)glycinu.

Diky tomu, Ze zplsob podle vyndlezu umoZniuje
vyhnout se pripravé glyoxylové kyseliny ve zvla&tnim stupni,
predstavuje u€innéjsi a ekonomi&téjsi zpusob vyroby
N-(fosfonomethyl)glycinu.

Predmétem vyndlezu je tedy zlepseny zplsob vyroby
N-(fosfonomethyl)glycinu redukci smési glyoxylové kyseliny
a amindmethylfosfonové kyseliny, ktery se vyhyba nutnosti
oddélené pripravovat glyoxylovou kyselinu.



Predmét vyndlezu také predstavuje zpusob, pfi nénz
se glyoxylovd kyselina enzymaticky tvori in situ za
pritomnosti aminomethylfosfonové kyseliny ze snadno
dostupného prekursoru, totiZ glykolové kyseliny, coZ se v
konecéném dusledku projevuje tim, Ze je k dispozici G&innéjsi
a hospodarnéjsi zpuscb vyroby N-(fosfonomethyl)glycinu.

Nasleduje podrobnéjsi popis vynalezu.

ZlepSeny zpUusob vyroby N-(fosfonomethyl)glycinu
podle tohoto vyndlezu zahrnuje redukci smési obsahujici
glyoxylovou kyselinu (nebo jeji vhodny derivat) s
aminomethylfosfonovou kyselinou (AMPA) {(nebo jejim vhodnym
derivatem). Pfednostné se tato smés pripravuje katalytickou
oxidaci sloZky glykolové kyseliny nebo jeji vhodné soli tak,
Ze se sloZka glykolové Kyseliny uvede do styku se zdrojem
molekuldrniho kysliku za pritomnosti AMPA a Xatalyzétoru,
ktery G¢inné katalyzuje reakci glykolové Kyseliny s
kyslikem, za vzniku glyoxylové Kkyseliny. Jednim takovym
Xatalyzatorem je pfirodni enzym glykolat oxidasa (EC
1.1.3.15), také zndmy pod nazvem glykolovd kyselina oxidasa,
ktery je schopen katalyzovat reakci vedouci ke vzniku
glyoxylové kyseliny ve vysokych vytéicich pfi vysoké
konverzi glykolové kyseliny ve vodnych prostfedich za
mirnych podminek pH a teploty, tj. a

HOCH,CO,H + 0O, > OCHCO,H + H,0,

Katalyticka oxidace glykolové kyseliny nebo jeji
vhodné soli se uUéelné provadi tak, Ze se glykolova kyselina
uvadi do styku se zdrojem molekuldrniho kysliku za
pritomnosti enzymatického katalyzdtoru, ktery katalyzuje
reakci glykolové kyseliny s Xyslikem za vzniku glyoxylové
kyseliny. Jednim takovym katalyzdtorzm je enzym glykoléat
oxidasa (EC 1.1.3.15), ktery je téZ znam pod oznacenim




kyselina glykolova oxidasa. Glykolat oxidasa se muZe
izolovat z ¢&etnych zdroju, které jsou v tomto oboru dobre
znamy. Glykolat oxidasa, které se pri reakci pouziva, by
méla byt pfitomna v Géinné koncentraci, obvykle koncentraci
od asi 0,01 do asi 1000 IU/ml, prednostné od asi 0,1 do asi
4 IU/ml. Jednotka "IU" (International Unit) je definovana
jako mnoZstvi enzymu kata;?zujici transformaci 1 pmol
substratu za minutu. Zpisob stanoveni tohoto enzymu je
popsédn v I. Zelitch a S. Ochoa [J. Biol. Chem., sv. 201,
str. 707 - 718 (1953)}. Této metody se také pouziva pro
stanoveni aktivity regenerované nebo recyklované glykolat
oxidasy.

PrestoZe je enzymaticky katalyzovana reakce
glykolové Kyseliny s Kyslikem dobfe znédma, a% dosud nebylo
dosaZeno vysoké selektivity na glyoxylovou Xkyselinu a nejsou
X dispozici Zadné zpravy o tom, Ze by enzymatickd oxidace
glykolové kyseliny byla provadéna za pritomnosti
aminomethylfosfonové kyseliny (AMPA). Drivéjsi patentova
prihlaska, tj. mezinarodni prihlaska PCT s publikacnim
c¢islem WO 91/05868, z 2. kvétna 1991 o nézvu "Production of
Glyoxylic Acid by Enzymatic Oxidation of Glycolic Acid"
popisuje zplisob enzymatické konverze. glykolové kyseliny na
glyoxylovou kyselinu za pfitomnosti kysliku, aminového pufru
a rozpustného enzymu glykoldt oxidas} a katalasy. PFi tomto
zpusobu byl demonstrovan neocekdvany synergicky udinek
vyplyvaiici z pouziti katalasy {(za uCelem rozloZeni peroxidu
vodiku, ktery vznika jako vedlejsi produkt) a aminového
pufru, ktery umoZnuje ziskat chemicky adukt s vyrobenou
glyoxylovou kyselinou (coZ omezuje dalsi oxidaci této
latky). Ani pridani samotné katalasy ani priddni samotného
aminového pufru nemd za ndsledek dosaZeni vysoké
selektivity, kterd je pozorovana, XdyZ jsou najednou
pritomny obé tyto latky a témér kvantitativni vytéiek

glyoxylové kyseliny, kterého se pri reakci dosahuje je



vys$si, nez je vytéiek, ktery mohl byt oc¢ekdvan na zakladé
souétu Ucinkd katalasy a aminového pufru, pokud se téchto
latek pouZiva jednotlivé.

Zjistilo se, Ze zlepseni vytézku glyoxylatu,
kterého se dosahuje tim, Ze se vytvori komplex glyoxylétu
a aminového pufru, ktery je odolny viéi oxidaci (prfes tvorbu
N-substituovaného hemiaminalu a/nebo iminu), je zaévislé na
hodnoté pKa protonovaného aminového pufru. Vysledek oxidace
vodného roztoku glykolové kyseliny (ve formé 0,25M roztoku)
za pritomnosti aminového pufru (0,33M, pH 8,3), glykolat
oxidasy (0,5 IU/ml), katalasy (1400 IU/ml) a FMN (0,01mM)
pri 30 Oc a za tlaku kysliku-0,1 MPa za dobu 24 hodin je
uveden v ndsledujici tabulce, soucasné s vysledky reakci,
které byly provadény za pouZiti dvou pufrd, u nichZ nelze
odekavat, Ze by mohly vytvaret komplex s glyoxylatem
(fosfatovy a bicinovy pufr):

Pufr Oxalat Glyoxylat Glykolat Formiat
(pKa) (%) (%) (%) (%)
ethylendiamin

(6,85: 9,93) 6,8 85,5 0,8 2,4
TRIS (8,08) 1,1 81,0 2,8 12,0
methylenamin )

(10,62) 1,0 53,9 39,8 5,1
ethanolamin '

(9,50) 1,8 69,6 4,81 24,5
chlorid amonny

(9,24) 1,1 39,9 37,7 18,9
isopropanclamin

(9,43) 2,0 60,0 4,8 37,4
bicin (8,30) 1,0 24,9 25,6 43,8
fosfat

(2,15; 7,10; 12,3) 0,7 24,5 52,4 21,2
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Ze zkousenych aminovych pufrld se s aminy, jejichs
hodnota pKa je pribliZné rovna pH reakéni smési nebo nizsi
(tj. ethylendiaminem a TRIS) dosahuje podstatné vyssich
vytézxa glyoxylatu (a nizs$i tvorby formidtu a oxalatu) ve
srovnani s aminovymi pufry, jejichZ hodnoty pKa jsou vyssi,
neZ je hodnota pH, pfi niZ byla reakce provadéna. Tyto
vysledky jsou konsistentni s ocekavédnim, Ze pfitomnost
neprotonovaného aminu predstavuje nutnou podminku pro tvorbu
oxidaéné stalého N-substituovaného hemiaminalového a/nebo
iminového komplexu s glyoxyldtem. Aminovy pufr, jehoz
hodnota pKa je podstatné vy£si nez pH reakéni smési, by byl
v reakéni smési pritomen pfevainé ve formé protonovaného
amoniového iontu, a proto by byla mendi pravdépodobnost
vzniku takovych komplexi s glyoxylitem.

Hodnota pKa protonovaného aminu odvozeného od
aminomethylfosfonové kyseliny (AMPA) je Udajné 10,8 (Lange's
Handbook of Chemistry, J. A. Dean, Ed., McGraw-Hill, New
York, 1979, 12. vydani) a proto nebylec moZno odekavat, Ze
pridavkem AMPA pfi enzymatické oxidaci glykolové kyseliny
Pri pH v rozmezi od 7 do 9 by se mohlo projevit zvysenim
vyteZku glyoxylové kyseliny. Pfipojené priklady ilustruji,
Ze za pouzZiti tohoto aminu je moZno dosdhnout vytézkh
kyseliny glyoxylové aZ 92 %. Kromé neodekavanych vysokych
vytéZkd glyoxylové Kyseliny se pouziti AMPA také projevuije
ve zlepSené regeneraci aktivity glykolat oxidasy a katalasy,
ve srovndni s reakcemi, které se providdéji za nepritomnosti
pridané AMPA (priklad 13). Pri postupech, pfi nichZ se
pouZivad enzymovych katalyzétori byvd regenerace katalyzatoru
pro recyklovani obvykle nutnd, ponévadZ naklady na
katalyzdtor tvori podstatnou slozZku celkovych vyrobnich
nakladu.

Optimdlnich vysledkl pfi pouziti glykoldt oxidasy
jako katalyzdtoru oxidac¢ni konverze glykolové Kyseliny na



glyoxylovou kyselinu se ziskaji v tom pripadé, Ze se do
reakéniho roztoku prida katalyzadtor rozkladu peroxidu
vodiku. Jednim takovym katalyzatorem, Xtery zplisobuje
rozklad peroxidu‘a ktery je uéinny v kombinaci s glykolat
oxidasou, je enzym katalasa (E.C.1.11.1.6). Katalasa
katalyzuje rozklad peroxidu vodiku na vodu a kyslik a
predpokldda se, Ze pricinou zleps$eni vytéika glyoxylové
kyseliny pri zpUsobu podle vyndlezu, ponévadZ urychluje
rozklad peroxidu vodiku vznikajiciho spolu s glyoxylovou
kyselinou pri glykclat oxidascu katalyzované reakci
glykolové kyseliny s kyslikem. Koncentrace katalasy by méla
byt v rozmezi od 50 do 50000 IU/ml, prednostné 500 a2z 15000
IU/ml. Koncentrace katalasy a glykolat oxidasy se prednostné
nastavuje do vysSe uvedenych rozmezi tak, aby pomér (uvadény
pro kazdy enzym v IU) katalasy ke glykoldt oxidase byl
pfinejmensim asi 250:1.

DalSi pripadnou, ale casto prospésnou pfisadou k
reakénimu roztoku je flavinmononukleotid (FMN), kterého se
obvykle pou2ivéd v koncentraci od 0,0 do asi 2,0mM,
pfednostné asi 0,01 aZ asi 0,2mM. Pfedpoklddd se, Ze FMN
zvySuje produktivitu glykoldt oxidasy, ¢imZ je minéno
mnoZstvi glykolové kyseliny prevedené na glyoxylovou
kyselinu, vztaZené na jednotku enzymu. Uvadéna koncentrace
pridaného FMN prfedstavuje pfidavnou koncentraci FMN k
mnoZstvi FMN, které je popfipadé do reakéniho systému
zavedeno spolu s enzymem (FMN se totiZ casto pridava k
enzymu v prubéhu jeho pfipravy). Struktura FMN a zpisob jeho
analyzy jsou popsadny v K. Yagai, Methods of Biochemical
Analysis, sv. X, Interscience Publishers, New York, 1962,
str. 319 - 355,

Glykolova kyselina (kyselina 2-hydroxyoctovad) je
obchodné dostupnd. Pri reakci podle wvyrdlezu =21 “o3i

poCateéni koncentrace v rozmezi od 0,10 do 2,0, pfednostne
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od 0,25 do 1,0M. MiZe se ji pouziivat jako takové nebo ve
formé kKompatibilni soli, tj. soli, kterd je rozpustna ve
vodé a jejiZz kation nenarusuje poZadovanou konverzi
glykolové kyseliny na glyoxylovou kyselinu nebo nasledujici
reakci ziskané glyoxylové kyseliny s aminomethylfosfonovou
kyselinou, kterou se pripravuje N-(fosfonomethyl)glycin.
Vhodnad kompatibilni solitvornad kationtovd skupina se snadno
miZe zjistit pokusné. Jako reprezentativni pfiklady vhodnych
soli je moZino uvést soli alkalickych kovl, kovl alkalickych
zemin, amonné soli, substituované amoniové soli, fosfoniové
soli a substituované fosfoniové soli.

Konverze glykolové kyseliny na glyoxylovou Kyselinu
se UCelné a prednostné provadi ve vodnych prostfedich. Do
tohoto vodného prostiedi se pridavad aminomethylfosfonova
kyselina (AMPA) nebo jeji vhodnd sul aZ do dosazeni
moldrniho poméru AMPA/glykolovd kyselina (vychozi mnoZstvi)
v rozmezi od 0,01/1,0 do 3,0/1,0, prednostné od 0,25/1,0 do
1,05/1,0. Po smiseni AMPA s glykolovou kyselinou ve vodném
roztoku se hodnota pH vysledné smési nastavi na 6 azZ 10,
prednostné 7,0 aZ 9,0. V tonto rozmezi pH se miZe presni
" hodnota pPH nastavit na poZadovanou hodnotu pfidavkem
jakékoliv kompatibilni neinterferujici baze, jako je
hydroxid uhli¢itan, hydrogenuhlic¢itan a fosforeénan
alkalického kovu. V pribéhu reakce hodnota pH reakéni smési
ponékud klesa, takZe je Easto uZiteénéd zahajovat reakci v
blizkosti horni meze rozmezi pH, v némZ md enzym maximdlni
aktivitu, tj. pfi asi 9,0 a2 8,5, aby mohla hodnota pH v
prubéhu reakce poklesnout. Hodnota pH se popripadé také muze
udrZovat separdtnim pridavanim neinterferujiciho
anorganického nebo organického pufru, ponévadi aktivita
enzymu se méni s pH.

Je znamo, Ze glykolovad kyselina a glyoxylova
kyselina je vysoce disociovédna ve vodé a pri pH v rozmezi od



6 do 10 Jje prevazné, pokud ne uplné, pritomna ve formé
glykolétovych éi glyoxylatovych iontl. Odbornikum v tomto
oboru je také zrejmé, Ze glyoxylovd kyselina (a konjugovana
badze, glyoxylatovy anion) mizZe byt téZ pfitomna v hydratova-
né formé, napriklad ve formé sloudeniny vzorce (HO)ZCHCOOH
a/nebo ve formé hemiacetalu vzorce HOOCCH(OH)OCH(OH)COOH,
kteréito slouc¢eniny a jejich aniontové varianty jsou
ekvivalentni glyoxylové Kyseliné a jejimu aniontu v tom
snyslu, Ze jsou vhodnymi reakénimi sloZkami pro tvorbu

N-(fosfonomethyl )}glycinu.

Kyslik (0,), tj. oxidaé¢ni ¢inidlo pro konverzi
glykolové kyseliny na glyoxylovou kyselinu, se maZe
kX reakéni smési pridavat v plynné formé tak, Ze se kapalné
fdze michd na fadzovém rozhrani plyn-kapalina nebo se miZe
zavadét prostfednictvim membridny propustné pro kyslik.
Predpokladad se, Ze za vétsiny podminek je reakéni rychlost
prinejmensim z €&sti kontrolovadna rychlosti, Xterou se
kyslik rozpousti ve vodném prostfedi. Prestoie se tedy maZe
kyslik priddvat do reakéni smési ve formé vzduchu, pred-
nostné se pouziva kysliku v pomérné ¢isté formé a dokonce se
pracuje za zvysSenych tlaka. Ac¢koliv neexistuje Zadnd horni
hranice tlaku kysliku, miZe se pouZivat tlaku kysliku aZ do
5 MPa a prednostni horni hranice tlaku kysliku je 1,5 MPa.
Michani je duleZité pro zajisténi vysokého stupné
rozpousténi kysliku a tedy vysoké reakéni rychlosti. MaZe se
pouzit jakékoliv vhodné formy michini, jako napfiklad
michadni rotaénim michadlem. Na druhé strané, jak je dobfe
zndmo odborniklm v oboru enzymi, mohou vysoké str¥iiné sily
pri michani nebo michdni s vysokou tvorbou pény mit za
nasledek sniZeni aktivity enzymu nebo enzymd a je zapotrebi
se mu vyhnout.

Reak<éni teplota je dileZitou proménnou, ponévadi
ovlivnuje reakéni rychlost a stabilitu enzymi. MuZe se




pracovat pfi reakéni teploté od 0 do 40 °C, ale prednostni
rozmezi reakéni teploty je 5 az 15 ©°C. JestliZe se pracuje v
prednostnim teplotnim rozmezi, maximalizuje se regenerovana
aktivita enzymu na konci reakce. Teplota by neméla byt tak
nizkd, aby vodny roztok zacal mrznout., Teplotu lze regulovat
béinymi metodami jako napriklad tim, Ze se pracuie Vv
duplikatorové reakéni nddobé a duplikdtorovym plastém se
vede teplosménnd kapalina o vhodné teploté. Reakéni nadoba
miie byt zhotovena z jakéhokoliv materidlu, ktery je inertni
viaéi reakcénim sloZkam.

Po skondéeni reakce se mohou enzymy oddélit filtraci
nebo odstrfedovdnim a mohou se recirkulovat. Alternativné se
mohou denaturovat a vysrdZet zahfdtim, napriklad pétiminuto-
vym zah¥ivénim na 70 °C a/nebo se mohou ponechat v reakéni
smési, pokud jejich pritomnost pfi nésledujicich stupnich
Xonverze smési glyoxylové kyseliny a aminomethylfosfonové
Xyseliny na N-(fosfonomethyl)glycin a izolace N-(fosfono-
methyl)glycinu z reakdni smési neni na zavagdu.

Po ukonéeni kontaktu reakéniho roztoku s kyslikem a
prednostné po odstranéni enzymu glykoldt oxidasy a enzymu
katalasy; pokud jsou tyto enzymy pritomny, se miZe popripadé
odstranit z reakéni smési flavinmononukleotid (FMN) tim, Ze
se roztok uvede do styku s aktivnim uhlim. Roztok obsahujici
glyoxylovou kyselinn a aminomethylfosfonovou kyselinu
(o nichZ se predpoklada, Ze jsou v rovnovaze s odpovidajicim
iminem) se redukuje, za vzniku N-(fosfonomethyl)glycinu.

Katalytickd hydrogenace predstavuje prednostni
metodu pro pripravu N-(fosfonomethyl)glycinu ze smési
glyoxylové Xyseliny a aminomethylfosfonovové kyseliny.
Katalyzatory, které jsou vhodné pro tento ucel zahrnuji
(uvedeny vycet neni omezujici) rizné kovy ze skupiny
platiny, jako je iridium, osmium, rhodium, ruthenium,
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platina a paladium a také ruzné jiné prechodové kovy, jako
je kobalt, méd, nikl a zinek. Katalyzator muzZe byt &isty
(tj. bez nosice), napriklad Raneyuv nikl nebo oxid platiny
nebo miZe byt nanesen na nosic¢i, jako napfiklad platina na
uhliku, paladium na oxidu hlinitém nebo nikl na krfemeliné.
Pfednost se dava paladiu na uhliku, niklu na kfemeliné a
Raneyovu niklu.

Hydrogenace se muZe provadét pri pH v rozmezi od 4
do 11, prednostné od 5 do 10. V tomto rozmezi pH se muiZe
presnad hodnota nastavovat na poZadovancu hodnotu pridavkem
jakékoliv kompatibilni neinterferujici bdze nebo kyseliny.
Jako neomezujici pfiklady vhodnych bdzi je moZno uvést
hydroxidy, uhliéitany, hydrogenuhliéitany a fosforeé&nany
alkalickych kovil a jako neomezujici pfiklady vheodnych
Xyselin je moZno uvést kyselinu chlorovodikovou, kyselinu
sirovou nebo kyselinu fosforecnou.

Hydrogenacni teplota a tlakXx mohou kolisat v
Sirokych mezich. Teplota mhZe byt obecné v rozmezi od 0 do
150, prednostné od 20 do 90 ©C, zatimco tlak vodiku lezi

.obvykle v rozmezi pribliZné od tlaku atmosferického do asi

10 MPa, prednostné od 0,1 do 1,0 MPa. Hydrogenaéniho
katalyzadtoru se pouZiva v minimdlni koncentraci, kterd
postaduje pro dosazeni pozZadované reakéni rychlosti a uplné
konverze vychozich ldtek za zvolenych reakénich podminek.
Tato koncentrace se snadno uréi pokusem. Katalyzatoru se
miZe pouZivat v mnoZstvi od 0,001 do 20 nebo vice dilad
hmotnostnich na 100 dild hmotnostnich smési glyoxylové
kyseliny a AMPA, pouzité pri reakei.

N-(fosfonomethyl)glycin, coZ je ldadtka dunleZitéd jako
postemergentni herkicid, se miZe izolovat z redukéniho
roztoku, at jiZ se pouiije jakérokoliv zpUsobu redukce,

libovolnym zpusobem izolace znamym v tomto oboru, jako jsou
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nap¥iklad zplsoby popsané v US patentech &. 4 851 159 a
4 670 191 a Evropskych patentovych pfihlaskach &. 186 648 a
413 672.

V nasledujicich prikladech, které maji za kol dale
objasnit vyndlez, aniZ by jej omezovaly, jsou vytéiky
glyoxylatu, formidtu a oxaldtu a regenerovaného glykolatu
uvadény v procentech, vztaZenych na celkové mnoistvi
glykolové kyseliny pritomné na pocdtku reakce. Analyzy
reakéni smési se provadéji za pouZiti vysokotlaké kapalinové
chromatografie. Analyzy organickych kyselin se provadéji za
pouziti sloupce Bio-Rad HPX-87H a AMPA a N-(fosfonomethyl)-
glycin se analyzuji za pouZiti analytického sloupce Bio-Rad
Aminex glyphosate. Uvadéné vytéZky N-(fosfonomethyl)glycinu
jsou vztaZeny bud na glyoxyl&t nebo AMPA, v zdvislosti na
tom, Xtera reak¢ni sloZka je prfi reakci omezujici.

Priklady provedeni vyndlezu

Priklad 1

Do 85ml Fischer-Porterovy sklenéné aerosolové
reak&ni naddoby se umisti magnetickd michaci ty&inka a 10 ml
vodného roztoku obsahujiciho glykolovou kyselinu (0,25M),
aminomethylfosfonovou kyselinu (AMPA, 0,263M), FMN (0,01mM),
Xyselinu propionovou (vnitfni standard pro HPLC, 0,125M},
glykolat oxidasu (ze Spenatu, 1,0 IU/ml} a katalasu (z
Aspergillus niger, 1400 IU/ml) pfi pH 8,5. Reakéni nadoba se
uzavfe, smés uvnitF se ochladi na 15 ©°C a potom se nadoba
proplachne kyslikem tim, Ze se uvede kyslik aZ do tlaku
481 kPa a potom se tlak uvolni na tlak atmosféricky, pricemi
tento postup se provadi za michdni a opakuje se 5x. Potom se
do nddoby uvede znovu kyslik aZ do tlaku 481 kPa a smés se
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michd pri 15 ©C. Vzorkovacim otvorem se z naddoby injekéni
stFikackou odebiraji alikvotni vzorky (0,10 ml) (bez poklesu
tlaku v naddobé) v pravidelnych intervalech a tyto vzorky se
analyzuji HPLC, za ucelem sledovani postupu reakce. Po 5
hodindch reakce ukazuje HPLC obsah glyoxylatu 70,4 %,
formidtu 19,6 % a oxaldtu 2,2 % a obsah zbyvajiciho
glykolatu 5,3 %. Zbytkovd aktivita glykolidt oxidasy Jje 27 %
a katalasy 100 % jejich pavodni hodnoty.

PFriklad 2
(srovnavaci)

Opakuje se reakce popsand v prikladu 1 za pouzZiti
0,33M hydrogenfosforeénanu didraselného misto 0,265M AMPA.
Po 5 hodindch reakce ukazuje HPLC obsah glyoxyldtu 34,1 %,
formidtu 11,1 % a oxaldtu 0,2 % a obsah zbyvajiciho
glykoldatu 58,7 %. Po 23 hodinach reakce ukazuje HPLC obsah
glyoxyldtu 39,4 %, formidtu 44,7 % a oxalatu 15,34 %,
pfiéemZz obsah zbyvajiciho glykolatu je nulovy. Zbytkova
aktivita glykolat oxidasy je 85 % a katalasy 87 % jejich
- pivodni hodnoty.

Priklad 3
(srovnavaci)

Opakuje se reakce popsand v prikladu 1 za pouZiti
0,263M bicinového pufru misto 0,265M AMPA. Po 5 hodinach
reakce ukazuje HPLC obsah glyoxyldtu 42,5 %, formiatu
49,6 % a oxaldtu 10,1 % a obsah zbyvajiciho glykolatu
0,2 %. Zbytkova aktivita glykolat oxidasy Jje 47 % a katalasy
100 % jejich pavodni hodnoty.
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Priklad 4

Opakuje .se reakce popsana v prikladu 1 za pouZiti
5600 IU/ml katalasy z Aspergillus niger. Po 6 hodinach
reakce ukazuje HPLC obsah glyoxylatu 85,5 %, formiatu 7,6 %
a oxalatu 3,3 % a obsah zbyvajiciho glykoladtu 2,5 %.
Zbytkova aktivita glykoldt oxidasy je 36 % a katalasy 100 %
jejich puveodni hodnoty.

Priklad 5

Opakuje se reakce popsand v prikladu 1 za pouziti
14000 IU/ml katalasy z Aspergillus niger. Po 6 hodinich
reakce ukazuje HPLC obsah glyoxyldtu 88,0 %, formiatu 3,3 %
a oxaldtu 3,0 % a obsah zbyvajiciho glykolatu 3,4 %.
Zbytkova aktivita glykolat oxidasy je 28 % a katalasy 96 %
jejich ptvodni hodnoty.

Priklad 6

Opakuje se reakce popsand v prikladu 1 za pouZiti
56000 IU/ml katalasy 2z Aspergillus niger. Po 6 hodindch
reakce ukazuje HPLC obsah glyoxylatu 84,0 %, formiatu 0,4 $
a oxalatu 2,5 % a obsah zbyvajiciho glykclatu 8,4 %.
Zbytkova aktivita glykelat oxidasy je 16 % a katalasy 76 %
jejich pavodni hodnoty.
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prikilad 7

Do 85ml Fischer-Porterovy sklenéné aerosolové
reakéni nadoby se umisti magnetickd michaci tyéinka a 10 ml
vodného roztoku obsahujiciho glykolovou kyselinu (0,25M),
aminomethylfosfonovou kyselinu (AMPA, 0,20M), FMN (0,01mM),
kyselinu mdselnou (vnitfni standard pro HPLC, 0,10M),
glykolat oxidasu (ze Spendatu, 1,0 IU/ml) a katalasu
(z Aspergillus niger, 14000 IU/ml) pfi pH 8,5. Reakéni
nadoba se uzavrie, smés uvnitf se ochladi na 5 °C a potom se
nadoba proplachne kyslikem tim, Ze se uvede kyslik aZ do
tlaku 481 kPa a potom se tlak uvolni na tlak atmosféricky,
pricemz tento postup se provddi za michdni a opakuje se 5x.
Potom se do nadoby uvede znovu kyslik a2 do tlaku 481 kPa
a smés se michd pri 5 ©C. Vzorkovacim otvorem se z nadoby
injekéni stfikac¢kou odebiraji alikvotni vzorky (0,10 ml)
(bez poklesu tlaku v naddobé) v pravidelnych intervalech
a tyto vzorky se analyzuji HPLC, za Ulelem sledovani postupu
reakce. Po 6 hodinach reakce ukazuje HPLC obsah glyoxylatu
92,3 %, formidtu 4,36 % a oxalatu 5,5 %, pricemz obsah
zbyvajiciho glykoldatu je nulovy. Zbytkova aktivita glykolédt
oxidasy je 87 % a katalasy 88 % jejich puvodni hodnoty.
Koncovi hodnota pH reakéni smési je 6,7.

Vysledna smés glyoxylové kyseliny (0,23M) a AMPA
(0,20M) se prefiltruje v koncentraénim zarizeni Amicon
Centriprep 10 (vylucdovaci mez molekulové hmotnosti 10000),
aby se odstranily rozpustné enzymy a potom se filtrat umisti
do 85ml Fischer-Porterovy ldhve vybavené magnetickou michaci
tyéinkou. Do této lahve se prida 0,100 g 10% paladia na
uhliku, ladhev se uzavie, proplidchne dusikem a potom se do ni
uvede vodik do tlaku 343 kPa, nadéeZ se vznikla smés micha
pEi 25 ©C. Koncentrace N-(fosfcnomethyl)glycinu {stanoveni
HPLC) je po 17 hodinédch reakce ¢,13M (66% v .2iex, vztzieno
na AMPA).




Priklad 8

Do 85ml Fischer-~Porterovy sklenéné aerosolové
reakéni nadoby se umisti magnetickd michaci tyéinka a 10 ml
vodného roztoku obsahujiciho glykolovou kyselinu (0,50M),
aminomethylfosfonovou Xyselinu (AMPA, 0,40M), FMN (0,01mM),
kyselinu maselnou (vnitfni standard pro HPLC, 0,10M),
glykolat oxidasu (ze Spendtu, 1,0 IU/ml) a katalasu
(z Aspergillus niger, 14000 IU/ml) pfi pH 8,5. Reakéni
nddoba se uzavrfe, smés uvnit¥ se ochladi na 5 Oc (misto na
15 °c, jak to bylo uvedeno v nékterych z predchozich
priklada) a potom se nadoba proplachne kyslikem tim, Ze se
uvede kyslik aZ do tlaku 481 kPa a potom se tlak uvelni na
"tlak atmosféricky, pricemZ tento postup se provadi za
michadni a opakuje se 5x. Potom se do nadoby uvede znovu
xyslik aZ do tlaku 481 kPa a smés se micha p¥i 5 ©c.
Vzorkovacim otvorem se z naddoby injekéni stfikackou
odebiraji alikvotni wvzorky (0,10 ml) (bez poklesu tlaku
v nddobé) v pravidelnych intervalech a tyto vzorky se
analyzuji HPLC, za GCelem sledovani postupu reakce. Po 17,5
hodiny reakce ukazuje HPLC obsah glyoxylatu 91,0 %, formiatu
- 2,9 % a oxaldtu 2,9 % a obsah zbyvajiciho glykolatu je
4,1 %.'2bytkoﬁé aktivita glykolat oxidasy je 63 % a katalasy
91 % jejich puvodni hodnoty. Koncovd hodnota pH reakéni
smési je 6,7.

Vyslednid smés glyoxylové kyseliny (0,46M) a AMPA
(0,40M) se pfefiltruje v koncentraénim zafizeni Amicon
Centriprep 10 (vyluéovaci mez molekulové hmotnosti 10000),
aby se odstranily rozpustné enzymy a potom se filtrat umisti
do 85ml Fischer-Porterovy ldhve vybavené magnetickou michaci
tyé¢inkou. Do této lahve se prida 0,100 g 10% paladia na
uhliku, ldhev se uzavfe, proplidchne dusikem a potom se do ni
uvede vodik do tlaku 343 kPa, nac¢eZ se vznikla smés micha



pfi 25 °C. Koncentrace N-{fosfonomethyl)glycinu (stanovena
HPLC) je po 17 hodindch reakce 0,29M (72% ﬁ?tééek, vztazZeno
na AMPA).

PF¥Fiklad =]

Enzymatickd oxidace glykolové kyseliny, ktera je
popsdna v prikladu 8, se opakuje za pouziti 10 ml vodného
roztoku obsahujiciho glykolovou Kyselinu (0,75M),
aminomethylfosfonovou kyselinu (AMPA, 0,60M), FMN (0,01mM),
kyselinu médselnou (vnit#ni standard pro HPLC, 0,10M),
glykoldt oxidasu (ze Spenadtu, 2,0 IU/ml) a katalasu
‘(z Aspergillus niger, 14000 IU/ml) pfi pH 8,5. Po 40
hodinich reakce ukazuje HPLC obsah glyoxylatu 83,2 %,
formidtu 2,3 % a oxaldtu 7,5 % a obsah zbyvajiciho glykolétu
je 0 %. Zbytkovad aktivita glykolat oxidasy Jje 65 %

a katalasy 86 % jejich puvedni hodnoty. Koncova hodnota pH
reakéni smési je 6,8.

vyslednid smés glyoxylové kyseliny (0,62M) a AMPA
(0,60M) se preflltruje v koncentraénim zafizeni Amicon
Centriprep 10 (vylucovaci mez molekulové hmotnosti 10000),
aby se odstranily rozpustné enzymy a potom se filtrdt umisti
do 85ml Fischer-Porterovy lihve vybavené magnetickou michacil
ty&inkou. Do této lahve se pfida 0,100 g 10% paladia na
uhliku, léhev se uzavie, propléchne dusikem a potom se do ni
uvede vodik do tlaku 343 kPa, nacei se vznikla smés micha
pri 25 O¢. Koncentrace N-(fosfonomethyl)glycinu (stanovena
HPLC) je po 24 hodinadch reakce 0,42M (70% vytézZek, vztazeno
na AMPA).
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Priklad 10

Enzymatickd oxidace glykolové kyseliny, ktera je
popsana v prikladu 8, se opakuje za pouZiti 10 ml vodného
roztoku obsahujiciho glykolovou kyselinu (1,0M),
aminomethylfosfonovou kyselinu (AMPA, 0,80M)}, FMN (0,01mM),
kxyselinu mdselnou (vnitfni standard pro HPLC, 0,10M),
glykolat oxidasu (ze 3pendtu, 2,0 IU/ml) a katalasu
(z Aspergillus niger, 14000 IU/ml) pfi pH 8,5. Po 66
hodindch reakce ukazuje HPLC obsah glyoxylatu 78,9 %,
formidtu 2,2 % a oxaldtu 12,1 % a obsah zbyvajiciho
glykolatu je 2,0 %. 2bytkova aktivita glykolat oxidasy Jje
64 % a katalasy 87 % jejich puvodni hodnoty. Koncova hodnota
pH reakéni smési je 6,9.

Vyslednd smés glyoxylové kyseliny (0,79M) a AMPA
(0,80M) se prefiltruje v Xoncentrac¢nim za¥izeni Amicon
Centriprep 10 (vyludovaci mez molekulové hmotnosti 10000},
aby se odstranily rozpustné enzymy a potom se filtrat umisti
do 85ml Fischer-Porterovy lahve vybavené magnetickou michaci
ty&inkou. Do této ladhve se piidd 0,100 g 10% paladia na
uhliku, ladhev se uzavie, proplachne dusikem a potom se do ni
uvede vodik do tlaku 343 kPa, nadeZ se vzniklad smés micha
pti 25 ©C. Koncentrace N-{fosfonomethyl)glycinu (stanovena
HPLC) je po 23 hodinach reakce 0,51M (65% vytéZek, vztazeno
na glyoxylovou kyselinu}.

Priklad 11

Reakce podle prfikladu 8 se opakuje pfi pH 8,0. Po
17,5 hodiny reakce ukazuje HPLC obsah glyoxylatu 87,0 %,
formidtu 2,2 % a oxaldtu 1,9 % a obsah zbyvajiciho glykolatu
je 8,5 %. Zbytkova aktivita glykolat oxidasy je 44 %
a katalasy 97 % jejich pavodni hodnoty.



Prikilad 12

Reakce podle prikladu 8 se opakuje pfi pH 7,0. Po
17,5 hodiny reakce ukazuje HPLC obsah glyoxylatu 88,0 %,
formidtu 1,4 % a oxaldtu 1,9 % a obsah zbyvajiciho glykoléatu
je 8,2 %. Zbytkova aktivita glykoldt oxidasy je 44 %
a katalasy 93 % jejich puvodni hodnoty.

Prikxlaad 1 3

Do 85ml Fischer-Porterovy sklenéné aerosolové

reakéni nddoby se umisti magnetickd michaci ty¢inka a 10 ml
vodného roztoku obsahujiciho giykolovou kyselinu (0,50M),
FMN (0,0lmM), kyselinu isomdselnou (vnitfni standard pro
HPLC, 0,10M), glykolat oxidasu (ze Spenatu, 1,0 IU/ml)
a katalasu (z Aspergillus niger, 14000 IU/ml) pfi pH 8,5.
Reakéni n&doba se uzavfie, smés uvnitf se ochladi na 5 °c¢
a potom se nadoba propldchne Kyslikem tim, Ze se
uvede kyslik aZz do tlaku 481 kPa a potom se tlak uvolni na
tlak atmoéféricky, pricemZz tento postup se provadi za
michdni a opakuje se 5x. Potom se do nddoby uvede znovu
kyslik aZ do tlaku 481 kPa a smés se micha pri 5 °c.
Vzorkovacim otvorem se z nadoby injekéni strikackou
odebiraji alikvotni vzorky (0,10 ml) (bez poklesu tlaku
v nadobé) v pravidelnych intervalech a tyto wvzorky se
analyzuji HPLC, za ucelem sledovédni postupu reakce. Po 21

. hodindch reakce ukazuje HPLC obsah glyoxylatu 81,7 %, formiatu
1,2 % a oxaldtu 2,2 % a obsah zbyvajiciho glykolatu je

. 7,5 %. Zbytkova aktivita glykoldat oxidasy je 19 % a katalasy
77 % jejich puvodni hodnoty. Tato reakce se potom opakuje za
pouZiti 0,50M glykolové kyseliny a 0,25M, 0,375M, 0,40M,
0,50M nebo 0,625M aminomethylfosfcnovové kKyseliny (AMFA).
Vytéiky reakénich produktil a regenercvarych enzy:l pri
téchto reakcich jsou uvedeny v nasledujici tabulce:
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AMPA glyoxylat formidt oxalidt glykolat glykoldt katalasa

(M) (%) (%) (%) (%) oxidasa (%)
: (%)
0,00 81,7 1,2 2,2 7,5 19 77
0,25 79,4 2,1 3,3 2,5 48 79
0,375 78,3 2,3 3,6 1,7 57 95
0,40 91,0 2,9 2,9 4,1 63 9l
0,50 85,2 1,5 3,3 5,5 49 a3
0,625 79,6 1,7 1,8 14,0 42 94

PFriklad 1 4

Ehzymatické oxidace glykolové kyseliny, ktera je
popsdna v pfikladu 8, se opakuje za pouziti 10 ml vodného
roztoku obsahujiciho glykolovou kyselinu (d,st),
aminomethylfosfonovou kyselinu {AMPA, 0,263M), FMN
(0,01mM), kyselinu mdselnou (vnitfni standard pro HPLC,
0,25M), glykolat oxidasu (ze Spendtu, 1,0 IU/ml) a katalasu
(z Aspergillus niger, 14000 IU/ml) pfi pH 7,0 a pfi teploté
15 °Cc. Po 8 hodindch reakce ukazuje HPLC obsah glyoxylatu
82,8 %, formidtu 0,9 % a oxalidtu 2,1 % a cbsah zbyvajiciho
glykolatu je 13,9 %. Koncovad hodnota-pH reakéni smési je
6,6. ' '

Vysledna smés glyoxylové kyseliny (0,21M) a AMPA
(0,263M) se prefiltruje v koncentrac¢nim zafizeni Amicon
Centriprep 10 (vyluéovaci mez molekulové hmotnosti 10000),
aby se odstranily rozpustné enzymy a potom se filtrat
a 50 mg 10% paladia na uhliku umisti do tlakové nadoby
Z nerezové oceli, zevnitrtr obloZené sklem. Nadoba se uzavre,
proplachne dusikem_a potom se do ni uvede vodik do tlaku
6,87 MPa, nadeZ se vznikld smés tfepe pri 25 ©C. Tlak uvnit#
nadoby poklesne v prubéhu prvni pulhodiny reakce na stéalou
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hodnotu a upravi se privedenym vodikem znovu na 6,87 MPa. Po
4 hodinadch se tlak v nadobé uvelni a niadoba se proplachne
dusikem. Koncentrace N-(fosfonomethyl)glycinu (stanovena
HPLC) je 0,16 M (76% vytéZek, vztaZieno na glyoxylovou
Xyselinu).

Priklad 15

. Enzymaticka oxidace glykolové kyseliny, ktera je
popséna v pfikladu 14, se opakuje pfi pH 8. Po 8 hodinéach
reakce uKazuje HPLC obsah glyoxylatu 86,7 %, formiatu 1,8 %
a oxalatu 4,1 % a obsah zbyvajiciho glykolatu je 13,2 %.
Koncova hodnota pH reak¢éni smési je 6,7.

Vyslednd smés glyoxylové kyseliny (0,22M) a AMPA
(0,263M) se hydrogenuje za tlaku 6,87 MPa stejnym postupem,
jaky je popsén v pfikladu 5. Po 4 hodinadch je koncentrace
N-(fosfonomethyl)}glycinu (stanovend HPLC) je 0,14 M (64%
vytéiek, vztaZeno na glyoxylovou kyselinu).

pEiklad 16

Enzymaticka oxidace glykolové kyseliny, kterd je
popsina v pfikladu 14, se opakuje pfi pH 9. Fo 7 hodinach
reakce ukazuje HPLC obsah glyoxyldtu 70,0 %, formiatu 5,6 %

. a oxalatu 11,1 % a obsah zbyvajiciho glykolatu je 0 %.
Koncova hodnota pH reakéni smési je 6,8.

Vyslednd smés glyoxylové kyseliny (0,18M) a AMPA
(0,263M) se hydrogenuje za tlaku 6,87 MPa stejnym postupem,
jaky je popsan v pfikladu 5. Po 4 hodinach je koncentrace
N-{fosfonomethyl)glycinu (stanovend HPLC) je 0,094 M (52 %
vytéiek, vztaZeno na AMPA).
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Priklad 17

Enzymatickd oxidace glykolové kyseliny, Ktera je
popsana v prikladu 14, se opakuje pfi pH 8,5 za pouZiti
pocatecéni koncentrace glykolové kyseliny 0,50M a AMPA
0,40M. Po 16,5 hodiny reakce ukazuje HPLC obsah glyoxylatu
85,4 %, formidtu 3,5 % a oxalétﬁ 6,3‘%'a obsah zbfvéjiciho
glykolatu je 1,4 %. Koncovd hodnota pH reakéni smési je 7,0.

Vysledna smés glyoxylové kyseliny (0,43M) a AMPA
(0,40M) se hydrogenuje za tlaku 6,87 MPa stejnym postupem,
jaky je popsan v prikladu 5. Po 4 hodinach je Koncentrace
N-(fosfonomethyl)glycinu (stanovend HPLC) je 0,30 M (75 %
vytéZek, vztaZeno na AMPA).

Pp*fiklad 18

Enzymatickd oxidace glykolové kyseliny, ktera je
popsana v prikladu 8, se opakuje za pouziti 10 ml vodného
roztoku obsahujiciho glykolovou kyselinu (0,50M), amino-
methylfosfonovou Kyselinu (AMPA 0, 375H), FMN (0,01mM),

- kyselinu méselnou (vnitfni standard pro- HPLC, 0 10M),
glykolat oxidasu (ze Spendtu, 1,0 IU/ml) a katalasu
(z Aspergillus niger, 14000 IU/ml) pfi pH 8,5. Po 17
hodindch reakce ukazuje HPLC obsah glyoxyldtu 87,1 %,
formidtu 1,9 % a oxalatu 2,1 % a obsah zbyvajiciho glykolatu
je 8,9 %. Koncova hodnota pH reakéni smési je 6,7.

vyslednid smés glyoxylové kyseliny (0,435M) a AMPA
(0,375M) se prefiltruje v koncentrac¢nim zafizeni Amicon
Centriprep 10 (vyluéovaci mez molekulové hmotnosti 10000),
aby se odstranily rozpustné enzymy a potom se filtrat smichd
s 50 mg odbarvovaciho uhli (aby se odstranil FMN) a znovu se
prefiltruje. Vysledny filtrdt se umisti do 85ml Fischer-



Porterovy léhve vybavené magnetickou michaci ty&inkou. Do
této ladhve se pridd 0,100 g 10% paladia na uhliku, lédhev se
uzavie, propldchne dusikem a potom se do ni uvede vodik do
tlaku 342 kPa, naceZ se vznikld smés micha pfi 25 ©c.
Koncentrace N-(fosfonomethyl)glycinu (stanovenid HPLC) je po
17 hodinadch reakce 372M (99% vytéiek, vztaZeno na AMPA).

e
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PATENTOVE NEROKY

1. Zpusob vyroby N-(fosfonomethyl)glycinu,
vyznacujici se tim, 2Ze se hydrogenuje
smés enzymaticky vyrobend reakci glykolové Kyseliny s
kyslikem ve vodném roztoku obsahujicim aminomethylfosfono-
vou kyselinu a enzymy glykolat oxidasu a katalasu.

2. Zlepéen? zpusob vyroby N-(fosfonomethyl)- .

glycinu, vyznac¢uijici s e tim, Ze .
zahrnuje stupen redukce smési glyoxylové kyseliny a .

aminomethylfosfonové kyseliny hydrogenaci, kteraZto smés se
enzymaticky pripravi in situ ve vodném roztoku tak, 2Z2e se do
vodného roztoku glykolové Kkyseliny zavede prvni katalyzator,
ktery je schopen katalyzovat oxidaci glykolové kyseliny
kyslikem na glyoxylovou kyselinu a peroxid vodiku a druhy
katalyzator, Ktery je schopen katalyzovat rozklad peroxidu
vodiku, hodnota pH tohoto roztoku se nastavi do rozmezi od

6 do asi 10, roztok se uvede do styku se zdrojem kysliku pri
uéinné teploté a po dobu postacujici pro konverzi
pfinejmen§im ¢asti slozZky glykolové kyseliny na sloZku
glyoxylové kyseliny, za pritomnosti aminomethylfosfonové
kyselinf'a-styk tohoto roztoku‘s kyslikem se prerusi pred
redukénim stupnén.

3. Zpusob podle ndroku 2, vyznadcduijici
s e t im, Ze prvnim katalyzatorem je glykoldt oxidasa
a druhym katalyzatorem je katalasa.

4. Zpusob podle naroku 1, vyznad¢cuijici
s e t im, Ze se hydrogenace provadi za pritomnosti
hydrogenac¢niho katalyzatoru.



5. Zpusob podle naroku 2, vyznacuijici
s e £ i m , 2e se hydrogenace provadi za pritomnosti

hydrogenac¢niho katalyzatoru.

6. Zpusob podle naroXu 4 nebo 5, vyznadcu -
j i ci s e t i m, Ze hydrogenaéni katalyzator je
zvolen ze souboru zahrnujiciho paladium na uhliku, nikl na

X krfemeliné a Raneylv nikl.

7. Zpisob podle naroku 6, vyznadéuijici
s e t i m, 2e hydrogenad¢ni katalyzator je pritomen
v mnozstvi v rozmezi od 0,001 do 20 dild hmotnostnich,
vztaZeno na 100 dilu spojené hmotnosti pouZité glyoxylové

kyéeliny a aminomethylfosfonové Xyseliny.

8. Zpusob podle narcku 7, vyznadcuijici
s e t im, 2Ze se hydrogenace provadi pfi pH v rozmezi
od 4 do 11 a teploté v rozmezi od 0 do 150 °C a za tlaku
vodiku v rozmezi od 0,1 do asi 10 MPa.

9. Zpusob podle naroku 7, vyznacujici
s e £t im, Ze se hydrogenace provadi pfi pH v rozmezi
od 5 do 10 a teplotd v rozmezi od 20 do 90 °C a za tlaku
vodiku v rozmezi od 0,1 do asi 1,0 MPa.
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