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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania chiralnego czystego kwasu 1-amino-1-
-(pirydyn-3-ylo)metanofosfonowego z wykorzystaniem metody biokatalitycznej. Otrzymany produkt
w postaci kwasu 1-amino-1-(pirydyn-3-ylo)metanofosfonowego znajduje zastosowanie jako chiralny
blok budulcowy do dalszych syntez struktur, w tym zwigzkéw o potencjalnej aktywnosci biologiczne;.

W publikacji Boduszka B. p.t. ,The acidic cleavage of pyridylmethyl(amino)phosphonates. For-
mation of the corresponding amines” w Tetrahedron 1996, 52, 12483-12494 oraz w publikacji Boduszka
B., p.t. ,1-aminophosphonic acids and esters bearing heterocyclic moiety. Part 2. Pyridine, pyrrole and
imidazole derivatives” w Phosphorus, Sulfur, and Silicon and the Related Elements, 1996, 113, 209-
218 opisano procedure otrzymywania kwasu 1-amino-1-(pirydyn-3-ylo)metanofosfonowego w postaci
mieszaniny racemicznej z wykorzystaniem metod chemicznych.

Z polskiego opisu patentowego nr PL179878 (B1) znany jest sposdb wytwarzania dekstranazy,
ktory polega na tym, ze szczep grzyba strzepkowego Penicillium funiculosum 72 z rodziny Moniliaceae
przeszczepia sie na sterylne ptynne podfoze hodowlane o sktadzie w procentach wagowych: 2% dek-
stranu o masie czgsteczkowej ponad 500000, 0,16% NaNOs, 0,075% (NH4)2S04, 0,375% KH2PO4,
0,0075% FeS0O4 x 7H20, 0,025% MgSO4 x 7H20, 0,0045% MnSO4 x 4H20, 0,0044% ZnSO4 x 7H20,
0,000125% CuS04 x 5H20 i woda do 100%, o wyjsciowym pH=4-4,6, stosujgc 10° — 5 x 10° zarodnikow
na 1 ml pozywki i prowadzi hodowle wstrzgsang w temperaturze 29-31°C w czasie 24—30 godzin przy
amplitudzie drgan wstrzgsarki 200—240 min‘t. Otrzymang zawiesine wykietkowanych konidiow zaszcze-
pia sie ptynne podioze hodowlane o opisanym wyzej sktadzie jakosciowym, ilosSciowym i wyjsciowym
pH, stosujgc 4-8% objetosciowych zawiesiny mtodej grzybni na 1 cze$¢ objetosciowg podioza i prowa-
dzi hodowle inokulum w temperaturze 29-31°C w czasie 18—24 godzin przy amplitudzie drgah wstrzg-
sarki 200—-240 mint, nastepnie otrzymanym inokulum zaszczepia sie produkcyjne ptynne podtoze ho-
dowlane o opisanym wyzej sktadzie jakosciowym, ilosciowym i wyjsciowym pH, stosujgc 4-8% objeto-
sciowych inokulum na 1 czes$¢ objetosciowg podioza i prowadzi hodowle produkcyjng w warunkach
wgtebnych w temperaturze 29-31°C, w czasie 72—76 godzin, doprowadzajgc w czasie hodowli sterylne
powietrze i mieszajgc zawartos¢ fermentera, po czym ciecz pohodowlang oddziela sie od biomasy, za-
teza, odwirowuje i tgczy z 86%-owym glicerolem w stosunku objetosciowym 1:1.

Kwasy a-aminofosfonowe oraz ich pochodne sg przedmiotem zainteresowania z uwagi na ich
aktywnos¢ biologiczng, ktéra polega na hamowaniu aktywnosci enzyméw, dziataniu antybakteryjnym,
antynowotworowym, herbicydowym czy przeciwwirusowym. Zwigzki fosforoorganiczne zawierajgce he-
teroatom zlokalizowany w pierscieniu znalazty zastosowanie m.in. w medycynie oraz stanowig bloki
budulcowe w syntezie bardziej skomplikowanych struktur takich jak na przyktad fosfonowe pseudopep-
tydy o wtasciwosciach inhibitoréw enzyméw. Z uwagi na fakt, ze aktywnos¢ biologiczna zwigzku zalezy
od jego konfiguracji absolutnej, opracowanie proceséw transformac;ji i syntezy optycznie czystych pro-
duktéw jest niezwykle istotne.

Biokatalityczny sposdb otrzymywania optycznie czystego kwasu 1-amino-1-(pirydyn-3-
-ylo)metanofosfonowego nie zostat dotychczas opisany w literaturze naukowej ani patentowe;j.

Istotg wynalazku jest biokatalityczny sposéb otrzymywania czystego izomeru kwasu 1-amino-1-
-(pirydyn-3-ylo)metanofosfonowego o wzorze 1, ktéry polega na tym, ze mieszanine racemiczng kwasu
1-amino-1-(pirydyn-3-ylo)metanofosfonowego poddaje sie 5-dniowej reakcji biotransformacii
z wykorzystaniem biokatalizatora w postaci hodowli szczepu Penicillium funiculosum w ktorej pierwszym
etapem jest oksydatywna deaminacja racemicznej mieszaniny kwasu 1l-amino-1-(pirydyn-3-ylo)meta-
nofosfonowego do odpowiedniego ketofosfonianu o wzorze 2, ktéry nastepnie zostaje zredukowany do
kwasu hydroksyfosfonowego o wzorze 3, przy czym biokatalizator stanowi wypetnienie kolumny z ciggta
recyrkulacjg medium reakcyjnego.

Korzystnie biokatalizator otrzymuje sie w trakcie hodowli na podiozu ziemniaczanym (PDB)
z rbwnoczesng immobilizacjg na piankach poliuretanowych.

Korzystnie optymalny czas hodowli Penicillium funiculosum to 4 dni w 22°C, na wytrzgsarce ro-
tacyjnej (140 rpm).

Korzystnie biokatalizator immobilizowany jest na piankach poliuretanowych o srednicy porow
w zakresie 1000-1600 pum.

Korzystnie produkt biotransformacji w postaci optycznie czystego kwasu 1-amino-1-(pirydyn-3-
-ylo)metanofosfonowego o wzorze 1 analizowany jest za pomocg 3!P NMR z dodatkiem o-cy-
klodekstryny w srodowisku zasadowym.
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Mechanizm sposobu wediug wynalazku opiera sie na kaskadowej reakcji przedstawionej na
schemacie reakcji, w ktorej pierwszym etapem jest oksydatywna deaminacja racemicznej mieszaniny
substratu do odpowiedniego ketofosfonianu o wzorze 2, ktéry nastepnie zostaje zredukowany do kwasu
hydroksyfosfonowego o wzorze 3.

W mieszaninie reakcyjnej pozostaje nieprzereagowany izomer kwasu 1-amino-1-(pirydyn-3-
-ylo)metanofosfonowego oraz odpowiedni kwas hydroksyfosfonowy. Reakcje utleniania i redukcji
z zastosowaniem biotransformacji catymi komorkami mikroorganizmow charakteryzujg sie wysokg
enancjoselektywnoscia, tagodnymi warunkami reakcji oraz obecnoscig systemu regeneracji kofaktorow
w komorce.

Zaletg sposobu wedtug wynalazku jest to, ze umozliwia uzyskanie czystego izomeru kwasu
1-amino-1-(pirydyn-3-ylo)metanofosfonowego o wysokim nadmiarze enancjomeryczny (ee 100%).

Sposob wedtug wynalazku zostat przedstawiony za pomocg schematu oraz w przyktadzie wyko-
nania.

Przyktad

Hodowle badanego szczepu Penicillium funiculosum prowadzi sie z rownoczesng immobilizacja
biokatalizatora na piankach poliuretanowych Filtren TM 25133 o ksztatcie szescianéw o dlugosci boku
1 cm i Srednicy porow (1060-1600 um). Pianki (20 sztuk) dodaje sie do kolby Erlenmayer’a (250 mL)
zawierajgcej 100 mL podtoza PDB i razem poddaje procesowi sterylizacji. Podtoze PDB przygotowuje
sie na podstawie przepisu nr 129 w bazie DSMZ. 200 g umytych, pokrojonych w kostke ziemniakow
gotuje sie przez 1 h w 1 litrze wody. Nastepnie otrzymany wywar przesgcza sie przez gaze, uzupetnia
wodg destylowang do 1 L i dodaje sie 20 g glukozy i sterylizuje w autoklawie.

Do tak przygotowanego medium dodaje sie 1 mL inokulum P. funiculosum (108 zarodnikéw/mL),
przygotowanego poprzez przemycie hodowli znajdujgcej sie na statym poditozu ziemniaczanym (PDA)
5 mL 0,1% roztworu Tween 20. Hodowle P. funiculosum prowadzi sie na wytrzgsarce rotacyjnej 140
rom w temperaturze 22°C w obecnosci pianek poliuretanowych. Proces wzrostu biokatalizatoréw pro-
wadzi sie do osiggniecia fazy wzrostu logarytmicznego, ktérg wyznaczono na podstawie krzywej wzro-
stu — w tym wypadku hodowle inkubowano 96 h. Nastepnie zimmobilizowang biomase oddziela sie
poprzez filtracje na sgczku karbowanym. Biomase przemywa sie wodg destylowana.

Tak przygotowany biokatalizator wykorzystuje sie do upakowania kolumny. Proces prowadzi sie
5 dni z ciggtg recyrkulacjg medium reakcyjnego, ktére stanowi 200 mL wody destylowanej oraz 500 mg
substratu — kwasu 1-amino-1-(pirydyn-3-ylo)metanofosfonowego w postaci mieszaniny racemiczne;.

Po zakonczeniu procesu mycelium P. funiculosum immobilizowane na piankach poliuretanowych
moze by¢ wykorzystane w drugim cyklu reakcyjnym z nowym medium stanowigcym 200 mL wody de-
stylowanej i 500 mg badanego zwigzku. Drugi cykl procesu prowadzi sie 4 dni. Natomiast mieszanina
reakcyjna jest odparowywana i analizowana za pomocg 3P NMR. Czysto$¢ optyczng produktu okreslg
sie spektroskopowo, na podstawie widm 3P NMR mieszanin poreakcyjnych z dodatkiem
a-cyklodekstryny. jako chiralnego odczynnika solwatujgcego, w srodowisku zasadowym (pD =~ 10). Po
biotransformacji otrzymano optycznie czysty izomer dla ktérego zmierzono skrecalnos¢ optyczng. War-
tos¢ [a]o d= -2° (2M NaOH) pozwala stwierdzi¢, ze otrzymany zwigzek to enancjomer S- kwasu
1-amino-1-(pirydyn-3-ylo)metanofosfonowego. Wniosek ten wysnuto na podstawie danych zawartych
w publikacji Kafarski P., Lejczak B., Szewczyk J. p.t. ,Optically active 1-aminoalkanephosphonic acids.
Dibenzoyl-L-tartaric anhydride as an effective agent for the resolution of racemic diphenyl
1-aminoalkanephosphonates” 1983, Canadian Journal of Chemistry, 61: 2425-2430), dostepnych dla
kwasu 1-aminofenylometanofosfonowego (PhgP), ktory jest analogiem badanego zwigzku, co pokazuje,
ze ujemna warto$¢ skrecalnosci optycznej odpowiada izomerowi S.

Produkt otrzymany wedtug przyktadu posiada nastepujgce dane spektralne:

[a]p=-2° (2M NaOH)

Pomiar wykonano przy dtugosci fali A=578 nm w temperaturze pokojowej. Tto do pomiarow sta-
nowit 2M roztwér NaOH.

3P NMR (D20, §, ppm): 8.42
IH NMR (D20, 8, ppm): 8.81(s. 1H, 2-py), 8.73(d, 1H, 6-py), 8.61 (d, 1H, 4-py), 8.04 (t, 1H, 5-py),
4.69 (d, 1H, CHP, J = 16.3Hz)
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Zastrzezenia patentowe

. Biokatalityczny sposob otrzymywania czystego izomeru kwasu 1-amino-1-(pirydyn-3-ylo)me-
tanofosfonowego o wzorze 1, znamienny tym, ze mieszaning racemiczng kwasu 1-amino-1-
-(pirydyn-3-ylo)metanofosfonowego poddaje sie 5-dniowej reakcji biotransformacji z wykorzy-
staniem biokatalizatora w postaci hodowli szczepu Penicillium funiculosum, w ktorej pierw-
szym etapem jest oksydatywna deaminacja racemicznej mieszaniny kwasu 1-amino-1-(piry-
dyn-3-ylo)metanofosfonowego do odpowiedniego ketofosfonianu o wzorze 2, ktéry nastepnie
zostaje zredukowany do kwasu hydroksyfosfonowego o wzorze 3, przy czym biokatalizator
stanowi wypetnienie kolumny z ciggta recyrkulacjg medium reakcyjnego.

. Biokatalityczny sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze biokatalizator otrzymuje sie
w trakcie hodowli na podtozu ziemniaczanym (PDB) z rbwnoczesng immobilizacjg na piankach
poliuretanowych.

. Biokatalityczny sposdb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze optymalny czas hodowli Penicil-
lium funiculosum to 4 dni w 22°C, na wytrzgsarce rotacyjnej o obrotach 140 rpm.

. Biokatalityczny sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze biokatalizator immobilizowany
jest na piankach poliuretanowych o srednicy poréw w zakresie 1000-1600 pum.

. Biokatalityczny sposdb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze produkt biotransformacji w po-
staci optycznie czystego kwasu 1-amino-1-(pirydyn-3-ylo)metanofosfonowego o wzorze 1
analizowany jest za pomocg *'P NMR z dodatkiem a-cyklodekstryny w srodowisku zasadowym.

Rysunki
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Schemat reakcji
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