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Fremstilling af carbamylderivater af a-hydroxysyrer
med formlen

R-CH-OCONH2

COOH
hvor R er en aromatisk eller alifatisk gruppe ved
hydrolyse af 5-substituerede 2,4-oxazolidindioner med

formlen
R = CHe—0Q
[
0=C cC=0
\\N,/
H

og af de tilsvarende frie a-hydroxysyrer ved yderligere
hydrolyse af carbamylderivaterne.

Ved enzymatisk hydrolyse af racemiske S5~substituerede
2,4-oxazolidindioner opnds kun &n af de to mulige
optiske isomere, nemlig D-carbamyl-a~hydroxysyren. Den
fri D-a-hydroxysyre f.eks. D{-)mandelsyre kan fis ud
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Opfindelsen angar en sarlig fremgangsmdde til ste-
reospecifik fremstilling af D-carbamylderivater af a-hy-
droxysyrer, hvilken fremgangsmdde er ejendommelig ved det
i kravets kendetegnende del anfoerte.

Ved fremgangsmdden ifelge opfindelsen underkastes
forbindelserne med den almene formel I (se kravet), dvs.
5-substituerede 2,4-oxazolidindioner, en enzymatisk hy-

drolysereaktion, som abner ringen efter felgende reak-

tionsskema:
T R 0O
HC 0 |
l ] ‘ Ho H? - 0OC - NH2
- - 20— 4.
O0=2°¢C¢ =0 0 =
\/ T
T OH
H
I II

hvor R i formel I og II er en substitueret eller usubsti-
tueret aromatisk eller alifatisk gruppe.

Forbindelsen med den almene formel II, som fas ved
hydrolysen, er D-carbamylderivatet af en o-hydroxysyre,
hvorfra a-D-hydroxysyren kan fas ved at underkaste for-
bindelsen med formlen II en yderligere hydrolyse efter

folgende reaktionsskema:

R

|

HOOC - CH - OCONH2 + HZO > R - CH - COOH + C024-NH3

OH

IIT

hvor R i formel III er en substitueret eller usubstitu-
eret aromatisk eller alifatisk gruppe.

Forbindelsen III er o-D-hydroxysyren.
Det har overraskende vist sig muligt enzymatisk at

hydrolysere 5-substituerede DL-2,4-oxazolidindioner sa-

ledes, at der opnas udelukkende D-carbamyl-a-hydroxysyre,
dvs. kun én af de to mulige optiske isomere. Den frie oa-
hydroxysyre med D-konfiguration kan fés ud fra det optisk
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aktive carbamylderivat ved simpel hydrolyse.

Forbindelserne med formlen I kan let fremstilles
ud fra de tilsvarende q-hydroxysyrer ved omsatning af
disse med urinstof, som beskrevet af Helge Aspelund i
Acta Acad. Aboensins Math. and Phys. 22 (7) 12 (1961).

Opspaltning af den racemiske blanding sker ved
stereoselektiv hydrolyse af oxazolidinringen i forbindel-
serne med formlen I udfert med enzymer, der let fas fra
kulturer af de i kravet nazvnte mikroorganismer eller fra
ekstrakter af kalvelever.

Fremgangsmaden ifslge opfindelsen kan f.eks. an-

vendes til fremstilling af D(-)mandelsyre

.@__?H - COOH v

OH

der er et vigtigt mellemprodukt ved fremstilling af se-
misyntetiske antibiotika.

Dette mellemprodukt fremstilles sadvanligvis ved
adskillelse af den racemiske blanding ved dannelse af
diastereoisomersalte med optisk aktive naturlige baser,
s&som brucin. Disse processer giver i alle tilfalde et
maksimalt teoretisk udbytte pa 50%, idet L-enantiomeren
m& racemiseres, fgr den tilbagefgres.

Ved fremgangsméden ifglge opfindelsen kan carba-
mylderivatet af D(-)mandelsyre med fordel fremstilles
ved den stereoselektive enzymatiske hydrolyse af den
ltilsvareﬁdé“5-phenyl-2,4-oxazolidindion. En yderligere
vaesentlig fordel ved fremgangsmdden ifglge opfindelsen
er, at det enzymatiske reaktionssubstrat spontant race-
miserer under hydrolysebetingelserne, sdledes at man ved

afslutningen af reaktionen opndr carbamatet af D(-)man-
delsyre i stekiometrisk mengde beregnet pad udgangsmate-
rialet.

Reaktionsskemaet er som felger:
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: i
cl:———(l);?H c———-o__} H/cl: 0 - C - NH,
N
7 II\I \) 0
H
L D D

D(-)Mandelsyre fés derpd fra D-mandelsyrecarbama-
tet ved hydrolyse under sure betingelser.

Ved udferelse af fremgangsmaden ifelge opfindelsen
i de tilfelde, hvor der anvendes et enzymatisk praparat
dannet ud fra mikroorganismer, dyrkes disse under aerobe
betingelser i et kulturmedium indeholdende kilder for ni-
trogen, carbon, phosphor og mineralsalte ved en tempera-
tur mellem 20 og 80°C i et tidsrum mellem 10 og 72 timer
og ved en pH-vardi mellem 6,0 og 8,0.

Glucose, lactat, acetat, majsstebevand og lactose
kan anvendes som carbonkilder.

Kedhydrolysat, sojakasein, ammoniumsalte, urin-
stof, hydantoin etc. kan anvendes som nitrogenkilder.
Et passende kulturmedium har f.eks. f@¢lgende sammensat-

ning:
Kgpdpepton 5g¢g
Kgdekstrakt 5g
Glucose 5¢g
Destilleret vand 1000 cm3
pH 7,0 -7,2

D(-)carbamatmandelsyre kan fremstilles direkte i
fermenteringsmediet indeholdende den tilsvarende DL-2,4-
oxazolidindion, eller kan fremstilles ved at anvende en
mikroorganismemasse i form af hvilende celler eller eks-
trakter deraf. De enzymatiske complekser kan ekstraheres
fra bakteriemassen ved de i enzymologien sa&dvanligt an-

vendte metoder.
Til dette formdal disintegreres cellerne under an-

vendelse af passende apparatur, sisom French Pressure-
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Cell Press, Manton Gaulin Homogenizer, roterende disin-
tegratorer etc. eller ved anvendelse af ultralyd.

Hydrolyse af den 5-substituerede D,L-2,4-oxazoli-
dindion kan ske ved til reaktionsblandingen at satte en-
zymet i &n eller flere af fglgende former: friske celler,
frysetgrrede celler, toluenbehandlede celler, med aceto-
ne opndet pulver eller rd eller rensede ekstrakter.

En yderligere teknisk og gkonomisk forbedring kan
opnds ved at immobilisere enzymerne ved at forene dem
med makromolekylare stoffer til dannelse af kemiske bin-
dinger med matrixen eller dannelse af ionbindinger, eller
ved fysisk immobilisering.

De nedenfor anferte eksempler illustrerer frem-

gangsmaden ifelge opfindelsen.

Eksempel 1
Der blev fremstillet et kulturmedium med fglgende
samnensatning:
Kpdpepton 5g
Kgdekstrakt 3 g
Glucose 5a¢g
Destilleret vand 1000 cm3

pH-Vardien blev indstillet til 7,2 med natrium-
carbonat, og mediet blev fordelt i 500 ml kolber i por-
tioner p& 100 ml. Efter sterilisering i 30 minutter ved
110°C blev kolberne innokuleret med en kultur af Pseu-
domonas CBS 145.75 skrékultur indeholdende samme medium
med 2% agar (DIFCO) og inkuberet i 24 timer ved 30°C un-
der orbital omrgring (220 omdrejninger pr. minut).

1 ml af denne forkultur (optisk tethed ved 550
nm = 0,250 fortyndet 1:10) blev indfgrt i 5 500 ml kolber
indeholdende 100 ml af samme medium, og kulturen blev
inkuberet ved 30°C under orbitalomrgring (220 omdrejnin-
ger pr. minut) i 24 timer (optisk tathed ved 550 nm =
0,450 fortyndet 1:10).

Cellerne blev derpd opsamlet, vasket i fysiologisk
saltvandsoplgsning og til slut suspenderet i 100 ml 0,1
M pyrophosphatstgdpude med pH 8,7 indeholdende 2 g DL-
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5-phenyl-2,4-oxazolidindion ved en temperatur pa 50°C.

Efter 70 timers inkubering under disse omstandig-
heder var hydrolysen DL-5-phenyl-2,4-oxazolidindionen
fuldstendig, hvilket blev konstateret ved polarometrisk
analyse af reaktionsblandingen.

D-mandelsyre-carbamatet blev isoleret fra reak-
tionsblandingen ved fjernelse af cellemassen ved centri-
fugering, afkeling og indstilling af pH-verdien til 2,5
med koncentreret HCl. Det sdledes opndede bundfald blev
filtreret fra, vasket med kold HZO 0g terret under va-
kuum. 1,8 g D-mandelsyre-carbamat blev opndet, og iden-
titeten blev vist ved IR- og NMR-spektra og ved elemen-
taeranalyse.

Den specifikke optiske drejningsevne [oc];5 af den
alkoholiske oplesning af det som ovenfor beskrevet opna-
ede D-mandelsyre-carbamat var -141°,

Dets smeltepunkt (under senderdeling) var 169°¢C.

1,4 g D-mandelsyre-carbamat blev suspenderet i 100
ml vand, derpd opvarmet og tilbagesvalet i fire timer.
Den sdledes opndede vandige oplesning blev syrnet og der-
pd ekstraheret med ethylether, og den organiske fase blev
under vakuum inddampet til terhed. Der blev opndet 1,10 g

rd mandelsyre med [a]25 = -120° (optisk udbytte 76%).
Efter krystallisation fra vand havde det ra pro-

dukt et smp. p& 130°C og en [a]§5 pa -154,5° i vand. For
D(-)mandelsyre er i litteraturen beskrevet smp. i 133°%
og [a]2> -158°.

Eksempel 2

1 g med acetone fremstillet pulver af homogenise-
ret kalvelever blev sat til en oplgsning indeholdende
500 mg DL-5-phenyl-2,4-oxazolidindion i 50 ml 0,1 M pyro
phosphatstgdpude med pH 8,5.

Den saledes opndede reaktionsblanding blev inku-
beret ved 30°C i 40 timer.

D-mandelsyrecarbamatet blev derpd udvundet som

beskrevet i eksempel 1.



5

10

15

20

25

30

35

DK 1617188

6

Der blev opniet 380 mg r&t carbamat med en speci-
fik optisk drejningsevne [a]gs pé -136° i ethanol.

Der blev derpd foretaget sur hydrolyse af det ra
carbamat, og mandelsyren blev ekstraheret som beskrevet
i eksempel 1 til opndelse af 300 mg r& D-mandelsyre med

(0125 = -116° (optisk udbytte 73,5%).

PATENTEKRAYV
Fremgangsmdde til stereospecifik fremstilling af
D-carbamylderivater af o-hydroxysyrer, kend et e g -
net ved, at man hydrolyserer en i 5-stillingen substi-

tueret oxazolidindion med den almene formel I

|
O— (l3~— ~
O—0

o =
I
I
o

hvori R betegner en substitueret eller ikke-substitueret
aromatisk eller alifatisk gruppe, ved udnyttelse af enzy-
matisk aktivitet af homogeniseret kalvelever eller af mi-
kroorganismer valgt blandt Agrobacterium radiobacter NRRL
B 11291, Bacillus Brevis NRRL B 11080, Bacillus stearo-
thermophilus NRRL B 11079, Pseudomonas sp CBS 145.75,
Pseudomonas sp CBS 146.75, Pseudomonas sp ATCC 11299,
Pseudomonas desmolytica NCI B 8859, Pseudomonas fluore-
scens ATCC 11250 og Pseudomonas putida ATCC 12633.
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