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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania (+)-izomeru-(3R)-3-n-butyloftalidu o wzorze 2
przedstawionym na rysunku.

Metoda, wedtug wynalazku moze znalez¢ zastosowanie w przemysle spozywczym jako aromat
produktéw spozywczych.

(+)-1zomer-(3R)-3-n-butyloftalidu jest bicyklicznym laktonem, o strukturze identycznej jak natural-
nie biosyntezowany lakton, izolowany z roslin z rodziny Apiaceae. (Leon A., Del-Angel M., Avila J. L.,
Delgaro G.. Phthalides: distribution in nature, chemical reactivity, synthesis, and biological activity. Pro-
gress in the Chemistry of Organic Natural Products 2017, 104, 127-245).

(+)-1zomer-(3R)-3-n-butyloftalidu jest metabolitem wtérnym oznaczanym w selerze, lubczyku, pie-
truszce, nadajacym tym roslinom charakterystyczny aromat, kojarzony jako zapach selera (Beck J.J.,
Shen-Chieh C. The structural diversity of phthalides from the Apiaceae. Journal of Natural Products
2007, 70 (5), 891-900).

Znane sg metody otrzymywania racemicznego 3-n-butyloftalidu z bezwodnika ftalidowego po-
przez synteze ze zwiazkami metaloorganicznymi (Karmakar R., Pahari P., Mal D. Phthalides and phta-
lans: synthetic methodologies and their applications in the total synthesis. Chemical Reviews 2014, 114,
6213-6284).

Brak jest doniesien literaturowych o otrzymywaniu (+)-izomeru-(3R)-3-n-butyloftalidu metodami
biotransformaciji, poprzez enancjoselektywne utlenienie dioli bakteriami w hodowlach ptynnych lub sta-
tych.

Istotg wynalazku jest to, ze do podtoza sktadajgcego sie z 1% peptonu, 0,2% kazeiny, 0,2% eks-
traktu drozdzowego, 6% chlorku sodu i 2% glukozy, dodaje sie inoculum hodowli Rhodococcus ruber
PCM2166.

Po uptywie co najmniej 48 godzin dodaje sie do hodowli racemiczny 1-hydroksymetylo-2-(1-hy-
droksypentylo)benzen, o stezeniu nie wiekszym niz 0,6 g/dm?3. Nastepnie, po catkowitym przereagowa-
niu substratu, ekstrahuje sie otrzymany produkt, po uprzednim zakwaszeniu kwasem solnym do pH nie
wyzszego niz 4, otrzymujac (+)-izomer-(3R)-3-n-butyloftalid o wzorze 2.

Otrzymuje sie (+)-izomer-(3R)-3-n-butyloftalid w wyniku enancjoselektywnego utlenienia diolu
przy uzyciu Rhodococcus ruber PCM2166.

Korzystnie jest, gdy dodaje sie inoculum 2-dniowej hodowli bakterii.

Korzystnie takze jest, gdy ODsoo wynosi od 0,6 do 0,7.

Korzystne rowniez jest, gdy proces biotransformacji prowadzony jest w temperaturze 28°C i prze-
ptywie powietrza 1 v/m.

Zasadniczg zaletg sposobu, wedtug wynalazku, jest to, ze szczep Rhodococcus ruber PCM2166
hodowany na podtozu ptynnym enancjoselektywnie utlenienia izomery (+) i (-) diolu (wzér 1) do (+)-
-izomeru 3-n-butyloftalidu (wzér 2) ze stopniem przereagowano 90-95% i nadmiarem enancjomerycz-
nym ee = 87-94% wykorzystujac dwa rézne mechanizmy utlenienia.

Wynalazek jest blizej okreslony na przyktadzie wykonania.

Przyktad:

Szczep Rhodococcus ruber PCM2166 pozyskano z Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw, znajdu-
jacej sie w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej we Wroctawiu. Hodowle Rhodococcus ruber
PCM2166 prowadzi sie w bioreaktorze (Brunswick, USA) w naczyniu o pojemnosci 7 L, zawierajacym
3,5 L wysterylizowanego podtoza o sktadzie: 1% peptonu, 0,2% kazeiny, 0,2% ekstraktu drozdzowego,
6% chlorku sodu i 2%, glukozy, do ktérego dodaje sie 10% objetosciowych inoculum 2-dniowej hodowli
Rhodococcus ruber PCM2166 o ODsoo = 0,6-0,7. Hodowle prowadzi sie w temperaturze 28°C, przy
mieszaniu 600 rpm mieszadtem topatkowym i przeptywie powietrza 1 v/im. Do 2-dniowej hodowli dodaje
sie racemiczny 1-hydroksymetylo-2-(1-hydroksypentylo)benzen o wzorze 1, w stezeniu 0,5-0,6 g/dm?.
Proces kontroluje sie analizujac go technikami chromatografii gazowej. Nadmiar enancjomeryczny wy-
znacza sie z analiz GC na kolumnie z wypetnieniem chiralnym Cyclosil-B i L-Val. Po 14 dniach transfor-
macji i catkowitym przereagowaniu substratu, produkt ekstrahuje sie octanem etylu, po uprzednim za-
kwaszeniu 10% kwasem solnym do pH=4. Ekstrakt jest osuszany nad bezwodnym siarczanem ma-
gnezu. Po odparowaniu rozpuszczalnika surowy produkt poddaje sie chromatografii na zelu krzemion-
kowym stosujac eluent heksan : aceton w stosunku objetosciowym 3:1 uzyskujac 874.3 mg (+)-enan-
cjomeru o nadmiarze enancjomerycznym ee = 93% ([a]®p = +44,86 (c 1,0 CHCIs)). Wydajnosé po
oczyszczeniu wynosi 59%.
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Uzyty substrat o wzorze 1 charakteryzuje sie nastepujacymi danymi spektroskopowymi:
"H NMR (500 MHz, CDCls), 5 (ppm): 0,91 (t, 3, J = 7,1 Hz, CH3-CHz-), 1,24-1,34 (m,1, jeden z CH3-CH>-),
1,34-1,44 (m, 2, CH3-CH2-CH), 1,44-1,53 (m, 1, jeden z CH3-CHz-), 1,78-1,95 (m, 2, -CH2-CH(OH)-),
2,65 (s, 2, OH), 4,70 (d, 1, J = 12,1 Hz, jeden z -CH2-OH), 4,78 (d, 1, J = 12,1 Hz, jeden z CH2-OH),
4,93 (dwa d, 1, J = 6,8 Hz, =2C-CH(OH)CH:>-, 7,26 (m, 1, =*CH-), 7,31-7,35 (m, 2, =3CH-, =8CH-), 7,41-
7,44 (m, 1, =5CH-).

3C NMR (151 MHz), & (ppm): 14,02 (CHs-), 22,64 (CH3-CH2-), 28,51 (-CH2-), 36,78 (-CH>-),
63,80 (-CH2>-OH), 71,68 (=2C-CH(OH)-), 126,52 (=2CH-), 127,80 (=fCH-), 128,47 (=°CH-), 129,77
(=*CH-), 138,14 (="C-CH20H), 142,59 (=2C-CH(OH)-)).

GC-EIMS 194 (M+1)

Uzyskany produkt o wzorze 2 charakteryzuje sie nastepujacymi danymi spektroskopowymi:

"H NMR (500 MHz, CDCls), 3 (ppm): 0,89 (t, 3, J = 7.18 Hz, CH3-CH3-), 1.31-1.44 (m, 2, CHs-
-CHz-), 1.44-1.54 (m, 2, -CH2-CH2-CH>-), 1,65-1,80 (m, 1, jeden z -3C-CH2-CH>-), 1,99-2,12 (m, 1, jeden
z -3C-CH2-CHa-), 5,46 (dd, 1, J = 7,85 Hz, J = 3,7 Hz, -3CH-0-), 7,42 (d, 1, J = 7,65 Hz, =*CH-), 7,75
(t,1,J=7,5Hz, =8CH-), 7,66 (t, 1, J=7,5 Hz, =5CH-), 7,88 (d, 1, J = 7,7 Hz, ="CH-).

3C NMR (151 MHz), & (ppm): 13,99 (CHas-), 22,55 (CH3-CH2-), 27,00 (CH3-CH2-CH>-), 34,57
(-CH2-CH-0O), 81,57 (-CH-0O-), 121,68 (=*CH-), 125,81 (="CH-), 126,19 (="2C-C(O)-) 129,14 (=5CH-),
134,05 (=°CH-), 150,27 (=%2C-C-0), 170,82 (-O-"C(0)-C-).

GC-EIMS 191 (M+1).

Zastrzezenia patentowe

1. Sposoéb wytwarzania (+)-izomeru-(3R)-3-n-butyloftalidu znamienny tym, ze do podfoza skta-
dajacego sie z 1% peptonu, 0,2% kazeiny, 0,2% ekstraktu drozdzowego, 6% chlorku sodu
i 2% glukozy, dodaje sie inoculum hodowli Rhodococcus ruber PCM2166, kolejno po uptywie
co najmniej 48 godzin, dodaje sie racemiczny 1-hydroksymetylo-2-(1-hydroksypentylo)benzen
o wzorze 1, o stezeniu nie wiekszym niz 0,6 g/dm3, nastepnie po catkowitym przereagowaniu
substratu, produkt ekstrahuje sie, po uprzednim zakwaszeniu kwasem solnym do pH nie wyz-
szego niz 4, otrzymujac (+)-izomer-(3R)-3-n-butyloftalid o wzorze 2.

Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze dodaje sie inoculum 2-dniowej hodowli bakterii.
Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze ODeoo Wynosi od 0,6 do 0,7.

Sposéb, wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze hodowle prowadzi sie w temperaturze 28°C
i przeptywie powietrza 1 v/m.
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Rysunek
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