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(54) Zpusob #tépeni racemické smési lakton

ReXeni se tyk& 5tdpeni{ racemické smé-
si laktonl, jeho% podstata spoZivd v tom,
%Ze v racemické sm¥si izomerd Coreyho lakto-
nu vzorce Ia a Ib dochdzi plisobenim glyce-
roltributyrétu v p¥{itomnosti katalytického
mnoZstvi enzymu lipdzy ke kvantitativni
enantioselektivni esterifikaci (+)-izomeru
vzorce Ib za vzniku odpovidajicfho esteru
vzorce IIIb., Z reakéni sm&si obsahujfci
(-)-izomer Ia a (+)-izomer IIIb se jedno-
tlivé &isté sloZky snadno separuji pomoci
chromatografickych metod. Z esteru vzorce
IIIb se transesterifikac{ alkoholem obsa-
hujfcim 1 a¥ 3 atomy uhlfku zisk4d Z4dany
(+)-izomer vzorce Ib.
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Vyndlez se tykd Stépeni{ raceiiické sm&si Coreyho laktonl vzorce Ia a Ib.
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o: o)
= d§§
OH
OH
8- CgHLCgH,CO0 _ 8-CgHLCaHCO0
(1a) (Ib)

Uvedend racem?cké smé; Coreyho laktont je snadno dostupnéd a jeji p¥iprava je pF¥edmitem

fady publikacf (nap¥. Prostaglandins and Thromboxanes /Eds. S. M. Roberts, E. F., Newton/
Butterworths, London 1982; Chemistry and Biotechnology of Biological Active Natural Products
EQ. Cs. Sz&ntay), Academic Kiadd, Budapest 1984; Prostaglandinsg Synthesis /Ed. J. S. Bindra,
R. Bindra/, Academic Pres, Inc., Neﬁ York 1977).

Opticky aktivn{ izomery Coreyho laktonu, zv14&t& (-)-izomer vzorce la p¥edstavuji
dileZity meziprodukt p¥i syntéze p¥firodnich prostaglandind a jejich syntetickych analogi.
Prostaglandiny tvo¥f v p¥irod& se vyskytujfef skupinu polyhydroxyderiv4td nenasycenych
mastnych kyselin s Zirokym spektrem biologickych G¥inkd. VyuZivaji se jako velmi d&innd
1é&iva ve veterinérni i huménni medicin&, pfedevZim v porodnictvi a gynekologii, p¥i 1lé&h&
chorob krevniho ob&hu, p¥i lé&eni poruch gastrointestindlnfho traktu a v ¥ad& dalifch
aplikaci. Z dosud zndmgfch zplsobl vyroby opticky aktivnich izomerd vzorce Ia a Ib lze
uvést Sté&peni (ii-3-oxotricyklo/2,2,1,02'6/heptan-7-karboxylové kyseliny pomoci L-(-)=-alfa-
~-methylbenzylaminu (US pat. spisy 3 992 438, 3 943 151; J. Amer. Chem. Soc. 95, 7 522
/1973/; J. Med. Chem. 23, 1 072 /1980/; Kexue Tongbao 27, 39 /1982/; Tetrahedron Lett.

34, 3 527 /1983/; AO 240 862 /1985/) a nésledujici transformaci opticky aktivnich kyselin

na sloueniny vzorce Ia, resp. Ib. Analogicky zplsob byl pou%it p¥i' ¥t&penit (:)~(5-benzyloxy-
methyl-4-hydroxycyklopent~2-en-l-yl)octové kyseliny (US pat. spis 3 873 605 /1975/. Opticky
&isty izomer vzorce Ia byl dile p¥ipraven z (-)-/3a-alfa, 6a-alfa/-tetrahydro-2H-cyklopenta/b/-
furan-2-onu Prinsovou reakci (Tetrahedron Lett. 27, 4 639 /1976/. Jiny p¥{istup k zfskénit

obou opticky aktivnich izomerld vzorce Ia resp. Ib pfedstavuje mikrobidlnf redukce substi=-
tuovanych bicyklo/2,2,1/heptan-2-onlt (nap¥. AC 225 987 /1984/, AO 236 386 /1985/). V posledni
dob& popsané St&peni racemické smési hemialkandidtld Coreyho laktonu pomoci aktivnich bézi
(napf. efedrinu, chininu, L=-(-)-alfa-methylbenzylaminu) umoZfuje ziskdnf obou enantiomernfch
laktond vzorce la, resp. 1b AO 248 945, 249 098, 248 946. Alternativou tohoto postupu

je 1 3t&peni karboxylovych derivdtd Coreyho laktonu (Youji Hauxue 5, 371 /1984/, viz.

Chem. Abstr. 102, 113 106 /1985/).

V¢Se uvedené zpisoby vfroby opticky aktivnich forem Coreyho laktonu maji ¥adu nevyhod.
Ve viech p¥ipadech jsou zalofeny na pracnych ndkolikastuphovych syntézéch, &asto ndro&ngych
na technologické za¥f{zeni. DalZi nevfhodou je pouZit{ relativn® drahych opticky aktivnich
bézL, z nichZ mnohé jsou znadn& toxické a jejich zp&tn& regenerace je ndkladni. Navic
oba optické izomery nelze obykle soutasné zfgkat v poZadované &istotd pouZitim jediného
" 3té&picfho &inidla.

Tyto nevfhody odstrafiuje podstatnym zplsobem zpisob 3t&penf racemickd smési Coreyho
laktonl podle vyndlezu, jeho# podstata spodivd v tom, Ze v racemické smdsi izomerd Coreyho
laktond vzorce Ia a Ib dochdz{ pisobenim glyceroltributyré&tu (tributyrinu) vzorce II

n~C3H7COO$H2
n-03H7COO?H2 {I1)
N-C3H7COOCH2
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V pFitomnosti katalytického mnoZstvi enzymu lipdzy izolované z kvasinek Candida cylindarea
(EC 3.1.1.3.) ke kvantitativni enantioselektivni esterifikaci (+)-izomeru vzorce 1Ib za
vzniku odpovidajicfho esteru vzorce IIIb

(IIIb)

%, /oocc3H7
%

4-CgHgCgHyCO0

Z reaktni sm&si obsahujici (-)-izomer Ia a (+)~izomer vzorce IIIb se jednotlivé &isté

slofky snadno separuji pomoc{ chromatografickych metod. Z esteru vzorce IIlb se transesterifi-
kac{ alkoholem obsahujicim 1 a% 3 atomy uhlfiku ziské iédahy (+)-izomer vzorce Ib. Ziskané
izomery Ia a Ib se rafinuji krystalizacf. P¥i zpisobu podle vyndlezu se posthpuje tak,

%e se k 0,02 a% 0,2 M roztoku racemické sm&si izomerd Coreyho laktond v nepolérnim aprotickém
rozpoudté&dle, s vfhodou v chloralkanu, p¥idd glycerol tributyrdt v hmotnostnim pom&ru

1:2 aZ 6, ddle se pfid4 lip&za v hmotnostnim pom&ru 1:0,05 aZ 0,2 a heterogenni smés se

michd nebo t¥epe p¥i teplot® 20 aZ 40 O¢. Prib&h reakce se sleduje pomoci chromatografickgch
metod, 8 vfhodou pomoci chromatografie na tenké vrstv&@ nebo vysokotlaké kapalinové chromatogra-
fie. Po 8 aZ 48 hodindch, tj. po konverzi (+)-izomeru vzorce Ib, se katalyzdtor oddél{

pomoci filtrace nebo centrifugaci{ a ziskany roztok se pfimo zpracuje technikou sloupcové
chromatografie za poufitf silikagelu. Eluce se provddi rozpou¥tddly pouiitymi p¥i reakci,
popfipad® ve sm&si obsahujfcfi 2 aZ 5 % objemovych methanolu nebo ethanolu. Prvd z eluovanych
slofek, ester vzorce IIIb, se po odpafeni rozpouXtddel za snifeného tlaku, event. po p¥ipadném
ptelistént krystalizaci, pfevede transesterifikaci wu&inkem methanolu nebo ethanolu v p¥f{tomnosti
katalytického mnoZstvi{, s vfhodou 1 aZ 2 molovych &, kysele reagujfcich &inidel, jako

nap¥. kyseliny sirové nebo iontom&nide .v H(+) cyklu na opticky &ist§ (+)-izomer vzorce Ib.
Opticky &isty (-)-izomer vzorce Ia reprezentujici vice poldrni sloZfku délené smdsi, se

zigk4 p¥imo odpa¥enim rozpousté&dla z p¥{slusné chromatografické frakce. Oba izomery vzorce

Ia a Ib rafinujf krystalizacf{, nap¥. z ethanolu. P¥i vlastni reakci se jako halogenalkany
poutivajf{ dichlormethan, chloroform nebo 1,2-dichlorethan, pfifem%f je vfhodné rozpou¥t&dlo

i glycerol tributyrdt p¥ed pouZitim nékolik hodin ekvilibrovat 0,1 M roztokem fosfitového
pufru. Pro snadn&jsf separaci katalyz&toru je vyhodné zakotvit lipdzu na inertnim nosiéi,

jako jsou litky na bdzi polymerl a kopolymerd styrenu. Takto upraveny katalyzdtor lze

snadno regenerovat a znovu pouZfit p¥i nédsledné esterifikac1 bez vfrazného tbytku jeho
katalytické aktivity.

Postup podle vyndlezu je vfhodny zejména tim, Ze pouZivd snadno dostupnych a levngch
reagencii a rozpoust&del, kterd se dajfl v pFevdiné mife snadno redgenerovat. Po technologické
stridnce nejsou na za¥fzen{ kladeny %4dné specidlni né&roky, velSkeré operace jsou bezpe&né
a nedoché&zi k tvorb& toxickych odpadnfich produktd ohroZujfcich Zivotni prost¥edif.

0&inky vyndlezu jsou ilustrovdny na né&kolika konkrétnich p¥ikladech provedeni, které
Z4dngm zpisobem neomgzujil rozsah pfedm&tu vyndlezu.

P¥{klad 1
Do 100 ml bafiky byl p¥edlofen roztok 2 g racemického Coreyho laktonu ve 40 ml 1,2-dichlor-

ethanu, d4le bylo p¥idéno 400 mg lipdzy (EC 3.1.1.3, v§robek firmy.Sigma, katalog. &islo
L 1 754) dobfe promichané se 2 g Sorsilenu, 8 ml glycerol tributyrdtu (ekvilibrovaného
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t¥epénim s 2 ml 0,1 M roztoku fosf4tového pufru) a smds byla t¥epéna p¥i 35 °¢ po dobu

30 hodin, kdy obsahovala 50 % v§chozfho substrétu. Suspenze byla odstfed&na, supernatant

byl odlit a zbytek po rozmichéni s 20 ml 1,2-dichlorethanu znovu odst¥ed&n. Supernatant

byl p¥idén k pivodnimu pod{lu a regenerovany enzym byl pouzit v dal3f{m cyklu. Chromato-
grafickym zpracovédnim supernatantu na kolon& (primdr 25 mm, délka 50 cm) naplnZné 25 g
silikagelu prd tenkovrstvou chromatografii byla nejprve eluovéna frakce 150 ml EDC (ethylen-
dichlorid) obsahujic{ ester vzorce IIIb, pak poufitim soustavy EDC + 5 8 objemovych methanolu
byla eluovdna frakce obsahujicf (-)-izomer vzorce la. Odpafenim esterové frakce za vakua

a rekrystalizac{ mazlavych krystald (1,3 g) ze sm&si n-hexanu (4 ml) a etheru (4 ml) bylo

" ziskéno 0,95 g prakticky &istého esteru II s teplotou téni 69 a%f 72 C, / / = 57,8°

/e =1, CHcl3/. Ester II (0,8 g) byl rozpukt&n ve 20 ml methanolu, pak byl pfidan 1 g katexu
Amberlite IR 120 v H( ) cyklu a smé&s byla za michd&nf vafena pod zpdtnym chladilem po dobu

16 hodin. Po ochlazeni sm&si byl iontom¥ni& odfiltrovén a filtrét byl odpafen za vakua.
Rekrystalizac{ zbytku z 3 ml ethanolu bylo ziskdno 0,51 g &istého (+)-Coreyho laktonu

vzorce Ib, / /gz = 83,1° /e = 1, cuc13/, tepldta tédnfi = 130 a% 132 %. Odpa¥enim alkoholické
chromatografické frakce za vakua a rekrystalizac{ zbytku (1,05 g) ze 4 ml ethanolu bylo
ziskéno 0,75 g (=)=Coreyho laktonu vzorce la, / lgz = -83,7°, /c =1, CHC13/, teplota tén{ =
= 131 az 132 c.

PE¥L{klaad 2

Ve 100 ml bafice byly rozpulitény 2 g racemického Coreyho laktonu v 50 ml dichlormethanu,
déle bylo pfidéno 200 mg lipédzy zakotvené na 2 g Chromosorbu 101, 8 ml ekvilibrovaného
glycerol tributir&tu a smds byla michéna pfi 22 °C 48 hodin. Po této dobd obsahovala dle
vysokotlaké . kapalinové chromatografické analyzy (kolona pln&né silikagelem 5 m, 150 mm x 3,2 mm,

.eluet n-hexan a ethanol v pom&ru 9:1, 1 ml/min, 254 nm) 52 % substrétu. Postupem jako
v pfikladu 1 bylo ziskéno 0,9 g esteru vzorce IIIb a 0,72 g (-)-Coreyho laktonu vzorce Ia.
Transesterifikace 0,8 g esteru IIIb v 20 ml ethanolu obsahujfcfho 0,2 ml koncentrované
kyseliny sirové, byla ukonZena pc 8 hodinéch varu sm&si pod refluxem. Pak byla kyselina
neutralizovéna 0,5 ml triethylenaminu a roztok odpa¥en za vakua. Odparek byl extrahovén
10 ml chloroformu a extrakt byl znovu odpa¥en za vakua. Rekrystalizace zbytku ze 3 ml
ethanolu poskytla 0,5 g (+)-izomeru Coreyho laktonu vzorce Ib.

PEfL{klad 3

Ve 100 ml bafice bylo smich&no 40 ml 1,2-dichlorethanu, 2 g racemického Coreyho laktonu,
4 ml ekvilibrovaného glycerol trihutyr&tu a regenerovany katalyzdtor z p¥ikladu 1. Smés
byla t¥epéna p¥i 25 Yc., Po 41 hodindch bylo dosafeno 53,7 % konverze (sledovéno vysokotlakou

kapalinovou chromatografickou analfzou). Dal3{ zpracovdni sm&si bylo provedeno jako v pfi-
kladu 1.

PREDMET VYNALEZU

1. Zplsob Xtépenf racemické sm&si laktond

OH .
g; OH
s 2~
‘1csﬂscsﬂ‘coo 4 caﬂ ECBH .COO

* (1a) (Ib)
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vyznateny tim, Ze na racemickou smds Coreyho laktond vzorcld Ia a Ib se pisobf glyceroltribu-
tyrdtem vzorce II

n-03H7C00('2H2 .
n-Csﬂ7C009H2 (11)
N-C3H7COOCH2

v pfi{tomnosti katalytického mnoZstv{i enzymu lipdzy z kvasinek Candids cylindarea (EC 3.1.1.3)

v prostitedf aprotického rozpouft&dla p¥i teploté 20 a% 40 % po dobu 5 a%¥ 48 hodin, &fim%¥

se (+)-izomer vzorce Ib pfevede na odpovidajici ester vzorce IIIb

0

(1IIb)

), ,00CCyH,
Y

4~ 6"506"4‘:00

nade? se po oddéleni katalyzdtoru filtraci nebo centrifugaci izoluje z reak®ni sm&si pomoct
sloupcové chromatografie opticky &ist¢ (-)-izomer vzorce Ia a ester {+) ~izomezu vzorce

1I1b, ze kterého se transesterifikac{ alkoholem obsahujicim 1 a% 3 atomy uhlfku v p#{tomnosti
kysele reagujfcich katalyzdtord uvolni opticky aktivni (+)-~izomer vzorce Ib a ziskané

izomery vzorce Ia a Ib se rafinuji krystalizac{.

2. Zpisob podle bodu 1 vyzna¥eny tim, %e se pouZfvaji 0,02 a% 0,2 M roztoky racemického
Coreyho laktonu v methylenchloridu, chloroformu nebo 1,2=-dichlorethanu, p¥i&emZ hmotnostni{
pomér reagujfcich sloZek - racemicky Coreyho lakton : glycerol tributyrdt : enzym- je
1:3 a% 5:0,05 a% 0,2.

3. Zplsob podle bodu 1 a/nebo 2 vyzna&eny ti{m, %e se pouZije enzym lipiza zakotveny
na vhodném inertnim nosi&i jako jsou l4tky na bidzi polymerd a kopolymer( styrenu.

4. Zpisob podle bodu 1 a/nebo 2 a/nebo 3 vyzna&eny tim, Ze se jako kysely katalyzdtor
pti transesterifikaci poufije miner4lni kyselina, s vfhodou kyselina sirov4d, nebo jontom&ni&
v H(+) cyklu jako nap¥. polystyrensulfonové kyseliny.

5. Zpisob podle bodu 1 a/nebo 2 a/nebo 3 a/nebo 4 vyznafeny tim, ¥e se rafinace optickych
izomexrd Coreyho laktonu provede krystalizaci{ z alkoholu obsahujfciho 1 a% 3 atomy uhlfiku.

6. Zpisob podle bodu 1 a/nebo 2 a/nebo 3 a/nebo 4 a/nebo 5 vyznaleny tim, %e se p¥i
reakci pouZité rozpou¥té&dlo glyceroltributyrat pfed pouZitim n&kolik hodin ekvilibruje
s 0,1 M roztokem fosfdtového pufru.
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