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Sposéb wydziclania I-mentolu
Z mieszaniny stereoizomerycznych dl-mentoli

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wydzielania )-mentolu z mieszaniny stereoizomerycznych dl-
mentoli, stosowanego w przemysle farmaceutycznym, spotywczym i perfumeryjno-kosmetycznym.

Znanych jest 8 optycznie czynnych stereoizomeréw mentolu i 4 odmiany racemiczne, spoéréd ki6rych
tylko I-mentol obdarzony jest specyficznym migtowym zapachem i charakterystycznym chiodzacym dziata-
niem. di-Mentol wykazuje zapach podobny do I-mentolu, lecz efekt chlodzacy ma obnizony w okolo 50%.
Pozostale stereoizomery, to jest izomentol, neomentol i neoizomentol charakteryzujg si¢ odmiennymi i
nickorzystnymi wiadciwodciami organoleptycznymi.

W przemyslowym procesie syntezy mentolu z surowcdéw chemicznych, na przykiad meta-krezolu,
poprzez stadium tymolu, otrzymuje si¢ mieszaning wszystkich czterech nieczynnych optycznie stereoizome-
rycmych mentoli. Z mieszaniny tej wydziela si¢ zwykle metodami fizykochemicznymi dl-mentol. Rozdziele-
nie di-mentolu na optycznie czynne izomery przeprowadza si¢ metodami fizykochemicznymi poprzez
odpowiednie zwigzki diastereoizomeryczne lub metodami biochemicznymi. Metody fizykochemiczne majg
ograniczone zastosowanic praktyczne ze wzgledu na wysokg ceng stosowanych optycznie czynnych substra-
téw i zlozony proces technologicmy. Z tego wzgiedu w ostatnich latach przedmiotem wiclu patentdw
(~Postgpy Mikrobiologii“, 18, 149 (1979)) jest zastosowanie mikroorganizméw lub wydzielonych z nich
enzyméw do rozdzielania racemicznego mentolu na enancjomery.

Wediug brytyjskiego opisu patentowego 1187 320, dl-mentol estryfikuje si¢ kwasami karboksylowymi
zawicrajacymi 1-21 atoméw wegla. Nast¢pnie racemiczne estry mentolu poddaje si¢ selektywnej hydrolizie
mikrobiologicznej pod wplywem enzyméw wytwarzanych przez réine szczepy drobnoustrojdw, w tym:
Absidia hyalospora, Trichoderma speues, Geotrichum candium, Aspergillus flavus, Rhizopus nigricans,
Actinomucor repens, Bacillus subtilis, Gibberella sanbiinet. Uzyskiwane wydajnoéci I-mentolu sq bardzo
zwémicowane w zaleinodci od rodzaju stosowanego drobnoustroju, stgienia substratu i wielu innych
parametrOw procesu i wynosi 12-98,4%. Natomiast wediug opisu patentowego RFN 1958 587 zdoino#é
selektywnej hydrolizy estréw di-mentolu wykazuje okolo 40 réinych szczepbw drobnoustrojéw, w tym
drozd2e Rhodotorula mucilaginosa, hydrolizujgce estry dl-mentolu w st¢zeniach 3-10% v/v z wydamoébcig
14,7-27,6%.

Sposéd wydziclania I-mentolu z mieszaniny stereoizomerycznych di-mentoli wedisg wynalazku polegs
na sclektywnej i asymetrycznej, enzymatycznej hydiolizie octanu |-mentylu przy udziale nowego szcaspu
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drozdzy Rhodotorula mucilaginosa R, a nasigpnie wyodrgbnieniu I-mentolu z cieczy pofermentacyjne;j
przez destylacje z para wodna, estrytikacj¢ kwasem borowym i hydrolizg otrzymanego ortoboranu l-mentylu
przez destylacj¢ z parg wodng. W tym celu wyjéciowa mieszaning izomerycznych dl-mentoli estryfikuje si¢ w
znany sposOb bezwodnikiem kwasu octowego, otrzymujac odpowiednie octany z wydajnoscia 95-98%.
Nastgpnie prseprowadza si¢ selektywng i asymetryczng hvdrolizg octanow dl-mentoli za pomocg rosnacych
lub spoczynkowveh komérek nowego szczepu drozdzy Rhodotorula mucilaginosa R .. uzywajac w przy-
padku komérek rosngcych stacjonarnej tazy hodowli w podtozu standardowym i namnozenia biomasy co
najmme) 3X 10°komérek/cm’, a w przypadku komérek spoczynkowych 0,2 czgéci wagowych w przeliczeniu
na suchy mas¢ drozdzy izolowanych z fazy stacjonarnej na 18 czsci wagowych octanéw dl-mentoli w 100
czgsciach wagowych butoru tosforanowego o pH=7.

Dla obu rodzajéw komoérek proces hydrolizy przeprowadza si¢ w czasie 48-80 godzin w temperaturze
25-30°C na wytrzasarce o 190-220 obrotach na minut¢ lub biofermentorach. Po zakoniczeniu procesu
hydrolizy ciecz pofermentacyjna poddaje si¢ destylacji z para wodng w celu wydzelenia mieszaniny -
mentolu i nie przereagowanych stereoizomerycznych octanéw mentolu. Otrzymang w ten sposéb mieszaning
estryfikuje si¢ kwasem borowym, uzytym w ilosci 1 mol na 3 mole mentolu, po czym oddestylowuje si¢ pod
smniejszonym ci$nieniem nie przereagowane octany mentoli, a pozostaloé¢ stanowiacg ortoboran tréjmen-
wviu hydrolizuje si¢ przez destylacj¢ z para wodng. Oddestylowany z parg wodng I-mentol oczyszcza si¢ dalej
rutynowa metoda przez krystalizacj¢ z organicznych rozpuszczalnikdw uzyskujac produkt o wiasciwo$ciach
zgodnych z wymaganiami normy.

Zastosowana w sposobie wedtug wynalazku odmiana R,:drozdzy Rhodotorula mucilaginosa charakte-
ryzuje si¢ 3—4 krotnie wi¢ksza zdolnoscig rozszczepiania octanu |-mentylu w odniesieniu do szczepu Rhodo-
torula mucilaginosa stosowanego w znanym sposobie z opisu patentowego RFN nr 1958 587.

Sposob wedlug wynalazku wyja$niaja blizej ponizsze przyklady nie ograniczajgce zakresu jego
stosowania.

Przvkiad . Hodowlg drozdty Rhodotorula mucilaginosa R.;, pochodzaca ze skosu agarowego,
zaszczepiono podioze standardowe i hodowano w ciggu 24 godzin w temperaturze 28°C. Otrzymane ptynne
inokulum przeniesiono do 2.5 dm’ hodowli wlasciwej w ilosci 3% v/v i hodowano w tej samej temperaturze
przez 24 godziny. Mikroskopowo sprawdzono czysto$¢ mikrobiologiczng populacji oraz ustalono poziom
namnoz2enia biomasy, liczagc komérki w komorze Thoma dla kilku préb pobranych z hodowli. Po osiagnigciu
przez Rhodotorula mucilaginosa fazy stacjonarnej, liczba komérek w 1cm’® kultury wynosita 3% 10°. Do
namnozonej populacji dodano 50cm’ octanu dl-mentylu.

Hydroliz¢ estru prowadzono przez 72 godziny w temperaturze 28°C. Po zakoficzeniu reakcji ptyn
pofermentacyjny poddano destylacji z parg wodng w celu wydziclenia I-mentolu oraz nie rozszczepionych
octanéw. Otrzymano 50 cm’ destylatu zawierajacego (na podstawie analizy GC) 45% l-mentolu oraz 55% nic
rozszczepionych estréw. Mentol estryfikowano kwasem borowym. W tym celu w aparaturze, zaopatrzone) w
nasadk¢ azeotropowa i chlodnicg zwrotng, ogrzewano do wrzenia 50 cm’ mieszaniny l-mentolu i nie rozszcze-
pionych estréw z 2,5g (0,04 mola) kwasu borowego w 250 cm’ toluenu. Proces prowadzono do chwili, gdy
przestala wydzela¢ si¢ woda. Nast¢pnie odparowano rozpuszczalnik i octany mentylu pod zmniejszonym
ci$nienim (6,6 — 19hPa). Otrzymano 26g estréw. Pozostaly w kolbie ortoboran tréjmentylu roziozono
podczas destylacji z parg wodng na I-mentol i wodny roztwér kwasu borowego. I-Mentol ekstrahowano
toluenem.

Po odparowaniu rozpuszczalnika otrzymano 19,3g (85% wydajnosci teoretycznej) krystalicznego
zwigzku o charakterystycznym mi¢towym zapachu i temperaturze topnienia 42-43°C oraz skre¢calnodci
wiaiciwej [a)’p = —49°. Otrzymany w ten sposdb I-mentol wykazuje wlasciwosci sensometryczne identyczne
z I-mentolem naturalnym wydzielonym z olejku migtowego.

Przyktad II. Sposéb przygotowania inokulum oraz prowadzenia hodowli drozdzy Rhodotorula
mucilaginosa R, jest taki sam, jak w przykiadzie I.

Komérki spoczynkowe drozdzy otrzymano w nast¢pujacy sposob. Po zakoficzeniu hodowli wiasciwe;j
odwirowano (przy 4500 obrot6w/minut¢) komérki drozdzy i przemyto je 1/15 molamym buforem fosfora-
nowym o pH =7. Nast¢pnic otrzymang mas¢ komérkowg zawieszono w buforze fosforanowym o takich
samych parametrach. Do tak przygotowanych komérek spoczynkowych dodano 50 cm® octanu di-mentylu i
caloéé uzupetniono buforem fosforanowym do objetosci 2,5 dm’. Hydroliz¢ octanu dl-mentylu prowadzono
na wytrzasarce przez 72 godziny, w temperaturze 28°C. Nast¢pnie plyn pofermentacyjny poddano destylacji z
parg wodng. Otrzymano destylat zawierajacy 45% |-mentolu i $5% nie rozszczepionych octanéw, co ustalono
na podstawie analizy chromatograficznej gazowe). Mentol estryfikowano kwasem borowym, uzytym w iloéci
2,5g (0,04 mola). Proces estryfikacji prowadzono w $rodowisku toluenu (150 cm®) jako czynnika usuwaja-
cego azeotropowo wod¢. Po zakoriczeniu procesu oddestylowano rozpuszczalnik i octany mentylu pod
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zmniejszonym ci$nieniem, a pozostaty w kolbie ortoboran tréjmentylu roztozono podczas destylacji z parg
wodng na I-mentol wodny roztwér kwasu borowego I-mentol ekstrahowano toluenem.

Po odparowaniu rozpuszczalnika otrzymano 19,0 (84% wydajnosci teoretycznej) krystalicznego
zwigzku o charakierystycznym mig¢towym zapachu i temperaturze topnienia 42-43°C oraz skrecalnosei
wlasciwej [a)®®,=-49°. Otrzymany w ten sposéb l-mentol wykazuje wlasciwosci organoleptvczne identyczne
< I-mentolem wydzelonym £ olej)ku migtowego.

Zastrzezienia patentowe

1. Sposéb wydzielania I-mentolu 2 mieszaniny stereoizomerycznych dl-mentoli droga estryfikacji bez-
wodnikiem kwasu octowego oraz droga asymetrycznej i selekiywnej hydrolizy mikrobiologiczneji destylacji
z parg wodng, znamienmy tym, 2¢ racemiczne mentole przeprowadzone w octany dl-mentoli podda_'g: si¢
sclektywnej i asymetrycznej hydrolizie racemiczne) za pomocgq dro2dizy Rhodotorula mucilaginosa R),, po
czym wydziela si¢ I-mentol z cieczy potermentacyjnej przezdestylacj¢ z parq wodng, a nasigpaie azeotropowa
estryfikacj¢ wydzielonej mieszaniny l-mentolu i octanéw mentoli kwasem borowym uzytym w ilosci | mola
kwasu borowego na 3 mole mentolu.

2. Sposéb wedlug zastrz. |, zaamienmy tym, proces sclekiywnej asymetryczne) hydrolizy racemiczne)
mieszaniny octanéw mentoli prowadzi si¢ za pomocy loancych kom(mk droidty Rhodotorula mucilagi-
nosa R;; na podiozu zawierajacym co naymniej 3 X 10’ komérek/cm’ drozdiy.

3. Spos6b wedlug zastrz. |, snamienmy tym, 2¢ proces selektywnej asymetrycznej hydrolizy racemicznej
mieszaniny octanéw mentoli prowadzi si¢ za pomocg komorek spoczynkowych w ilosci 0,2 cz¢fci wagowych,
w przeliczeniu na sucha mas¢, drozdzy izolowanych z fazy stacjonarnej na 18 cz¢éci wagowych octanéw
dl-mentoli w 100 czgéciach wagowych buforu fosforanowego o pH=7.

4. Sposdb wedlug zastrz. |, mamiemny tym, Ze selektywng i asymetryczng hydroliz¢ octanéw racemi-
<znych mentoli prowadz si¢ w temperaturze 25-30°C w czasic 48-80 godzin.



	PL121073B2
	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS
	DESCRIPTION


