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Menetelni D-mantelihappokarbamaatin valmistamiseksi

Forfarande for framstdallning av D-mandelsyrakarbamat

Keksinnon kohteena on menetelmd D-mantelihappokarba-
maatin valmistamiseksi hydrolysoimalla seuraavan kaavan

(1) mukaista yhdistetta:

R
|
0
HC 1 ,
e | (1)
O =C 4 2C=20

jossa kaavassa R on fenyyliryhma.

Yleisen kaavan (1) mukaisilla yhdisteilld, toisin sanoen
5-substituoiduilla 2,4 oksntsolidiinidioneilla, voidaan
suyorittaa hydrolyysireaktio, joka avaa renkaan seuraavan

kaavan mukaan:
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Hydrolysoimalla saatu yleisen kaavan (11) mukainen
yhdiste on o, -hydroksihapon karbamyylijohdannainen, josta
& -hydroksihappo voidaan saada suorittamalla yhdisteella

(I1) toinen seuraavan kaavan mukainen hydrolyysi:
R

R - ?H - COOH + CO2 + NH3

HOOC - CH - OCONH, + H,0 _
2 2 OH

(I1ID)
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Lopullinen tuote (I11) onoc,—hydrnksihappo.

Keksinnon kohteena on menetelms D-mantelihappokarba-
maatin valmistamiseksi suoraan kaavan (1) mukaisen yhdis-
teen raseemisen seoksen stereoselektiivisen entsymaattisen
hydrolysoimisen avulla.

Tdssd yhteydessd on ylldtyksellisesti todettu mah-
dolliseksi entsymaattisesti hydrolysoida >-substitunituia
DL—Z,Q—OksntSUIjdjinjdinnnja siten, ettd tulokseksi sandaan
ainoastaan D-karbamyyli- of, -hydroksihappo, toisin sanoen
ainoastaan toinen mahdollisista optisista isomecereists.
D-konfiguraation omaava vapaa a(.—hydroksihnppo voldaan saa-
da optisesti aktiivisesta karbamyylijohdannaisesta yksin-
kertaisesti hydrolysoimalla. Kaavan (1) mukaisia yhdistei-
t8 voidaan helposti valmistaa vastaavista X - hydroksihapois-
ta saattamallane reanoimaan karbamidin %anssa kuten Helqge
Aspelund on selittanyt Julkaisussa Acta Acad. Aboensins Math.
and Phys. 22 (7) 12 (1961).

Raseeminen seos erotetaan stereoselektiivisesti hyd-
rolysocimalla oksatsolidiinirenqas entsyymien avulla, joita
voidaan helposti saada erilaisten mikro-organismien vilje-
lyista tai eldinelinten, rsim. vasikanmaksan uutteista.

Taman keksinndn tuloksens on on eritldin mielenkiin-

toinen, kaavan (TV) mukainen D-(-) - mantelihappo,

{o>— §H - COOH

H (IV)

Joka on tarked vdlituote puolisynteettisten antibioottien
valmistuksessa.

Tatd valituotetta valmistetaan yleensa erottamalla ra-
seeminen seos osiinsa siten, ettd muodostetaan diastereciso-

meerisuoloja optisesti aktiivisten luonnollisten emdsten kuten
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brusiinin kanssa. N&md menetelmét antavat joka tapauksessa
teoreettisena maksimituotoksena 50 %, koska L-enantiomeeri
on rasemisoitava ennen kuin se kierrdatetaan uudelleen.
Keksinnon mukaan voidaan D(-)mantelihapon karbamyyli-
5 johdannainen edullisesti valmistaa stereoselektiivisesti ent-
symaattisesti hydrolysoimalla vastaava 5-fenyyli-2,4-oksat-
solidiinidioni. Keksinndn mukaisen menetelmdn erds toinen
huomattava etu on, ettd entsymaattinen reaktiosubstraatti ra-
semisoituu spontaanisti hydrolyysiolosuhteissa niin, etta
10 reaktion paattyessd D-mantelihapon karbamaatti saadaan stodkio-
metrisin mésarin ldhtdyhdisteesta.

Reaktion kaava on seuraava:

H & 8
\ c___© -0-¢C -
@ ¢ —9 ol \ A -
N /c\\ NN ¢—oi
N Yo 0 N7 Ry 5
| |
” H
L D D

D(-)-mantelihappo saadaan sitten D-mantelihappokarba-
maatista hydrolysoimalla happamessa valiaineessa.

15 fntsymaattinen aktiviteetti, joka vaaditaan D(-)-man-
telihappokarbamaatin valmistamiseksi on todettu sek# homogeni-
soidussa vasikanmaksassa etta seuraavissa mikro-organismeissa:
Pseudomonas, Achromobacter, Corynebacterium, Brevibacterium,
Microbacterium, Arthrobacter, Agrobacterium, Aerobacter,

20 Klebsiella, Serratia, Proteus, Bacillus, Micrococcus, Sarcina,
Protaminobacter, Streptomyces, Actinomyces, Candida,
Rhodotorula, Pichia ja Paecilomyces.

Seuraavat mikro-organismit ovat osoittautuneet erikoi-

sen sopiviksi:
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Agrobacterium radiobacter NRRL B 11291
Bacillus brevis NRRL B 11080
Bacillus stearothermophilus NRRL B 11079
Pseudomonas sp CBS 145.75
Pseudomonas sp CBS 146.75
Pseudomonas sp ATCC 11299
Pseudomonas desmolytica NCIB8859
Pseudomonas fluorescens ATCC 11250
Pseudomonas putida ATCC 12633

Keksinntn mukaista menetelm#s sovellettaessa viljel-
1d8n edelld mainittuja tyyppejéd olevia mikro-organisme ja
aerobisissa olosuhteissa kayttimallsa viljelyvaliaineita, jot-
ka sisdltédvat typpi-, hiili-, fosfori- Ja mineraalisuola-
lahteitd, 20...80 °C:ssa 10...72 tuntia ja pH-arvon ollessa
6,0...8,0.

Hiililahteinia voidaan kdyttda glukoosia, laktaattia,
asetaattia, maissiuutelientd ja laktoosia.

Typpilahteind voidaan kayttis hydrolysoitua lihaa,
kaseiinia tai soijaa, ammoniumsuoloja, karbamidia, hydran-
toiinia, jne.

Sopivan viljelyvédliaineen koostumus on esim. seuraava:

lihapeptonia 5 kg
lihauutetta 5 kg
glukoosia 5 kg
tislattua vetts 1000 ml
pH 7,0...7,2.

Mantelihapon D(-)-karbamaatti voidaan valmistaa suo-
raan viljelyvdliaineessa, joka sisdltdi vastaavaa DL-2,4-
oksatsolidiinidionia, tai voidaan valmistaa suoraan kaytta-
m&8l118 mikrobimassaa jadnndssoluina tai kayttdaa tidsta tehtyja
uutteita. Keksinndn mukaiset entsymaattiset kompleksit uute-
taan bakteerimassasta soveltamalla entsymologiassa tavanomai-
sia menetelmii.

Téatd varten solut hajotetaan kayttamslla sopivia lait-
teita, esim. "French Pressure Cell Press",-, "Manton Gaulin

Homogenizer"- tyyppisiid kojeita, pydrivia hajoittimia, jne.,
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tai kayttamalla ultrasddnitekniikkaa.

5-substituoitu D L-2,a-oksatsolidiinidioni voidaan
hydrolysoida lisdamalls entsyymi reaktioseokseen seuraa-
vina muotoina: tuoreina soluina, lyofiloituina soluina,
tolueenilla kasiteltyind soluina, asetonijauheena tai raa-
koina tai puhdistettuina uutteina.

Er&s toinen tekninen ja taloudellinen parannus voidaan
tehdi sitomalla entsyymit siten, ettd ne yhdistetdadn mak-
romolekyylisiin yhdisteisiin muodostamalla kemiallisia si-
doksia matriisin kanssa, tai jonisia sidoksia tai fysikaa-
lisia sidoksia.

Seuraavat esimerkit kuvaavat muita menetelmid kek-
sinndén toteuttamiseksi.

Esimerkki 1

Valmistettiin viljelyliemi, jonka koostumus oli seu-

raava:

lihapeptonia 5 kg
lihauutetta 3 kg
glukoosia 5 kg

tislattua vetta 1000 ml.
pH s#dddettiin arvoon 7,2 soodan avulla, ja vidliaine jaet-
tiin 500 ml:n pulloihin 100 rl:n suuruisina erind. Pul-
lot steriloitiin 30 minuuttia 110 O C:ssa, minkad jélkeen ne
ympattiin Pseudomonas CBS 145.75 kannan viljelm&lld, joka
cisilsi samaa vdliainetta, jossa oli 2 % agaria (Difco) ja
inkuboitiin 24 tuntia 30 O c.ssa 220 kierr/min nopeudella
sekoittaen.

1 ml tata esiviljelmas (D.0. kohdassa 550 nm =
0,250, laimennus 1:10) pantiin viiteen 500 ml:n pulloon,
joissa oli 100 ml samaa valiainetta, ja viljelmad inkuboi-
tiin 30 © C:ssa sekoittaen 200 kierr/min nopeudella 24 tun-
tia (D.0. kohdassa 550 nm = 0,450, laimennus 1:10).

Taman jalkeen solut koottiin, pestiin fysiologisessa
liuoksessa ja suspendoitiin lopuksi 100 ml:aan 0,1 M pyro-

fosfaattipuskuria, jonka pH-arvo = 8,7, ja jossa oli 2 g
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DL-S—fenyyli—Z,a—oksatsolidiinidionia, 50 ©° C:ssa.

Inkuboitiin 70 tuntia niissj olosuhteissa, minki jal-
keen hydrolysoituminen D-mantelihappokarbamaatiksi oli suju-
nut loppuun, kuten todettiin polametrisesti analysoimalla
reaktioseosts.

Karbamaatti eristettiin reaktioseoksesta sen jalkeen,
kun solumassa o0li erotettuy sentrifugoimalla, minks jal-
keen Jédhdytettiin, Ja pH sdddettiin arvoon 2,5 konsentroi-
dun suolahapon avulla. Taten saatu sakka suodatettiin, pes-
tiin kylmdlld vedells Jja kuivattiin alipaineessa. Saatiin
1,8 g karbamaattia, Jonka identiteetti todistettiin IR~ ja
NMR-spektrien alkuaineanalyysin avulla.

Tdten saadun karbamaatin alkoholiliuoksen ominainen
optinen kiertokyky [eC 7 %B oli -141°. Sulamispiste oli
169 ° € (hajosi).

1,4 g karbamaattia suspendoitiin 100 ml:aan vetta,
minkd jadlkeen keitettiin palautustislausta soveltaen &4 tun-
tia. T&ten saatu vesiliuos tehtiin happameksi Jja uutettiin
sitten etyylieetterills, Ja orgaaninen faasi konsentroitiin
alipaineessa kuiviin. T&ten saatiin 1,10 g raakaa manteli-
happoa, jonka 1_06;728 oli -120 © (optinen tuotos 76 %

Vedesta kiteytettynd oli raakatuotteen sulamispiste
130 °c Ja sen optinen kiertidmisvoima [:xﬁ]za oli —154,50ve—
dessd, verrattuna sulamispisteeseen 113 °C ja optiseen kier-
tdmisvoimaan [:(LYZB —ng, kuten kirjallisuudessa on seli-
tetty D(-)-mantelihapolle.

Esimerkki 2

Lisdttiin 1 g homogenoidun vasikanmaksan asetoni jau-
hetta liuokseen, jossa oli 500 mg DL-5-fenyyli-2,4-0ksatso-
lidiinidionia 50 ml:ssa 0,1 M pyrofosfaasipuskuria, jonka
pH-arvo = 8,5.

Tadten saatua reaktioseosta inkuboitiin 30 °C:ssa 40

tuntia, minkd jdlkeen D-mantelihappokarbamaatti otettiin
talteen esimerkissa 1 selitetylld tavalla. Tidten saatiin
380 mg raakaa karbamaattia, jonka ominainen optinen kierto-
kyky oli [362728 -136° etanolissa.
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Téama raaka karbamaatti hydrolysoitiin hapon avulla ja man-
telihappo uutettiin esimerkissd 1 selitetylld tavalla, jol-
loin saatiin 300 mg D-mantelihappoa, jonka [}C:728 oli
-116° (optinen tulos 73,5 %).

PATENTTIVAATIMUKSET

Menetelmsd D-mantelihappokarbamaatin valmistamiseksi,
tunne©ttu s iita, etta DL-5-fenyyli-2,4-0ksat-
solidiinidioni saatetaan stereoselektiiviseen entsymaatti-
seen hydrolyysiin entsymaattista aktiivisuutta omaavan ai-
neen ladsndollessa, joka on saatu mikro-organismista sp. CBS
145.75:n tai homogenisoidusta vasikanmaksasta, noin 30 OC:in
lampbtilassa vahintddn 40 tunnin ajan aerobisissa olosuhteis-

sa ja pH:n ollessa noin 8,5.

PATENTKRAV

Fofarande for framstdllning av D-mandelsyrakarbamat,
k annetecknat darav, att DL-5-fenyl-2,4
-oxazolidindion bringas till en stereoselektiv enzymatisk
hydrolys i narvaro av ett enzymatiskt aktivitet besittande
dgmne, som har erh&llits fran mikroorganismen Pseudomonas sp.
CBS 145.75 eller homogeniserad kalvlever, vid en temperatur
av ca 30 °C under en tid av minst 40 timmar under aerobiska

betingelser vid ett pH-varde av cay 8,5.
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