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Menetelmd (R)-glysidyyliestereiden valmistamiseksi

Kiraalisten C,-rakenteiden joukossa orgaanisissa
synteeseissé on epdsymmetrisilld glyseriinijohdannaisilla
tidrked merkitys. Erityisen monipuolisesti kdyttdkelpoisia
ovat glysidolien johdannaiset, joista (R)-glysidyylibuty-
raatti (I, R = butyryyli) ja (R)~-glysidyylitosylaatti (I,
R = p-toluolisulfonyyli) (S)-glysidolin (I, R = H) ja voi-
hapon tai p-toluolisulfonihapon estereitd ovat jo kaupal-

lisesti saatavissa.

Kirjallisuudessa on kuvattu erityisesti (R)-glysi-
dyylibutyraatin lukuisia k&dyttdtarkoituksia. Namd koskevat
sekd muuttamisia toisiksi kiraalisiksi synteesin rakenne-
osasiksi, joista mainittakoon (S)-2,3-0-isopropylideeni-
glyseriinialdehydi [S.K.Kang ja D.S5.Shin, Bull. Korean
Chem.Soc. 7, 159 (1987)], (S)-l-bromi-2,3-propaanidioli
[S.Y.Ko, H.Masamune ja K.B. Sharpless, J.Org.Chem. 52, 667
(1987)1, (R)-1,2-propyleeniglykoli [A.Kdtz ja K.Richter,
J.Prakt.Chem [2] 111, 397 (1925)] ja kiraaliset asyyligly-
sidyylieetterit [D.E.McClure, B.H.Harrison ja J.J.Baldwin,
J.Am.Chem.Soc. 101, 3666 (1979)], etta B-salpaajien
[D.E.McClure, B.H.Harrison ja J.J.Baldwin, loc.cit.] tai
kiraalisten glyseridien (C.A.Lok, J.P.Ward ja D.A.v.Dorp,
Chem.Phys.Lipids 16, 115 (1976) valmistusta.

Kaikkiin ndihin k&yttétarkoituksiin (R)-glysidyyli-
butyraatti on luonnollisesti sitd arvokkaampi, mitd kor-
keampi on sen optinen puhtaus ilmaistu lyhenteend ee,
"enantiomeric excess"), koska optisen puhtauden ollessa
riittévd voidaan lupua ei-toivottujen enantiomeetrien eril-

lisestd eristdmisestd tuotteista.
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Tarkoituksenmukaisesti arvot ovat suurempia kuin
95 % ee, siis ei-toivotun enantiomeerin osuus on pienempi
kuin 2,5 %. Nykyisin kaupallisesti saatavilla (R)-glysi-
dyylibutyraatin preparaateilla arvot ovat sitd vastoin
enimmédkseen ainoastaan alueella n. 85-90 % ee.

Alempien karboksyylihappojen (RS)-glysidyyliesterit
ovat valmistettavissa edullisesti tunnettujen menetelmien
mukaisesti (RS)-glysidolista ja asyylikloridista tai (RS)-
epikloorihydriinistd ja alkalikarboksylaateista, siis hal-
voista lahtbaineista.

Menetelmissd alempien karboksyylihappojen optisesti
puhtaiden glysidyyliestereiden valmistamiseksi 1l8hdeté&dn
sen tdhden tarkoituksenmukaisesti vastaavista (RS)-glysi-
dyyliestereistd ja suoritetaan ndille enantiomeerien erot-
taminen. Klassiset enantiomeerien erotusmenetelmdt vaativat
kuitenkin tavallisesti kalliita kiraalisia apuaineita st&-
kitmetrisin mddrin sekd useimpia menetelmdvaiheita.

Uudempi menetelmd8 (R)-glysidyyliestereiden [W.E.
Ladner ja G.M.Whitesides, J.Am.Chem.Soc. 108, 7250 (1984)]
valmistamiseksi kayttdd sitd vastoin enantioselektiivisti
entsymaattista (RS)-glysidyyliesterien hydfolyysié sian
haimalipaasilla, Jolloin ensi sijassa (S)-enantiomeeri
hydrolysoituu (R)~glysidoliksi ja karboksylaatiksi, kun
taas (R)-enantiomeeri rikastuu j&dannékseen ja lopuksi eris-
tetddn tdstd. Ideaalisissa olosuhteissa pitdisi ndin tdysin
raseemisesta seoksesta, kun tarkalleen 50 %, eli juuri (S)-
enantiomeerin osuus, on hydrolysoitunut, saada koko (R)-
enantiomeerin osuus optiselta puhtaudeltaan on 100-%:isena
ee. T&hdn mennessd kiytdnndssd saadut tulokset eroavat

~ kuitenkin huomattavasti ndistd arvoista. On osoittautunut,

ettd hydrolysoitumattoman glysidyyliesterin optisen puh-
tauden maksimi saavutetaan vasta hydrolysoitumisasteen
ollessa yli 50 % tai ettd optinen puhtaus nousee vdhitel-
len jatkuvasti hydrolyysin jatkuessa. 60 %:n hydrolysoitu-
misella saadut arvot ovat korkeintaan 90 % ee. Tdmi puh-
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tausaste ei toisaalta ole riittdvd moniin kdyttétarkoituk-
siin, toisaalta teknisessd menetelmdssid ei ole tyydytt#-
v8d, ettd vdhdisesti paremman tuotteen puhtauden wvuoksi
on tyydyttdvd oleellisesti huonompaan saantoon, mikid olisi
seurauksena, jos hydrolyysiastetta korotettaisiin.

Keksinndn tarkoituksena on sen tdhden alempien kar-
boksyylihappojen (R)-glysidyyliesterien, wvarsinkin (R)-
glysidyylibutyraatin, joilla on korkea optinen puhtaus,
edullinen valmistaminen.

Nyt on havaittu, ettd alempien karboksyylihappojen
(RS)-glysidyyliestereissd olevien (S)-enantiomeerien ent-
symaattisessa hydrolyysissd jdljelle jddva (R)-enantiomee-
rin optista puhtautta voidaan oleellisesti parantaa kédyt-
tdmdlld hydrolyysissd mukana rasvahappoja tai niiden vesi-
liukoisia suoloja pitoisuuksina 0,01 - 2,0 mol/l.

Keksinndén mukaisen menetelm#n mukaan valmistetta-
vissa olevia (R)-glysidyyliestereitd ovat 2-6 hiiliatomia
sisdltdvien n-karboksyylihappojen, siis etikkahapon, pro-
pionihapon, voihapon, valeriaanihapon ja kapronihapon,
edullisesti voihapon, glysidyyliesterit. Entsyymini kiy-
tetddn sian haimalipaasia, mucor-lipaasia (mucor mie-
hei'sta) tai amano-P-lipaasia (Amano Pharmaceutical Co.
I.td. Nagoya 460 Japan) (pseudomonasta sp.), edullisesti
kuitenkin raakaa sian haimalipaasia.

Lisdttyind rasvahappoina kdytetdin tarkoituksenmu-
kaisesti tyydyttyneitd tai tyydyttym&tttmi& monikarboksyy-
lihappoja, jotka sisdlt8vdt 4 - 24 hiiliatomia, kuten esim.
voihappoa, kapronihappoa, heptaanihappoa, kapryylihappoa,
pelargoonihappoa, Kkapriinihappoa, lauriinihappoa, palmi-
tiinihappoa, steariinihappoa, &ljyhappoa, 1linolihappoa,
arakiinihappoa, beheenihappoa, tai ndiden vesiliukoisia
suoloja, kuten natrium- tai kaliumsuoloja, yksittdin tai
seoksena, edullisesti kuitenkin raakaa 61jyhappoa.

.Hydrolyysi suoritetaan edullisesti sekoittamalla
ja ilman lis#dliuotinta kaksifaasisysteemissd, joka koostuu
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glysidyyliesterifaasista ja vesifaasista, joka sisdltia
entsyymin, hydrolyysituotteet (R)-glysidolin ja karboksyy-
lihapposuolan sekd lisdtyn rasvahapon tai sen vesiliukoisen
suolan.

Keksinntn mukaisesti lis#ttyjen rasvahappojen tai
niiden vesiliukoisten suolojen annetut konsentraatiot viit-
taavat téssd8 tapauksessa koko reaktiosysteemiin, jossa
todelliset konsentraatiot molemmissa faaseissa mddrdytyvit
annetussa pH:ssa kulloisenkin jakautumiskertoimen perus-
teella.

Limpdtila hydrolyysissd on tarkoituksenmukaisesti
0 - 30°C, edullisesti 0 - 10°C; se pidetdidn tarkoituksen-
mukaisesti vakiona termostaatin avulla.

Vesifaasin pH~arvo hydrolyysin aikana on alueella
pH 5 - 8, edullisesti 5,8 - 6,5; pH pidetadn edullisesti
vakiona sopivan laitteen avulla ("pH-staatti”), tarkoituk-
senmukaisesti lis&&mdlld jatkuvasti emdstd, edullisesti
natriumhydroksidin vesiliuvosta, jolloin lisdtyn emdsmé&rin
riippuvuus reaktion kestosta merkitdin muistiin edullisesti
piirturin avulla.

Tarkoituksenmukaisesti hydrolyysi suoritetaan 50-70
%:n hydrolysoitumisasteeseen saakka, mikid tarkoittaa, etta
50-70 $ koko glysidyyliesterimi#ridstd on hydrolysoitunut,
minkd jdlkeen hydrolyysi keskeytetdidn, esimerkiksi otta-
malla hydrolysoitumaton osa, siis (R)-glysidyyliesteri,
sopivaan liuottimeen, kuten esimerkiksi dikloorimetaaniin,
ja erottamalla témd vesifaasista. Edullisesti seuraa hyd-
rolyysin keskeytys sen jdlkeen, kun hydrolysoitumisaste
on 55 - 65 %.

Esimerkkejd

Lisdttyjen rasvahappojen tehokkuuden arvioimiseksi
madritettiin entsymaattisen hydrolyysin enantioselektii-
visyydet kulloinkin ilman rasvahappoa ja rasvahapon kanssa
olosuhteiden pysyessd muuten samoina. Lisdksi madritettiin
kulloinkin (RS)-glysidyylibutyraatin ja puhtaan (R)-glysi-
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dyylibutyraatin hydrolyysin reaktionopeudet samanlaisissa
olosuhteissa reaktion alkuun saakka ja ndistd muodostet-
tiin osamiddrd Q seuraavan yhtdlén mukaan:

jossa A = reaktionopeus (RS)-glysidyylibutyraatin tapauk-
sessa ja B = reaktionopeus (R)-glysidyylibutyraatin ta-
pauksessa. T&m3 osam#ird on suora hydrolyysin enantiose-
lektivisyyden mitta; sen arvo on nolla ei-enantioselektii-
viselle reaktiolle ja tulee d3retttmdksi téysin enantio-
selektiiviselle reaktiolle. Arvo on helposti médritettd-
vissd, silld reaktionopeudet valitussa koejdrjestelysséd
voidaan lukea vdlittomdsti pH-staatin titrauskidyridn nou-
susta ja vain yhden enantiomeerin tdytyy olla kaytettivissi
puhtaassa muodossa. Tuotteiden optisen puhtauden miAdritys
on sitd vastoin hankalampaa, koska se voidaan yleensid tehdi
vasta jdlkikdsittelyn jdlkeen ja midritys (polarimetrises-
ti) on lisdksi liian ep#tarkka téssd kiinnostavalla alu-
eella, joka on suurempi kuin 90 % ee.

Esimerkki 1

1000 ml:n reaktioastiassa, jossa on jdshdytysvaip-
pa, jéshdytettiin 100 g (RS)-glysidyylibutyraattia, 400 ml
suolatonta vettd ja 6,25 g O6ljyhappoa (tekninen, 70 %
-0,5 °C:n lémpbtilaan samalla sekoittaen ja s&#dettiin pH-
arvoon 6,0 2 N natriumhydroksidin vesiliuoksella. Sitten
lisdttiin 0,5 g sian haimalipaasia (3~4 U/mg, Fluka) ja
pH pidettiin alueella 5,9-6,0 2 N NaOH:lla pH-staatin avul-
la.

Kun seosta oli sekoitettu n. 24 tuntia -0,5 °C:n
lamp&tilassa, jolloin hydrolysoitumisaste oli 57 %, reaktio
keskeytettiin s&ité&mdlld pH arvoon 7 ja ravistamalla reak-
tioseosta 400 ml:ssa dikloorimetaania.

Orgaaninen faasi erotettiin sentrifugoimalla, mink&
jdlkeen vesifaasia ravisteltiin vield kaksi kertaa dikloo-
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rimetaanin (kulloinkin 100 ml) kanssa. Puhdistetut orgaa-
niset faasit pestiin 50 ml:1lla 10-%:ista natriumvetykar-
bonaatin wvesiliuosta ja kaksi kertaa vedelld (kulloinkin
50 ml) ja kuivattiin sen j&lkeen 2 g:1la magnesiumsulfaat-
tia 0,2 g:1la natriumkarbonaattia. Dikloorimetaani tislat-
tiin pois 300 mbar:ssa, minkd jalkeen raakatuote (n. 60
g) jakotislattiin 6 - 7 mbar:ssa vigreux-kolonnissa (1=15
cM). 2,2 g esitisleen jdlkeen tislautui pdafraktio 65 °C:n
l&mpdtilassa.
Saanto: 33,6 g (67,2 %, laskettuna enantiomeerista)

(R)-(-)-glysidyylibutyraattia
Puhtaus: 99,64 % (GC), ee 95,5 % (HPLC (8)-(-)-l-fenyyli-

etyyliamiinilla tehdyn johdannaisen j&lkeen)

[a]?5 = -31,9°

Esimerkit 2 - 18
Seuraavat esimerkit suoritettiin kayttden kulloinkin

10 ml vesifaasia ja 0,576 g (4 mmol) (R)-glysidyylibuty-
raattia tai 1,15 g (4 mmol (R) + 4 mmol (S)) (RS)-glysi-
dyylibutyraattia ja 50 mg sian haimalipaasia. Annetut osa-
mddrdt Q mddritettiin ylld mainitulla tavalla.

Esimerkki rasvahappolis&ys Lampotila °C pH Q
alempi kuin

2 ——— 4 6,0 4,3
3 Na-kaprylaatti 0,25 M 4 6,5 11,1
4 Na-hepanaatti 0,05 M 4 6,0 10,2
5 Na-kapronaatti 0,4 M 4 6,0 11,1
6 kapriinihappo 4 mg/10 ml 4 5,8 17,0
7 lauriinihappo 50 mg/10 ml 4 6,3 11,8
8 81jyhappo 200 pl/10 ml 4 6,3 17,0
9 pelargoonihappo 50 pl/10 ml 4 6,3 11,8




Esimerkki Na-butyraatti Q

10 0,2 M 6,6
11 0,3 M 6,7
12 0,4 M 10,8
13 0,6 M 11,5
14 0,8 M 10,9
15 1,0M 13,9
16 1,2 M 22,8
17 _ 1,4 M 20,4
18 1,6 M 17,0

Esimerkit 19 ja 20
Seuraavat esimerkit suoritettiin kuten esimerkeissi

2 - 18 on kuvattu, kuitenkin niin, ettd entsyymimidri oli
kulloinkin 10 mg.

Esimerkki Entsyymi Q ilman lisdysta Q 0,04 M natrium-
kapronaatilla

19 mucor-lipaasi 3,2 7,6

20 amano-P-lipaasi 2,7 6,6
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd& (R)-glysidyyliestereiden valmistami-
seksi 2-6 hiiliatomia sisdltdvistd n-karboksyylihapoista,
tunnettu siitd, ettd vastaavista raseemisista gly-
sidyyliegstereistd hydrolysoidaan enantioselektiivisesti
(S)-enantiomeerit lipaasilla, joka on joko sian haimali-
paasi, mucor-lipaasi tai amino-P-lipaasi, siten ettd mukana
on 0,01 - 2,0 mol/1 4-24 hiiliatomia sisdltidvid rasvahap-
poja ja/tai niiden vesiliukoisia suoloja.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma,
tunnet tu siitd, ettd hydrolyysi suoritetaan kak-
sifaasisysteemissd, joka koostuu glysidyyliesteristd ja
entsyymin vesiliuoksesta, ilman muuta liuotinta.

3. Patenttivaatimusten 1 ja 2 mukainen menetelmd,
tunnettu siiti, ettd hydrolyysi suoritetaan vesi-
faasin pH-arvon ollessa 5 - 8.

4. Patenttivaatimusten 1 - 3 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd hydrolyysi suoritetaan
50 - 70 %:n hydrolysoitumisasteeseen asti.

5. Patenttivaatimusten 1 - 4 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd hydrolyysi suoritetaan
0 - 20 °C:n lémpdtilassa.

6. Patenttivaatimusten 1 - 5 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd lipasasina kdytetddn sian hai-
malipaasia. '

7. Patenttivaatimusten 1 - 6 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd glysidyyliesterind kiytetdin
glysidyylibutyraattia.

8. Patenttivaatimusten 1 - 7 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd rasvahappona kdytetdin 6ljy-
happoa. ‘
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