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Patentanspriiche:
1. Verfahren zur Herstellung von enantiomeren Glycerinsdurederivaten der allgemeinen Formel |,
*
H,C - CH - COOR®
11} 2
OR™ OR

in der R' und R2 Wasserstoff oder Acyl bedeuten, wobei Acyl aliphatische Acyle mit vorzugsweise
2 bis 8 Kohlenstoffatomen, die gegebenenfalls halogensubstituiert sein konnen, oder Arylalkanoyl,
insbesondere Phenacetyl, darstelit und R®niedere Alkyle mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen bedeutet,
dadurch gekennzeichnet, daR racemische 2,3-Di-O-acylglycerinséurealkylester der allgemeinen
Formel ll,

CHy - CH - CooR>
\ !
or! 0R? !

in der R', R?, R® die gleichen Bedeutungen wie in Formel |- jedoch kein Wasserstoff — haben, in
einem wiRrigen System, gegebenenfalls unter Zusatz eines organischen Losungsmittels, in
Gegenwart einer Lipase bei Temperaturen zwischen 0 und 80°C bei einem durch Basenzugabe
konstanten pH-Wert zwischen 5 und 9 bis zu einem berechneten Umsatz hydrolysiert werden.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR als Liptasen solche tierischen,
pflanzlichen oder mikrobiellen Ursprungs bzw. lipasehaltige Praparate, insbesondere Pankreatin,
verwendet werden.

3. Verfahren nach Anspruch 1und 2, dadurch gekennzeichnet, da der pH-Wert wiahrend der Reaktion
durch Basenzugabe vorzugsweise zwischen 6,8 und 8,5 gehalten wird.

4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daR die Hydrolyse in Abhangigkeit vom
gewiinschten Enantiomeren bei einem Umsatz von etwa 40 bzw. 60% abgebrochen wird.

5. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daR die Hydrolyse bei einer Temperatur
zwischen 20 und 45°C ausgefihrt wird.

6. Verfahren nach Anspruch 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dal? als Basen Alkalihydroxide,
vorzugsweise Natrium- oder Kaliumhydroxid, Erdalkalihydroxide, Ammoniak oder Amine sowie
Salze schwacher Sauren, vorzugsweise Carbonate und Carbonsauresalze, verwendet werden.

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von enantiomeren Glycerinsaurederivaten der aligemeinen Formel |,

¥ 3
H,C - CH - COOR
b4 ! 2 '
or! oR

in der R' und R? Wasserstoff oder Acyl bedeuten, wobei Acy! aliphatische Acyle mit vorzugsweise 2 bis 8C-Atomen,
gegebenenfalls halogensubstituiert, oder Arylalkanoyl, inshesondere Phenacetyl, darstellt und R? niedere Alkyle mit 1 bis
4C-Atomen bedeutet, die Zwischenprodukte fiir Naturstoffsynthesen unter Verwendung von C,-Bausteinen und Arzneimitteln,
inshesondere von B-Rezeptorblockern und Platelet Activating Factor, sind.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Es ist bureits bekannt, Verbindungen der allgemeinen Formel |, in der R', R? und R die genannten Bedeutungen haben, aus
Ausgangsverbindungen mit bekannter Chiralitéit {chiral pool), insbesondere D- oder L-Mannit (E. Baer, J. M.Grosheintz,
H.0.L.Fischer, J. Am. Chem. Soc. 61, 2607 (1939}, H. 0. L. Fischer, E. Baer, Helv. Chim. Acta 17, 622 {1934], J. Biol. Chem. 128,463
(1939), ibid. 128, 287 {1939}, C.E.Ballou, J.W.Gillet, Biochem. 2, 547{1953]), D- oder L-Serin {C.M.Lok, J.P.Ward, D.A.van Dorp,
Chem. Phys. Lipids 16, 115[1976], G. Hirth, W.Walter, Helv. Chim. Acta 68, 1863 {1985), Fischer, Jacobs, Ber. 40, 1070(1957]) oder
L-(S)-Erythruiose (H.De Wilde, P. De Clercq, M.Vandewalle, Tetrahedron Lett. 28, 4757 {1987]), herzustellen. Diese
Ausgangsverbindungen sind entweder selbst sehr teuer oder aerfordern zur Uberfihrung in die Verbindungen der allgemeinen
Formel | mehrstufige und damit dkonomisch aufwendige Verfahren.

A
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Ziel de! Erfindung

Es ist Ziel der Erfindung, ein Verfahren zu erarbeiten, nach dem die Herstellung von enantiomeren Glycerinsdurederivaten in
ékonomisch giinstiger Weise méalich wird und die Nachteile der bekannten Verfahren verringert werden.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Die Aufgabe der Erfindung besteht darin, die Herstellung von enantiomeren Glycerinsaurederivaten der allgemeinen Formel |
durch kurze Varfahrenswege und die Verwendung von preiswerten Ausgangsverbindungen zu verbessern.

Die Aufgabe wird dadurch geldst, indem erfindungsgemaR preiswerte racemische 2,3-Di-0-acyl-glycerinsdurealkylester der
allgemeinen Formel I,

CH, = CH = COOR®

| | It
OR1 OR2

in der R' und R? Acyl bedeuten, webei Acyl aliphatische Acyle mit vorzugsweise 2 bis 8 C-Atomen, gegebenenfalls
halogensubstituiert, oder Arylalkanoyl, insbesondere Phenacetyl, darstellt und R3 niedere Alkyle mit 1 bis 4C-Atomen bedeutet,
der enzymatischen Hydrolyse unter Erhalt von Verbindungen der allgemeinen Formel | unterworfen werden.

Als Enzyme zur erfindungsgemaRen Hydrolyse von Verbindungen der allgemeinen Formel Il sind Lipasen tierischen,
pflanzlichen oder mikrobiellen Ursprungs bzw. lipasehaltige Préparate, wie Pankreatin, verwendbar.

Die enzymatische Hydrolyse wird irn Temperaturbereich zwischen 0 und 80°C, vorzugsweise zwischen 20 und 45°C, ausgefhrt.
Der pH-Wert-3ereich wird zweckméBig durch Ausfiihrung der Hydrolysein Pufferldsung und Nachstellen durch Basenzugabe im
Bereich zwischen 5 und 9, vorzugsweise zwischen 6,8 und 8,5, gehalten. Als Basen werden insbesondere Alkalihydroxide,
vorzugsweise Natrium- oder Kaliumhydroxid, Erdalkalihydroxide, Ammoniak oder Amine sowie Salze schwacher Séuren,
vorzugsweise Carbonate und Carbonsauresalze, verwendet. Die Hydrolyse wird entweder in rein wairigem Medium oder unter
Zusatz organischer Losungsmittel ausgefiihrt. Als organische Lsungsmittel kommen solche, die die Loslichkeit nicht mit
Wasser mischbarer Substrate der al'gemeinen Formel Il in der wéRrigen Reaktionslésung verbessern, wie kurzkettige Alkohole,
Ketone, Amine, THF, DMSO, Dioxan u.4., in Frage. Ein solcher Losungsmittelzusatz hat dariber hinaus verschiedentlich
{iberraschende Steigerungen des Enantiomereniiberschusses bei der Hydrolyse zur Folge.

Das Verfahrer: kann nicht nur in homogener Phase, sondern auch im Zwaiphasensystem ausgefiihrt werden. Geeignete
Lésungsmittel filr diese Arbeitsweise sind beispielsweise niedere Ester, Ether, Halogenkohlenwasserstoffe, einfache Aromaten
oder langerkettige, insbesondere verzweigte Alkohole.

Das Verfahren kann in zwei Madifikationen durchgefiihrt werden. Einmal ist die enzymatische Spaltung von Verbindungen der
Formel Il mdglich, so daB Verbindungen der Formel |, in der R'und/oder R?Wasserstoff bedeuten, erhalten undisoliert werden.
Zur Erzielung einer hohen optischen Reinheit dieser Verbindungen ist es haufig zwneckmaBig, den Umsatz nur bis zu etwa 40%
ablaufen zu lassen.

Zum anderen kdnnen nach enzymatischer Hydrolyse des nichtgewiinschten Enantiomers, die zweckmafig bis zu einem Umsatz
von etwa 60% gefiihrt wird, Verbindungen der Formel |, in der R' und R? Acyl bedeuten, in hoher optischer Reinheit gewonnen
werden.

Die Abtrennung der Reaktionsprodukte gemaR Formel |, in der R', R?und R die obengenannten Bedeutungen haben, aus dem
Reaktionsgemisch und deren Reinigung erfolgen in an sich bekannter Weise durch Extraktion, Destillation oder
chromatographische Verfahren.

Ausfihrungsbeispiele

Beispiel 1

781 mg (3mmol) 2,3-Di-O-butyroylglycerinsduremethylester werden in 40ml 0,067 M Phospi:atpuffer (nach Sérensen; pH 7)
suspendiert und auf 30°C erwarmt. Nach Zugabe von 20mg Schweinepankreaslipase (SERVA; 20U/mg) wird der pH-Wert durch
Zutitrieren von 0,1 M NaOH bei 7,02 konstant gehaltan. Nach 18 Minuten ist die berechnete Menge Lauge {16,5m! = 65%
Umsatz) verbraucht, die Reaktion wird abgebrachen und das Reaktionsgemisch 4mal mitin.gesamt 160mi Essigsaureethylester
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden 2mal mit gesattigter Natriumchloridldsung gewaschen, tiber
Magnesiumsulfat getrocknet und nach Abfiltrieren des Trockenmittelsim Vakuum eingeengt. Das Produktgemisch aus 2,3-Di-0-
butyroylglycerinsduremethylester und 2- sowie 3-0-Butyroylglycerinsduremethylester wird durch flash-Chromatographie an
Kieselgel mit Hexan/Essigsdureethylester getrannt.

Zur Bestimmung des Enantiomereniiberschusses werden zum einen die Hydrolyseprodukte und zum anderen der nicht
hydrolysierte 2,3-Di-0-butyroylglycerinsduremethylester jeweils durch Umesterung mit Natriummaethylat in absolutem
Methano! und Neutralisieren des Reaktionsgemisches mit Kationenaustauscher KPS deacyliert und die so gewonnenen
Glycerinsauremethylester durch Destillation oder flash-Chromatographie an Kieselge! mit Hexan/Aceton gereinigt.

111mg Glycerinsauremethylester aus nichthydrolysiorter Ausgangsverbindung {a)3° = +4,8°(c = 1,15; CHCl;) = 96% ee
(R-Enantiomer),

162mg Glycerinsduremethylester aus den Hydrolyseprodukten, [a]2’ = —-2,9° (c = 2,65; CHCl;) = 58% ee {S-Enantiomer)

Kpo,s = 74°C

'H-NMR-Spektrum (DMSQ-dg):

3,13ppm (3H, s, CH3); 3,52ppm (2H, d, J 5Hz, CH,); 4,05ppm (1H, 1, J 5Hz, CH).
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Beispiel 2

865mg (3mmol} 2,3-Di-O-pentanoylglycerinsduramethylester werden analog Beispiel 1 umgesetzt. Dauer bis zum Erreichen des
53%tgen Umsatzes (Verbrauch von 16ml 0,1M NaOH): 47 min Aufarbeitung wie in Beispiel 1 beschrieben.

122mg Glycerinsauremethylester aus nichthydrolysierter Ausgangsverbindung, [a]3° = +4,26° (c = 1,75; CHC|;) = 85% ee
(R-Enantiomer);

136 mg Glycerinsauremethylester aus den Hydrolyseprodukten, [a]3° = —1,9° (c = 3,15; CHCl,) = 38% ee (S-Enantiomer).

Beispiel 3

745mg (2mmol) 2,3-NDi-0-octanoylglycerinsduremethylester werden analog Beispiel 1 umgesetzt. Dauer bis zum Erreichen des
50%igen Umsatzes (Verbrauch von 10ml1 0,1 M NaOH): 22min 980 mg Glycerinsduremethylester aus nichthydrolysierter
Ausgangsverbindung, [a)3’ = —0,94 (¢ = 0,9; CHCL,) = 18,8% ee (S-Enantiomer);

98mg Glycerinsduremethylester aus den Hydrolyseprodukten, [a}2® = +0,93 (c = 4,9; CHCl,) = 18,6% ee (R-Enantiomer).

Beispiel 4

Analog Beispiel 1 unter Verwendung von Pankreatin (6 X NF) Dauer bis zum Erreichen des 55%igen Umsutzes (Verbrauch von
16,5m1 0,1 M NaOH): 25 min.

Bestimmung der optischen Reinheit am 2,3-O-Isopropylidenglycerinsauremethylester:

Herstellung des Glycerinsduremethylesters wie in Beispiel 1 beschrieben, dann Umsetzung mit Gtberschiissigem 2,2-
Dimethoxypropan in CHCI; unter Zusatz katalytischer Mengen p-Toluolsulfonsdure; nach beendigter Umsetzung extraktive
Aufarheitung; Reinigung des Produktes durch Destillation oder flash-Chromatographie an Kieselgel mit Hexan/
Essigsdureethylester.

142mg 2,3-O-Isopropylidenglycerinsduremethylester aus nichthydrolisierter Ausgangsverbindung, [a]3’ = +4,88° (c=4,5;
CHCl;) = 28% ee (R-Enantiomer);

211 my 2,3-O-Isopropylidenglycerinsduremethylester aus den Hydrolyseprodukten, [a)3® = —4,99° {c = 6,3; CHCL;) = 29% e¢
(S-Enantiomer);

Kpy2 = 80 bis 85°C

'H-NMR-Spektrum (CDCl,):

1,32ppm (3H, s, CH,), 1,4ppm (3H, s, CHa)}, 3,69 ppm (3 H, s, OCH3), 4,09 ppm (2 H, m, CH,), 4,51 ppm (1 H, t,J 6 Hz, CH).

Beispiel 5

Analog Beispiel 1 unter Verwendung von 6 mi Lipaseldsung SBL mikrobiellen Ursprungs (60U/ml). Dauer bis zum Erreichen des
57%igen Umsatzes (Verbrauch von 17,1ml 0,1 M NaOH): 6h.

180mg 2,3-O-Isoprooylidenglycerinsiuremethylester aus nichthydrolysierter Ausgangsverbindung, [a]3’ = +12,36° (¢ = 4,65;
CHCl3) = 71% ee (R-Enantiomer);

140mg 2,3-O-Isopropylidenglycerinsauremethylester aus den Hydrolyseprodukten, [a]3’ = —5,78° (c = 3,85; CHCl,) = 33% ee
(S-Enantiomer).
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