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Menetelmd 2-aryylioksipropionihappojen valmistamiseksi -
Forfarande for framstdllning av 2-aryloxipropionsyror

Tadmd keksintd koskee menetelmdd 2-aryylipropionihappoeste-
reiden stereospesifiseksi muuttamiseksi vastaaviksi karbok-
syylihapoiksi, jolloin saadaan aikaan muuttumattoman esterin

isomeerin rikastuminen.

On tunnettua, ettid useat biologisesti aktiiviset yhdisteet
esiintyvidt stereoisomeerien seoksena. T&hin saakka nditd
seoksia on yleensd kdytetty sellaisinaan maanviljelyksen ja
farmasian sovellutuksissa. Tavallisesti toivottu biologinen
aktiivisuus on pdidasiassa vain yhdelld stereoisomeerilla,
niin etti kahden stereoisomeerin seoksen ollessa kyseessa
seoksen teho on alentunut jopa puoleen. Kuitenkin suurin
syy, miksi stereoisomeerien seoksia edelleen kdytetddn, on
se, ettd stereoisomeerien erotuskustannukset ylittdvidt sen
potentiaalisen edun, joka mahdollisesti saavutetaan aktii-

visuuden lisdyksend.

Sen tidhden tarvitaan menetelmdd, jolla teollisessa mittakaa-
vassa voidaan saada taloudellisesti huomattavia saantoja
valmistettaessa 2-aryylioksipropionihappojen puhtaita enan-
tiomeereja, ja tdmdn keksinndn kohteena on tdllainen mene-

telmd.

Timin keksinndn kohteena on menetelmd aryylioksipropioni-
happoesterin rikastamiseksi R-isomeerin ja aryylioksipropio-
nihappoesterin stereoselektiiviseksi hydrolysoimiseksi vas-
taavan aryylioksipropionihapon valmistamiseksi p&&asialli-
sesti S-konfiguraatiossa, jossa menetelmdssid kaavan I mukai-

nen aryylioksipropionihappoesteri
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jossa A on esteritdhde ja mieluiten alkyyliryhm3, joka on
mahdollisesti substituoitu tai haaroittunut, R' on mahdolli-
sesti substituoitu aryyli tai mahdollisesti substituoitu he-
terosyklinen rengasjdrjestelmd, joka hiiliatomien lisdksi
sisd1tdd yhden tai useamman typpi-, rikki~ tai happiatomin,
jolloin tdmd rengasjdrjestelmd on mahdollisesti substituoi-
tu, ja B ja D ovat mahdollisia substituentteja, esimerkiksi
vety tal halogeeniatomi, saatetaan sellaisen mikro-organis-
min tai siitd perdisin olevan aineen vaikutuksen alaiseksi,
joilla on kyky stereoselektiivisesti hydrolysoida COOA-ryhmi
vastaavan karboksyylihapon muodostamiseksi, joka on pddasi-
allisesti S-konfiguraatiossa. Tdmidn jdlkeen pddasiallisesti
R-konfiguraatiossa oleva esteri edullisesti erotetaan pdda-~
siallisesti S-konfiguraatiossa olevasta haposta ja mahdolli-
sesti R-esteri muutetaan toiseksi R-konfiguraatiossa olevak-
si esteriksi tai vastaavaksi R-konfiguraatiossa olevaksi
karboksyylihapoksi, jolloin muuttaminen suoritetaan sindnsa

tunnetuilla menetelmilli.

Mieluiten A on lineaarinen 1-6 hiiliatomia sisdltdvid alkyy-
liryhmd, joka on mahdollisesti substituoitu tai haaroittunut
mieluiten fenyyli-, metyyli- tai etyyliryhmdlld ja kaikkein
mieluiten metyyli- tai etyyliryhmdlli.

Rl on mahdollisesti substituoitu aryyli tai heterosyklinen
rengassysteemi, joka on mahdollisesti substituoitu esimer-
kiksi trifluorimetyyli-, fluori-, kloori-, bromi-, C;-Cy-

alkyyli-, metoksi- tai nitroryhm&lls.



Sopiva kaavan I mukainen yhdiste on fluatsifop-butyyliesteri
(butyyli-2-[4-(5-trifluorimetyyli~2-pyridyylioksi)-fenoksil-
propionaatti) tai diklofop-etyyliesteri (etyyli-2-[4-(2,4-
dikloorifenoksi)fenoksilpropionaatti).

Edullisesti tidmdn keksinndn mukaisella menetelmdlld voidaan
kaavan I mukaisia 2-aryylioksipropionihappoestereitd tai
tatd karboksyylihappoa itseddn saada pddasiallisesti R-kon-

figuraatiossa, so. enemmdn kuin 50 paino-% R-isomeeria.

Edullisen suoritusmuodon mukaisesti menetelmd suoritetaan
valitsemalla mikro-organismi tai siitd peré&disin oleva aine
siten, ettd muodostuvasta vapaasta haposta ainakin 70
paino~%, mieluummin 80 % ja mieluiten 85 % on S-konfiguraa-

tiossa.

Keksinndn toisena kohteena on tuottaa entsyymi, jota voidaan
edullisesti kdyttdd keksinndn mukaisessa menetelmdssa.

Nyt on loydetty mikro-organismeja, jotka kykenevdt stereose-
lektiivisesti hydrolysoimaan kaavan I mukaisten yhdisteiden
S-esterin. Lisdksi voidaan kdyttdd mikro-organismeja, jotka
on kuvattu EP-patenttihakemuksessa n:o 0233656. Tdmd hakemus
kohdistuu 2=-aryylipropionihappojen valmistukseen. Kokeet
osoittavat, ettd kidytettdessd raseemisia seoksia (esim. nap-
rokseeniesteri tai ibuprofeeniesteri) spesifisesti S-esterit
hydrolysoituvat, kun kdytetd&n tiettyjd mikro-organismeja.
Kuitenkin fenoksipropionihappojen ollessa kyseessd, Jjohtuen
kiraalisen C-atomin ympdrilld olevien ryhmien erityisestéa
jarjestyksestd, voisi odottaa ettd, kuten naprokseenieste-
rissd, R-esteri hydrolysoituisi. On odottamatonta, etta
mikro-organismit, jotka hydrolysoivat R-naprokseenin este-
reitd, hydrolysoivat kaavan I mukaisten yhdisteiden S-

esterid.



Termilld "mikro-organismi, joka kykenee stereoselektiiviseen
hydrolyysiin" tarkoitamme t&dssd hakemuksessa sellaisia
mikro-organismeja kuin bakteereita, hiivoja tai sienid
(fungi). Sopivia bakteereita ovat esim. Bacillus- ja

Staphylococcus-suvun bakteerit, sopivia hiivoja ovat esim.

Pichia-suvun hiivat ja sopivia sienid esimerkiksi

Debaromyces-suvun sienet,

Ndistd mikro-organismeista perdisin olevia mutantteija voi-

daan myds kayttai.

Samoin voidaan kdyttdi mikro-organismeja, jotka ovat saaneet
kykynsid stereoselektiivisesti hydrolysoida kaavan I mukaista
esterid siten, ettd niihin on siirretty uutta geneettistd

materiaalia.

Tamd voidaan tehdd siirtdmdllid kloonattu geeni, joka koodit-
taa stereoselektiivisen hydrolyysin aikaansaavaa ainetta,
esteraasientsyymid, mistd tahansa seulotusta mikro-organis-

mista toiseen mikro-organismiin, erityisesti Escherichia co-

liin, Muita mikro-organismeja, jotka voidaan transformoida,

on suvuissa Saccharomyces, Kluyveromyces, Bacillus, Asper-

gillus, Escherichia, Pseudomonas ja Streptomyces. Kloonatut

geenit voidaan selektoida sen mukaan, koodittavatko ne ent-
syymid, Jjoka kykenee hydrolysoimaan sellaisia estereitd kuin
B-naftyyliasetaattia, naprokseeniesterid tai kaavan I mu-
kaista yhdistettd. Vaihtoehtoisesti ne voidaan selektoida
myds ristiinhybridisaatiolla jo selektoidun esteraasia koo-
dittavan geenin kanssa. Jdlkimmdinen vaihtoehto perustuu
siihen havaintoon, etti toisilleen sukua olevilla mikro-
organismeilla esiintyy toisiaan vastaavien entsyymien DNA-
sekvenssien homologiaa (Ihara et al., 1985, J. Biochem. 98,
s. 95) ja omaan havaintoomme, ettd plasmidi pNAPT-7 (ks.
EP-patenttihakemuksen 0233656 esimerkki 11) ristiinhybridi-

soituu muista Bacillus-lajeista perdisin olevan kromosomaa-



lisen DNA:n kanssa. Tdmdn keksinndn kohteena on lisdksi
menetelmd useiden ja/tai modifioitujen, esteraasia kooditta-
vien geenikopioiden viemiseksi mikro-organismiin, jolloin
saavutetaan se etu, ettd mikro-organismin tai siitd perdisin
olevan aineen aktiivisuus lisddntyy kaavan I mukaisen este-
rin hydrolyysissd. Tami mikro-organismi voi olla esimerkiksi

Bacillus subtilis.

Mikro-organismit voivat edullisesti olla immobilisoituja,
esimerkiksi polymeerigeeliin. Tdmd voidaan suorittaa el&vil-
14, lepotilassa olevilla ja/tai tapetuilla soluilla, mutta
vaihtoehtoisesti esteraasientsyymilld, joka voidaan puhdis-
taa tietyssd mddrin, mikdli halutaan suurempaa spesifistid

aktiivisuutta.

Sen vuoksi ilmaisulla "mikro-organismit tai niistd perdisin
olevat aineet" tarkoitetaan mikro-organismeja, tapettuja,
eldvid tai lepotilassa olevia soluja tai niiden uutteita,
mahdollisesti konsentroituja tal puhdistettuja. On havaittu,
ettd soluhydrolysaatit tai entsyymit (valmisteet), jotka
ovat perdisin tai eristetty eldvistd tai tapetuista soluista
voivat muuttaa kaavan I mukaisen yhdisteen S-isomeerin sopi-
vissa olosuhteissa. Tdllaisista mikro-organismeista voidaan
saada esimerkiksi intrasellulaarisia tai ekstrasellulaarisia
entsyymejd. Muuttuminen vapaan karboksyylihapon S-isomeerik-
si voli tapahtua sopivissa puskureissa tai fysiologisissa
suoloissa. Varastoinnin jdlkeen indusoitujen solujen havai-
taan kykenevdn suoraan muuttamaan kaavan I mukaisen esterin

vapaan karboksyylihapon S-isomeeriksi.

Bacillus-lajeja, joiden viljelmid voidaan kdyttd3id tdssid kek-
sinndssd, ovat Bacillus licheniformis (ndyte tdstd lajista
on talletettu ATCC:hen talletusnumerolla 11945), Bacillus

subtilis, mieluiten Bacillus subtilis Thai I-8 (ndyte tdsti

lajista on talletettu CBS:d8n talletusnumerolla 679.85) ja



Bacillus—-laji Nap 4M (ndyte tdstd lajista on talletettu
CBS:48n talletusnumerolla 342.87).

Staphylococcus~-lajeja, joiden viljelmid voidaan k&ayttdd

tdssd keksinndssd, ovat Staphylococcus aureus (nidyte tédsta
lajista on talletettu CBS:Hii3n talletusnumerolla 341.87),
Staphylococcus aureus Nap 2-~-5 (ndyte tdstd lajista on talle-
tettu CBS:ddn talletusnumerolla 340.87).

Pichia-lajeja, joiden viljelmid voidaan kdyttdd tdssd kek-
sinndssd, ovat Pichia farinosa (ndyte tdstd lajista on tal-
letettu IFO:oon talletusnumerolla 0534).

Debaromyces-lajeja, joiden viljelmid voidaan kdyttdd tdssd

keksinndssd, ovat Debaromyces hansenii (ndyte tdstd lajista

on talletettu IFQ:oon talletusnumerolla 0034). Kantaa Nap
10M voidaan kiyttdi tdssid keksinndssd, (ndyte on talletettu

CBS:33n talletusnumerolla 805.85).

Tamdn keksinndn edullisen suoritusmuodon mukaan mikro-
organismia, joka kykenee muuttamaan kaavan I mukaisen yhdis-
teen vastaavaksi vapaaksi karboksyylihapoksi, josta vdahin-
tddn 70 % on S-konfiguraatiossa, viljellddn noin 0,5 - 10
pdivdd. Solut suspendoidaan sitten nestemdiseen ravintoalus-
taan ja kaavan I mukainen yhdiste saatetaan sitten solujen
vaikutuksen alaiseksi. Vaihtoehtoisesti solut voidaan tap-
paa esimerkiksi suspendoimalla lyysointialustaan, ja kaavan
I mukainen yhdiste saatetaan sitten soluista perdisin ole-

vien aineiden vaikutuksen alaiseksi.

Ylldmainitun, 0,5 - 10 pdivdn viljelyn jdlkeen solut voidaan
eristdd viljelyalustasta ennen solujen suspendoimista neste-

midiseen ravintoalustaan tai lyysoivaan alustaan.

Kaavan (I) mukaisen yhdisteen selektiiviseen hydrolyysiin
kdytettdvien mikro-organismien kasvattamiseen voidaan



kayttdd tavallisia viljelyalustoja, jotka sisdltédvat assimi-~
loituvan hiilildhteen (esimerkiksi glukoosia, laktaattia,
sakkaroosia, jne.), typpildhteen (esimerkiksi ammoniumsul-
faattia, ammoniumnitraattia, ammoniumkloridia, jne.) yhdessi
orgaanisen ravintoldhteen (esimerkiksi hiivauutteen, mallas-
uutteen, peptonin, lihauutteen, jne.) kanssa ja epdorgaani-
sen ravintol&hteen (esimerkiksi fosfaatin, magnesiumin, ka-
liumin, sinkin, raudan ja muiden metallien, joita on ldsnid

hivenainemididrii) kanssa.

Sopivana viljelyalustana voidaan kdyttdd Jap-kasvualustaa,
mahdollisesti rikastettuna yhdelld tai useammalla aineella.
Seuraavan koostumuksen omaavaa Jap-alustaa voidaan kayttda:
soijajauhoja (30 g/1), natriumsitraattia (7,5 g/1), ferro-
sulfaattia.7H,0 (0,28 g/1), natriumnitraattia (6 g/1) ja
fruktoosia (12,5 g/1), pH sdddetHidn arvoon 7,2. Ennen kdyt-

tdd alusta on steriloitava esim. 20 minuuttia 120 °C:ssa.

Toinen edullinen viljelyalusta on TSB-alusta 2X, joka on
mahdollisesti rikastettu yhdelld tai useammalla aineella.
Voidaan kdyttdd alustaa, jossa on 60 g/l tryptikaasi-soija-
lientd (Ox0id®). Ennen kdyttdd alusta tulisi steriloida
esim. 20 minuuttia 120 °C:ssa. Toinen edullinen alusta on
2XTY, joka on mahdollisesti rikastettu yhdelld tai useammal-
la aineella. Voidaan k#yttdi alustaa, jossa on tryptonia
(Difco®) 30 g/1, hiivauutetta (Difco®) 20 g/1, NaCl:a 3 g/1,
(NH4) pHPOy:a 1 g/1 ja (NHg4),S804:a 1 g/l pH:ssa 6,8. Ennen
kdyttdd alusta tulisi steriloida esim. 30 minuuttia 110
°C:ssa. Vield edullisempi viljelyalusta on kuorittu maito-
alusta, joka on mahdollisesti rikastettu yhdelli tai useam-
malla aineella. Seuraavan koostumuksen omaavaa kuorittu
maito-alustaa voidaan kdyttdd: 10 % kuorittua maitoa rasvat-
tomasta maitojauheesta, Jjoka tulisi steriloida esim. 30 mi-

nuuttia 110 °C:ssa ennen kayttoa.



Kuorittu maito-alustaa rikastavina aineina voidaan kdytt#i
esim. 0,5%:ista laktaattia tai PSIII-suoloja tai niiden yh-
distelmid. Voidaan kdyttdd PS IlI-suolakasvualustaa, joka
sisdltdd: kaliumdivetyfosfaattia (2,1 g/1), ammoniummonove-
tyfosfaattia (1,0 g/1), ammoniumsulfaattia (0,9 g/1), ka-
liumkloridia (0,2 g/1), natriumsitraattia (0,29 g/1),
kalsiumsulfaatti.2H,0:ta (0,005 g/l1), magnesiumsulfaatti.

7 HpO:ta (0,2 g/1), ammoniumferrosulfaatti.6H,0:ta (2,5 mg/
1), sinkkisulfaatti.7H50:ta (0,5 mg/l), mangaanidikloridi.
4HpO0:ta (0,3 mg/1l), kuparisulfaatti.S5H,0:ta (0,15 mg/l), ko-
bolttikloridi.6Hy0:ta (0,15 mg/l), ortoboorihappoa (0,05 mg/
1), natriummolybdaatti.2H,0:ta (0,055 mg/l) ja kaliumjodidia
(0,1 mg/l), pH sdddettiin arvoon 6,8. Ennen kayttdd PSIII-
suola-alusta tulisi steriloida esim. 20 minuuttia 120 °C:

85a.

Lampdtila pidetddn mikro-organismien kasvatuksen aikana nor-
maalisti vdlilld 0-45 °C ja pH vdlilld 3,5-9. Mieluimmin
mikro-organismit kasvatetaan ldmpdtilassa, joka on 20-37 °C

ja pH on mieluimmin 5-9.

Mikro-organismien kasvun aikana tarvittavat aerobiset olo-
suhteet voidaan aikaansaada minkd tahansa hyvin tunnetun me-
netelmdn mukaisesti edellyttden, ettd lisdtt&dvdn hapen mi&arid
on riittdvd tyydyttédmddn mikro-organismien metaboliset vaa-
timukset. Tdm&# tapahtuu kaikkein kdytdnndllisimmin sydttd-
mdlla happea, sopivasti ilman muodossa ja mahdollisesti sa-
manaikaisesti ravistelemalla tai sekoittamalla reaktioliuos-
ta. Kaavan (I) mukaisen esterin muuttuessa vapaaksi karbok-
syylihapoksi mikro-organismit voivat olla kasvuvaiheessa
kdytettdessd edelld mainittua, tavanomaista kasvatusalustaa,
tai ne voidaan sdildd mihin tahansa systeemiin (alustaan tai

puskuriin), joka estd3 entsyymien hajoamisen.

Muutettaessa kaavan (I) mukainen esteri vapaaksi Xarboksyy-

lihapoksi voidaan kdyttdd tavallista kasvualustaa, joka



sisdltdd tarvittaessa assimiloituvan hiilildhteen (esim.
glukoosia, laktaattia, sakkaroosia, jne.) tarvittaessa typ-
pildhteen (esimerkiksi ammoniumsulfaattia, ammoniumnitraat-
tia, ammoniumkloridia, jne.) tarvittaessa yhdessd orgaanisen
ravintoldhteen muodostavan aineen (esimerkiksi hiivauutteen,
mallasuutteen, peptonin, lihauutteen jne.) ja tarvittaessa
epdorgaanisen ravintoldhteen muodostavan aineen (esimerkiksi
fosfaatin, magnesiumin, kKaliumin, sinkin, raudan ja muiden

metallien, joita on lidsnd hivenainemididrid) kanssa.

Muutettaessa kaavan (I) mukainen esteri vapaaksi karboksyy-
lihapoksi voidaan edullisesti k&dyttdasa (ylld kuvattua) Jap-
alustaa, joka on mahdollisesti rikastettu yhdelld tai useam-
malla aineella. Vield edullisemmin kdytetdidn (ylld kuvattua)
kuorittu maito-alustaa, joka on mahdollisesti rikastettu

yhdelld tai useammalla aineella.

Mikro-organismit voidaan pitdd ei-kasvavassa tilassa esimer-
kiksi poistamalla assimiloituva hiilildhde tai typpildhde.
Tdssd hydrolyysitilassa ldmpdtila pidetddn mieluiten v&dlilld
0-45 °C dja pH vdlilld 3,5-9.

Hydrolyysitilassa mikro-organismit pidet&ddn mieluimmin ldm-
pbtilassa, joka on 20-37 °C ja pH vdlilld 5-8. Aerobiset
olosuhteet, jotka tarvitaan tdmidn tilan aikana, voidaan ai-
kaansaada minkd tahansa hyvin tunnetun menetelmidn mukaisesti
edellyttden, ettd lisdttdvan hapen mddrid on riittdvd tyydyt-
timdin mikro-organismien metabolisen tarpeen. Tdmd tapahtuu
kaikkein kHytinndllisimmin sydttdmdlli happea, sopivasti il-
man muodossa ja mahdollisesti samanaikaisesti ravistelemalla
tai sekoittamalla reaktioliuosta. Muodostunut vapaa karbok-
syylihappo voidaan erottaa ja R-konfiguraatiossa rikastunut
kaavan (I) mukainen esteri voidaan ottaa talteen ja puhdis-
taa, ja muuttaa haluttaessa toiseksi esteriksi tai vapaaksi
hapoksi, jolla on R-konfiguraatio, minkd tahansa tdllaisille
yhdisteille tunnettujen menetelmien mukaisesti.
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Mikro-organismit voidaan pitdd agarmaljoilla, pakastettuna
50%:isessa glyserolissa tai lyofilisoituna. Tarvittaessa
ndistd mikro-organismeista voidaan tehdd esiviljelmid tun-
nettujen menetelmien mukaisesti, esimerkiksi mikro-organis-
meja voidaan inkuboida lihaliemessd tai BHI:ssd 24 tuntia 30
°C:ssa kiertoravistelijassa. Voidaan kayttdd lihaliemialus-
taa, jolla on seuraava koostumus: Lab Lemco L 29 (lihauute,
Ox0id®) (9 g/l), Bactopeptoni (10 g/l) ja natriumkloridi (5
g/1), pH sdidetddn arvoon 7,6. Ennen kdyttdd tdmdi alusta tu-

lisi steriloida esim. 20 minuuttia 120 °C:ssa.

Voidaan kdyttii BHI-alustaa (brain-heart infusion), joka
sisdl1td4 0,037 g/1 BHI:td (0xo0id®), pH sdiddetddn arvoon 7,0.
Ennen kdyttdi tdmd alusta tulisi steriloida esim. 20 min.
120 °C:ssa.

Voidaan kdyttdd YEPD-alustaa, Jjolla on seuraava koostumus:
20 g/1 bactopeptonia, 10 g/l hiivauutetta, 20 g/1 glukoosia.
Ennen kdyttdd tdmd alusta tulisi steriloida esim. 30 min.
110 °C:ssa.

Bacillus Thai I-8:sta perdisin oleva entsyymi, joka kykenee
hydrolysoimaan kaavan (I) mukaisen esterin, on karakterisoi-
tu Eurooppalaisessa patenttihakemuksessa EP-A-0233656. On
havaittu, ettd esteraasiaktiivisuus ei liity mikro-organis-
missa ldsndolevaan lipaasiaktiivisuuteen. Itse asiassa se,
ettd esterin "vddrii" isomeeria hydrolysoitui vdhdn ndytti
pddasiassa johtuvan Bacjillus-kannan kontaminoivasta lipaasi-
aktiivisuudesta. Thai I-8:n puhdistetulla esteraasilla on
huomattavasti suurempi enantiomeerinen selektiviteetti kuin

Bacillus-kannan kokonaisten solujen lysaatilla.

E. coli/pNAPT-7 ja Bacillus/pNAPT-7, joissa kummassakin kan-
nassa on Thai I-8-esteraasia sisdltdvd plasmidi, tuottavat

huomattavan mairin esteraasia. Y1ll&ttden proteiini, jolla on
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esteraasiaktiivisuutta, varmistettuna SDS-PAGE:11la, HPLC-
SEC:114 Jja isoelektriselld fokusoinnilla, on proteiini, jon-
ka konsentraatio on verrattomasti suurin mikro-organismien

solulysaatissa.

Vaikka on tunnettua, ettd geenikloonaus voi parantaa entsyy-
min ilmentymistasoa, lisd&dntymisen méddrd esteraasin tapauk-
sessa on hyvin ylldttdvd., Entsyymid koodaavaa geenid kloo-
nattaessa esiintyy hyvin usein ongelmia, kuten v3ddrdd las-
kostumista, proteiinien hajoamista ja solunsisdistd saostu-
mista (Harris, T.J.R., 1983, Genetic Engineering 4, Acadamic
Press). Odottamattomasti mitddn ndistd ongelmista ei ndytd

esiintyvdn kloonattaessa esteraasigeeneji.

Tamén keksinndn kohteena on edelleen herbisidikoostumus,

jossa on herbisidisesti aktiivinen suola, happo tai esteri
pdidasiallisesti R- tai pddasiallisesti S-muodossa, valmis-
tettuna keksinndn mukaisella menetelmidlld, yhdessi inertin

laimennusaineen tai kantoaineen kanssa.

Tdtd keksintdd kuvataan edelleen seuraavilla esimerkeilld,

rajoittamatta keksinndn suojapiirii ndihin esimerkkeihin.

Esimerkki 1

Kolmea bakteeria ja yhtd sientd esiviljeltiin BHI:ssd (bak-
teerit) tai YEPD:ss3 (sieni) 24 tuntia 30 °C:ssa ja ympat-

tiin sitten 10%:iseen kuorittuun maitoon. Kutakin kantaa ym-
pattiin 5 x 100 ml:aan, joita pidettiin 500 ml:n vdliseind-
kolveissa (baffle flasks) ja inkuboitiin 48 tai 72 tuntia 30
°C:ssa. Sen jdlkeen viljelmiin lisdttiin 1,25 M Tris/HCl-

puskuria, pH 8,0, lopulliseen konsentraatioon 50 mM, ja 1li-
sdksi 40 mg raseemista fluatsifop-butyyliesterid, joka oli

liuotettu soijadljyyn (200 mg esterid/ml soijadljyd) ja vil-
jelmid inkuboitiin edelleen 24 tuntia. Tamidn inkubointijak-
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son jdlkeen viljelmdt uutettiin etyyliasetaatilla ja jad&nno-
sesteri ja muodostunut happo eristettiin ja puhdistettiin

kdyttden piihappogeelipylvdsti.
Eristetyn esterin ja hapon optinen kKierto mddritettiin.

Esterin ja hapon enantiomeerinen puhtaus varmistettiin edel-
leen HPLC:113 Bakerbond DNBPG (dinitrobentsoyyli-fenyyli-
glysiini) kovalenttipylvadssd, sen jdlkeen kun esteri ja
happo oli vaihtoesterdity tai vastaavasti esterdity k&yttden
BF3/MeOH:ta.

Tulokset on esitetty taulukossa 1.
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Taulukko 1: Fluatsifop-butyyliesterin resoluutio

Kannat Erist. &ﬁst Enantio- Erist. &ﬂgtEnantio—

esteri* CHCl; meerinen happo CHCl; meerinen
ng puhtaus mg puhtaus

Staphylococcus

aureus Nap 2-5

(CBS 340.87) 52 +10,7 R: 70% 50 -5,2 85: 79%

Bacillus

spec. Nap 4M

(CBs 342.87) 72 + 3,6 R: 59% 34 - 7,0 S: 65%

Bacillus

licheniformis

(ATCC 11945) 72 +19 R: 93% 56 -15,5 8: 85%

Debaromyces

hansenii

(IFO 0034) 88 + 8,1 R: 70% 33 -14,9 §S: 85%

* Lisdtyn esterin kokonaismddrd noin 200 ng.

Esimerkki 2

Viittd organismia esikasvatettiin kuten esimerkissd 1 on ku-
vattu ja ympattiin 25 ml:aan 10%:ista kuorittua maitoa 100
ml:n vidliseindkolveissa. Kun oli kasvatettu 48 tuntia 30
°C:ssa, viljelmiin lisdttiin noin 16 mg raseemista soijadl-
jyyn liuotettua diklofop-etyyliesterid, ja viljelmid inku-
boitiin edelleen 24 tuntia (tdssd kokeessa ei lisdtty

Tris/HCl-puskuria).
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Inkubointijakson jdlkeen viljelmdit hapotettiin H3PO4:114 pH-
arvoon 4,0 ja uutettiin 2 ml:1lla metyleenidikloridia. Jdl-

jelle jd&dvd esteri ja muodostuva happo eristettiin ja analy-—
soitiin HPLC:11d. Esteri analysoitiin joskus ilman vaihtoes-

terbinti&. Happo esterditiin aina ensin BFj3/MeOH:lla.

Tulokset on esitetty taulukossa 2.
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Taulukko 2: Diklofop-etyyliesterin resoluutio

Kannat Havaittu Enantio- Havaittu Enantio-
esteri* meerinen happo meerinen
g/l puhtaus g/l puhtaus

Staphylococcus

aureus Nap 2-5

(CBS 340.87) 0,23 R: 99% 0,29 S: 82%

Bacillus

spec. Nap 4M

(CBS 342.87) 0,22 R:  79% 0,26 S: 74%

Bacillus

licheniformis

(ATCC 11945) 0,23 R:  94% 0,24 S: 90%

Debaromyces

hansenii

(IFO 0034) 0,34 R: 58% 0.08 S: 84%

Bacillus

subtilis

Thai I-8

(CBS 679.87) 0,16 R: 100% 0,36 S: ©8%

Pichia farinosa

(IFO 0534) 0,30 R: 75% 0,10 S: 89%

* Lisdtyn esterin kokonaismidrdi noin 0,8 g/1.

Mainitut arvot ovat kahden rinnakkaistuloksen keskiarvoja.
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Esimerkki 3

Viittd organismia esikasvatettiin kuten on esitetty
esimerkissd 1, ja ympattiin 25 ml:aan 10%:ista kuorittua
maitoa 100 ml:n védliseindkolveissa. Kun oli kasvatettu 48
tuntia 30 °C:ssa, viljelmiin lisdttiin 10 mg raseemista soi-
jadljyyn liuotettua diklofop-metyyliesterid, ja viljelmid
inkuboitiin edelleen 24 tuntia (tdssd kokeessa ei lisdtty
Tris/HCl-puskuria).

Inkubointijakson jdlkeen viljelmdt hapotettiin H3PO4:11d pH-
arvoon 4,0 ja uutettiin kerran 25 ml:lla metyleenidiklori-

dia. Jdljelle jddvd esteri ja muodostunut happo eristettiin
ja analysoitiin HPLC:11d3, Esteri voitaisiin analysoida ilman

vaihtoesterdintis. Happo esterditiin ensin BF3/MeOH:lla.

Tulokset on esitetty taulukossa 3.
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Taulukko 3: Diklofop-metyyliesterin resoluutio

Kannat Havaittu Enantio- Havaittu Enantio-
esteri¥* meerinen happo meerinen
g/l puhtaus g/l puhtaus

Bacillus

licheniformis

(ATCC 11945) 0,07 R: 94% 0,18 S: 85%

Pichia farinosa

(IFO 0534) 0,08 R: 85% 0,13 S: 79%
Staphylococcus

aureus Nap 2-5

(CBS 340.87) 0,04 R: 78% 0,03 S: 88%
Staphylococcus

aureus

(CBS 341.87) 0,12 R: 69% 0,13 S: 67%
Kanta Nap 10M

(CcBs 805.85) 0,11 R: 62% 0,08 S: 69%

* Lisdtyn esterin kokonaismddrd noin 0,4 g/1l.

Esimerkki 4

Kolmea organismia esikasvatettiin kuten on esitetty
esimerkissid 1, ja ympdttiin 25 ml:aan 10%:ista kuorittua
maitoa 100 ml:n vdliseindkolveissa. Kun oli kasvatettu 48
tuntia 30 °C:ssa, viljelmiin lisdttiin 10 mg raseemista soi-
jadljyyn liuotettua fenoksapropmetyyliesterid, ja viljelmid
inkuboitiin edelleen 24 tuntia (tdssd kokeessa el lisgdtty
Tris/HCl-puskuria).
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Inkubointijakson jdlkeen viljelmdt hapotettiin H3PO4:114 pH-
arvoon 4,0 ja uutettiin kerran 25 ml:1lla metyleenidiklori-
dia. Jdljelle jd3vi esteri ja muodostunut happo eristettiin
ja analysoitiin HPLC:114.

Tulokset on esitetty taulukossa 4.

Taulukko 4: Fenoksaprop-etyyliesterin resoluutio

Kannat Havaittu Enantio-
esteri* meerinen
g/l puhtaus

Debaromyces hansenii
(IFO 0034) 0,09 R: 84%

Pichia farinosa
(IFO 0534) 0,10 R: 81%

Staphylococcus aureus
(CBS 340.87) 0,20 R: 80%

*Lisdtyn esterin kokonaismiird noin 0,4 g/1.

Esimerkki 5

Diklofop-etyyliesterin ja diklofop-metyyliesterin hydrolyysi
suoritettiin Thai I-8-esteraasilla (kloonattu Bacillus-
kantaan 1-85/pNap T7, CBS 673.86 ja eristetty siitd) 10
ml:ssa reaktioliuosta 100 ml:n kolveissa. Reaktioliuos si-
sdlsi entsyymiuutetta (10-3 yksikk®i/ml), 0,1 M MOPS-
puskuria, pH 7,5, BSA (2 mg/ml), raseemista diklofop-etyyli-
esterii (0,2 mg/ml) ja Tween-80:a (2% (v/v)]. Seosta inku-
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boitiin 2 tuntia 30 °C:ssa kiertoravistelijassa. Inkubointi-

ndsesteri ja muodostunut happo analysoitiin HPLC:11d. Esteri
ja happo esterditiin ensin BF3/MeOH:lla. Tulokset on esitet-

ty taulukoissa 5 ja 6.

Taulukko 5: Diklofop-etyyliesterin resoluutio
Thai I-8-esterasilla

enantiomeerinen puhtaus

esterin hapon
R: 66% R: 0%
S: 34% S: 100%

Taulukko 6: Diklofop-metyyliesterin resoluutio
Thai I-8-esteraasilla

enantiomeerinen puhtaus

esterin hapon
R: 60% R: 0%
S: 40% S: 100%
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd aryylioksipropionihappoesterin rikastamiseksi
R-isomeerin suhteen ja aryylioksipropionihappoesterin stere-
oselektiiviseksi hydrolysoimiseksi vastaavan aryylioksipro-
pionihapon valmistamiseksi p&dasiallisesti S-konfiguraatios-
sa, tunnettu siitd, ettd kaavan I mukainen aryyliok-

sipropionihappoesteri

B CHj
. / /
R'O ~ (0 - Q0 - 2? (I)
D COOA

jossa A on esteritdhde, R’ on mahdollisesti substituoitu
aryyli tai mahdollisesti substituoitu heterosyklinen rengas-
jdrjestelmd, joka hiiliatomien lis#ksi sisdltdi yhden tai
useamman typpi-, rikki- tai happiatomin, jolloin t&m3 ren-
gasjdrjestelmd on mahdollisesti substituoitu, ja B ja D ovat
mahdollisia substituentteja, saatetaan sellaisen mikro-orga-
nismin tai siitd perdisin olevan esteraasin vaikutuksen
alaiseksi, joilla on kyky stereoselektiivisesti hydrolysoida
COOA-ryhmd vastaavan karboksyylihapon muodostamiseksi, joka

on pddasiallisesti S-konfiguraatiossa.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unnet -
t u siitd, ettd pddasiallisesti R-konfiguraatiossa oleva
esteri erotetaan pddasiallisesti S-konfiguraatiossa olevasta
haposta ja R-esteri mahdollisesti muutetaan toiseksi este-
riksi, jolla on E-konfiguraatiqﬂtai vastaavaksi karboksyyli-
hapoksi, jolla on R-konfiguraatio, jolloin konversio suori-

tetaan sindnsid tunnetuilla menetelmilli.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd, t un -
nettu siitd, ettd ainakin 70 paino-% karboksyylihapos-

ta muodostuu S-konfiguraatiossa.
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4. Jonkin edellisistd patenttivaatimuksista mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd A on alkyyliryhmd, joka
on mahdollisesti substituoitu tai haarautunut, edullisesti A

on lineaarinen 1-6 hiiliatomia sisdlt&dvd alkyyliryhmé&.

5. Jonkin edellisistd patenttivaatimuksista mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd eristetddn paddasialli-
sesti fluatsifopbutyyliesterin tail diklofop-etyyliesterin R~

muoto.

6. Jonkin edellisistd patenttivaatimuksista mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd mikro-organismia kayte-
tddn immobilisoidussa muodossa joko eldvdnid soluna, tapettu-

na soluna tai lepotilassa olevana soluna.

7. Jonkin edellisistid patenttivaatimuksista mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd aine, joka kykenee ste-
reoselektiivisesti muuttamaan kaavan I mukaisen yhdisteen
vastaavaksi S-konfiguraatiossa olevaksi karboksyylihapoksi,

vapautetaan mikro-organismista ja kdytetddn sellaisenaan.

8. Jonkin edellisistd patenttivaatimuksista mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd mainittu mikro-organis-

mi on bakteeri, hiiva tai sieni.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen menetelmd, tunnet -
t u siitd, ettd mainittu mikro-organismi on Bacillus- tai

Staphylococcus-sukuun kuuluva bakteeri, Pichia-sukuun kuulu-

va hiiva tai Debaromyces-sukuun kuuluva sieni.

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelmd, t unnet -

t u siitd, ettd mainittu mikro-organismi on Bacillus liche-

niformis, mieluiten Bacillus licheniformis (ATCC 11945); Ba-

cillus subtilis, mieluiten Bacillus subtilis Thai I-8 (CBS

679.85); Bacillus species Nap 4-M (CBS 342.87); Staphylo-
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coccus aureus, mieluiten Staphylococcus aureus (CBS 341.87);

Staphylococcus aureus Nap 2-5 (CBS 340.87); Pichia farinosa,

mieluiten Pichia farinosa (IFO 0534); Debaromyces hansenii,

mieluiten Debaromyces hansenii (IFO 0034); tai kanta Nap 10M

(CBS 805.85), tai jokin niiden mutantti tai variantti.

11. Jonkin patenttivaatimuksista 1-7 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd mainittu mikro-organismi on es-
teraasia koodaavalla DNA-fragmentilla transformoitu mikro-

organismi.

12, Patenttivaatimuksen 11 mukainen menetelmd, t unne t
t u siitd, ettd DNA~fragmentti on perdisin Bacillus-lajis-
ta.

13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen menetelmd, t unne t
t u siitd, ettd DNA-fragmentti on peridisin Bacillus

subtilis-bakteerista.

14. Patenttivaatimuksen 13 muKainen menetelmd, tunne t

t u siitd, ettd DNA-fragmentti liitetddn plasmidiin.

15. Patenttivaatimuksen 14 mukainen menetelmsd, t unne t
t u siitd, ettd plasmidi on pNAPT-7 tali pNAPT-S8.

16. Jonkin patenttivaatimuksista 11-15 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd kdytetty mikro-organismi on
Escherichia coli, mieluiten Escherichia coli JM101 hsds tai
E. coli DH1.

17. Jonkin patenttivaatimuksista 11-15 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd kdytetty mikro-organismi on Ba-
cillus subtilisg, mieluiten Bacillus subtilis 1-8% tai Bacil-
lus subtilis 1A40.
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18. Sellaisen esteraasientsyymin kdyttd, joka kykenee pa-
tenttivaatimuksessa 1 mddritellyllsd tavalla stereoselektii-
visesti hydrolysoimaan kaavan (I) mukaisen esterin vastaa-
vaksi, paddasiallisesti S-konfiguraatiossa olevaksi karbok-
syylihapoksi, minkd jdlkeen saatu S-~isomeerin suhteen rikas-
tunut happo erotetaan olennaisesti R-isomeerin suhteen ri-

kastuneesta kaavan (I) mukaisesta esteristd.

19. Mikro-organismi, joka on Bacillus species Nap 4M (CBS
342.87) tai Staphylococcus aureus Nap 2-5 (CBS 340.87) tail

jokin niiden mutantti tai variantti.
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