@ (1)
€ 5)
(51)
SUOMI-FINLAND
(FI) (21)

(22)
(24)
(41)
(44)

Patentti- ja rekisterihallitus
Patent- och registerstyreisen

(86)

(32)(33)(31) Pyydetty etuoikeus — Begérd prioritet

KUULUTUSJULKAISU

UTLAGGNINGSSKRIFT

v oLt 1o o
Kv.lk.4/Int.Cl4 C 07 D 211/46,
Patenttihakemus — Patentanstkning

Hakemispdivd — Anstkningsdag
Alkupéiva - Giltighetsdag
Tullut julkiseksi — Blivit offentlig

N&htavaksipanon ja kuul julkaisun pvm. —
Ansdkan utiagd och utl.skriften publicerad

Kv. hakemus - Int. anstkan

78469

C 12 P 19/26

813182

13.10.81
13.10.81
16.04.82
28.04.89

15.10.80

Saksan liittotasavalta-F&rbundsrepubliken
Tyskland(DE) P 3038901.6 Toteenndytetty-Styrkt

Bayer Aktiengesellschaft,
republiken Tyskland(DE)

Glinther Kinast, Wuppertal,

Michael Schedel, Wuppertal,

Wolfgang Koebernick, Wuppertal, Saksan liittotasavalta-
Férbundsrepubliken Tyskland(DE)

(74)
(54)

Oy Kolster Ab

jirimycinderivat

(57) Tiivistelmi

Keksintd koskee uutta menetelmdd kaavan 1 mukaisten 6-a-

minosorboosien valmistamiseksi seura

mukaisesti:
NH-R ¥
-[~OH N-
Glukoosi——>Ho oH OH
~—3 HO
OH CH
OH OH
OH
X v X1
NH-R x happo
OH HZ/Kat.
HO oH —_——
OH
VII

Kaavoissa R merkitsee vetyd tai mahd
alkyylid tai aralkyylid, ja Y on hap
oleva suojaryhmi, joka on pysyvi mik
sa hapetusrcaktiossa.

avan reaktiokaavion

1
R N-R
mikrobiol. OH happo
—> HO B
hapetus OH
o]
OH
XII
HO"H2
N-R
OH
HO OH

1

ollisesti substituoitua
on avulla lohkaistavissa

robiologisesti suoritetus-

Leverkusen, Saksan liittotasavalta-Fdrbunds-

Menetelmd 1-desoksinojirimysiinin N-substituoitujen johdannaisten valmis-
tamiseksi - Forfarande for framstdllining av N-substituerade 1-desoxino-
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(57) Sammandrag
Uppfinningen h¥nf¥r sig till ett nytt fOrfarande £0r fram-
stdllning av 6-aminosorboser med formeln I i enlighet med

nedstdende reaktionsschema: Y ¥
NH-R N-R N-R
OH OoH ; OH
mikrobiol. syra
Glukos - HO OH —> HO OH ) HO OH
OH OH oxidering o
OH OH OH
X v v VI
HO H2
NH-R x syra
N-~R
OH
HO HZ/Kat. OH
OH =
o]
OH HO oh
VII I

I formlerna betecknar R vdte eller en eventuellt substitue-
rad alkyl eller aralkyl, och Y ir en med syra avspjdlkbar
skyddsgrupp, vilken &r bestdndig vid en mikrobiologiskt ut-
férd oxidationsreaktion.
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Menetelmd l-desoksinojirimysiinin N-substituoitujen joh-

dannaisten valmistamiseksi

Tdmdn keksinn®n kohteena on uusi menetelmd yhdistei-

den valmistamiseksi, joilla on kaava

HOCH2

"'\?H ; (1)

Ho !
OH

jossa R on vety tai mahdollisesti hydroksiryhm&ll& subs-
tituoitu alempi alkyyli.

On tunnettua, ettd kaavan I mukaiset yhdisteet ovat
erittdin hyvid o, -glukosidaasi-inhibiittoreita, jotka so-
veltuvat kdytettdviksi l&&keaineina sokeritaudin hoidos-
sa (ks. EP-hakemusjulkaisu 947 A 1).

DE-hakemusjulkaisusta 2 834 122 tunnetaan menetelmd
l-desoksinojirimysiini I:n (R=H) valmistamiseksi hapetta-
malla kaavan II mukainen l-aminosorbitoli mikrobiologi-
sesti kaavan III mukaisesti 6-aminosorboosiksi, joka sit-
ten hydrataan kaavan I mukaisesti l-desoksinojirimysii-
niksi (R=H). Tdmd menetelmd ei kuitenkaan saantojensa
suhteen, varsinkin koskien seuraavan mikrobiologisen reak-

tion tilavuussaantoa

I—NHZ -—NH2
-OH OH
HO — mikrobiol. {o-- Hz/katal.
I-OH — OH > I R=H
%OH hapetus 0
L OH -OH
IT ITT

ole vield optimaalinen.
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EP-hakemusjulkaisusta 12 278 A 3 on tunnettua, et-

td kaavan I mukaisia yhdisteitd saadaan suojaamalla kaa-

van IV mukainen aminosorbitoli hydrauksella lohkaistavis-

sa olevalla suojaryhmills,

logisessa hapetusmenetelmdssd pysyva,

joka on seuraavassa mikrobio-

hapettamalla mikro-

biologisesti saatu kaavan V mukainen yhdiste suojatuksi

kaavan VI mukaisesti 6-aminosorboosiksi ja tdmédn jdlkeen

poistamalla hydraamalla suojaryhmd ja sulkemalla rengas,

jolloin saadaan kaavan I mukainen yhdiste:

HO —

HO —

—~NH-R

—OH

—OH

- OH

'—OH

Iv

— NH-R

- OH

VII

>

HO--

—N-R
- OH

—~-OH

- OH

- OH

X
1
-N-R
mikrobiol.
—OH
> HO 4 >

hapetus -OH

VI

Td116in kuitenkin hydrausvaihe vaatii suhteellisen

suuria katalysaattorimddrid. Tdssd menetelmdssd ei vdli-
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tuotteina syntyneitd kaavan VII mukaisia 6-aminosorboo-

seja my8skddn saada eristetyksi puhtaina yhdisteind.
Kaavan VII mukaiset yhdisteet ovat tdrkeitd

X -glukoosi-inhibiittoreita (DE-hakemusjulkaisut 2 830 457

ja 2 830 424) ja vdlituotteina valmistettaessa kaavan IX

mukaisia desoksinojirimysiinejd (EP-hakemusjulkaisu

9 633 A 1). _OH

(IX)

Muita menetelmid kaavan I mukaisten yhdisteiden val-
mistamiseksi on EP-hakemusjulkaisun 12 278 A 3 kirjalli-
suusviitteissd sekd EP-hakemusjulkaisussa 947 Al. Niissd
kuvatuissa synteesimenetelmissd on kaikissa useita aikaa-
vievid vaiheita, joissa on vdlttdmdttd suoritettava hanka-
lia puhdistustoimenpiteita.

Nyt on keksitty, ettd kaavan I mukaisia yhdisteitd
saadaan yksinkertaisella tavalla hyvilld saannoilla mene-
telmdlld, jossa kaavan VII mukaiset 6-aminosorboosivdli-
tuotteet voidaan eristdd erittdin puhtaina, jolloin suur-
ten katalysaattorimddrien kdyttd ei ole valttadmatdnta.

Keksinn6n kohteena on siten menetelmd kaavan I mu-
kaisten desoksinojirimysiinin ja sen johdannaisten valmis-
tamiseksi, jolle menetelmdlle on tunnusomaista, ettd glu-
koosi muutetaan sindnsd tunnetulla tavalla l-ami-
nosorbitoliksi (kaava 1IV), jossa R merkitsee samaa kuin
kaavassa I, aminoryhmd suojataan happamissa olosuhteissa
lohkaistavissa olevalla suojaryhm&lld, joka on seuraavassa
mikrobiologisessa hapetusmenetelmédssd pysyvd, saatu kaavan
XI mukainen yhdiste hapetetaan mikrobiologisesti sinédnséd
tunnetulla tavalla suojatuksi 6-aminosorboosiksi (kaava XII),
suojaryhméd poistetaan hapon avulla, saatu kaavan VII mukaisen
6-aminosorboosin suola joko eristetddn tai hydrataan kaa-

van I mukaiseksi yhdisteeksi tai hydrataan sindnsd tunne-
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tulla tavalla yhdessd tydvaiheessa kaavan I mukaiseksi

yhdisteeksi.
' i
gég;i ng-R "N-R mikrobiol. MR happo
i L OH N | OH S
HO HO — hapetus HO—
I-oH -OH -OH
-OH -OH Lo
—OH _OH L oH
Iv XI XI1
—NH-R x happo
- OH Hz/katal.
HO —_ I
OH
. O
_OH
VII

Ryhmd R on edullisesti vety, metyyli tai hydroksi-
etyyli.

Sellaisiksi suojaryhmiksi Y, jotka voidaan lohkaista
happamissa olosuhteissa ja jotka kestdvat mikrobiologisessa
hapetuksessa, sopivat esimerkiksi tert-butyylioksikarbonyy-
li-, formyyli-, diklooriasetyyli- tai o-nitrosulfenyyliryh-
midt, mutta my8s monet muut hapon avulla lohkaistavissa ryh-
mistd ovat periaatteessa soveltuvia keksinn®n mukaiseen me-
netelmdédn.

tert-butoksikarbonyylisuojaryhmd (BOC) liitetddn si-
ninsi tunnetulla tavalla kaavan IV mukaiseen yhdisteeseen,
esimerkiksi kdyttden di~BOC-pyrokarbonaattia esimerkiksi
veden ja veden kanssa sekoittumattoman liuottimen seoksessa.

Kaavan XI mukaisen yhdisteen mikrobiologinen hapetus
kaavan XII mukaiseksi yhdisteeksi suoritetaan sindnsé tun-
netulla tavalla EP-hakemusjulkaisusta 12 278 kuvatulla ta-
valla. Td118in on edullista sydttdd hapetettavaa kaavan XI
mukaista yhdistettd useina erind bakteeriviljelyelimeen ai-
na edellisen erdn tdydellisen hapettumisen jdlkeen. Tdlla

tavoin on mahdollista saada erityisen suuria tilavuussaantoja.
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Hapetuksen suorittamiseen sopivia mikro-organis-
meja tai mikro-organismeja, joista voidaan saada aktii-
visia uutteita hapetuksen suorittamiseen voidaan saada eri-
laisista taksonometrisista ryhmist&: niitd ovat esimerkiksi
prokaryontit, jotka ovat bakteereja, tai eukaryontit, jotka
ovat sienid. Mikrobiologian asiantuntija voi helposti 1&y-
tdd sopivia mikro-organismeja viljelem&lld suurta joukkoa
aerobisia tai valinnaisesti aerobisia-mikro-organismeja sopi-
vassa ravintovdliaineessa, joka sisdltdid kaavan XI mukaista
yhdistettd, ja kokeilla siten mikro-organismin kyky&d kataly-
soida keksinnén mukaista hapetusreaktiota ja kaavan XII mu-
kaisen yhdisteen muodostumista.

Hapetukseen voidaan erityisesti kdyttd3i lahkoon Pseudo-
monales kuuluvia bakteereja, varsinkin Pseudomonadaceae-hei-
mon edustajia, joista ennen kaikkea bakteerisukuun Glukono-
bacter kuuluvat bakteerit ovat sopivia. Lisdksi sopiviksi
ovat osoittautuneet corynemuotoiset bakteerit, varsinkin Cory-
nebacterium kuuluvat. Hapetus voidaan lis#dksi suorittaa kiyt-
tden sienid, esimerkiksi Endomycetales-lahkon sienid, varsin-
kin heimoon Spermophtoraceae kuuluvia ja t#116in p&dasiassa
lajin Metschnikowia edustajia k&yttden.

Esimerkkeind mainittakoon:

Gluconobacteroxidans spp. suboxydans (DSM 50 049), Glucobac-
teroxidans spp. suboxydans (DSM 2003), Corynebacterium betae
(DSM 20 141) ja Metschnikowia pulcherima (ATCC 20 515).

DSM-numerot ilmoittavat mikro-organismien tallennusnu-
meron laitoksessa Deutsche Sammlung fiir Mikro-organismen,
Gottingen. Mietschnikowia pulcherima on tallennettu laitok-
seen American Type Culture Collection, Rockville Maryland,
Usa.

Kun hapetus suoritetaan kokonaisilla mikro-organismeilla
kdyttden eldvdd viljelmdd, niin voidaan kdyttdd kiinteitsi,
puolikiinteitd tai nestemdisii vesipitoisia ravintoviliai-
neita.

Viljely voidaan suorittaa kaikissa vidliaineissa, jotka
tunnetusti sopivat edelld mainittujen mikro-organismiryhmien
viljelyyn ja jotka sisdltivdt hapettavaa yhdistettd. Vilje-
lyvdliaineen on sisillettdvi assimiloituvaa hiilen ja typen

lédhdettd sekd mineraalisuoloja. Assimiloituvina hiilen ja
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typen l&hteind voidaan kdytt&dd ennen kaikkea kompleksisia
seoksia, varsinkin erilaisia biologista alkuperdsd olevia
tuotteita, esimerkiksi soijapapujauhoa, puuvillasiemen=
jauhoa, linssijauhoa, hernejauhoa, liukoisia ja liukene-
mattomia kasviproteiineja, maissinliotuslientd, hiivauu-
tetta, peptonia ja lihauutetta. Typen lihteind tulevat 1li-
siksi kysymykseen ammoniumsuolat ja nitraatit, esimerkiksi
ammoniumkloridi, ammoniumsulfaatti, natriumnitraatti ja
kaliumnitraatti. Viljelyvdliaineen sisdltdmistad mineraali-
suoloista saadaan esimerkiksi seuraavia ioneja:

+ - -- -—= . - "
Mg*t, nat, kt, ca*’, NH4+, c1”, so,””, ®o, ja NO,” sek

tavallisten hivenaineiden, kuten Cu, Fe, Mn, Mo, zZn, Co ja
Ni ioneja.

Jos mainittu kompleksinen viljelyvdliaine tai kaytetty
vesi ei sisilli niitd suoloja tai hivenaineita riittdvdsti,
on tarkoituksenmukaista vastaavasti tdydentdd viljelyvdliai-
netta.

On osoittautunut, ettd lisddmdlli vdliaineeseen aineen-
vaihdunnan vilituotteina esiintyviid yhdisteitd, esimerkiksi
aminohappoja tai trikarboksyylihapposyklin yhdisteitd, voi-
daan reaktioaikaa huomattavasti lyhentda.

Hapettavaa yhdistettd voidaan lisdtd joko yksindédn tai
seoksena hapetettavan yhdisteen kanssa perusvdliaineeseen.
Lisdni olevina hapetettavina aineina voi olla perusvédliainee-
seen. Lisdnid olevina hapettavina aineina voi olla esimerkiksi
isopropanoli, polyoleja, esimerkiksi sorbitoli tai glyseroli,
aldehydejd, esimerkiksi glykolialdehydi, aldooseja, esimer-
kiksi glukoosi tai glukonihappoja.

Kun ravintoliuokseen lisdt&dn yhtd tai useampaa maini-
tuista yhdisteistd, voidaan hapetettava yhdiste lis&dtd joko
ennen ymppdimistd tai mind tahansa ajankohtana aikaisen kas-
vuvaiheen ja mydhemmdn pysyvammdn kasvun saavuttaneen vaiheen
vdlillsi. Tallaisessa tapauksessa kyseessd olevaa organismia
esiviljelldsdn kdyttden lisdnd viljelyvdliaineessa hapetetta-
via yhdisteita.

Hapetuksessa sopiva pH-alue on 2-10, edullisesti 4-8.
Viljelmd puskuroidaan edullisesti sopivalle alueella esimer-

kiksi fosfaatti- tai asetaattipuskurilla.
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Voidaan my&s k&dyttdd, fermentointiteknologiassa ta-
vallista automaattista pH-sdit84, jossa viljelyliuokseen
eri kohtiin suihkutetaan steriilid orgaanista tai epiorgaa-
nista happoa, esimerkiksi rikkihappoa, tai emdstd, esimer-
kiksi natriumhydroksidiliuosta.

Kuten mikrobiologisissa menetelmissd yleensd tulisi
vdlttdd viljelyvdliaineen vierasinfektiota. Sen vidlttidmi-
seksi suoritetaan tavalliset toimenpiteet, kuten ravintovili-
aineen, viljelyastioiden ja ilmastukseen tarvittavan ilman
sterilointi. Viljelyastioiden sterilointiin voidaan kdytt&di
esimerkiksi hOyry- tai kuivasterilointia; ilma ja viljely-
vdliaine voidaan samoin steriloida hdyrylld, mutta myds
suodattamalla.

Viljelyvdliaineen ymppdys suoritetaan tavanomaisella
tavalla, esimerkiksi k&dyttden vinoviljelmid tai pulloviljel-
mid. Viljely sunritetaan aerobisissa olosuhteissa tavanomai-
sin menetelmin, eli esimerkiksi ravistusviljelmdnid kdyttiden
ravistuskolvia, ilman avulla sekoitettuna viljelmidnid tai sub-
merssiviljelmdnd. Viljely suoritetaan edullisesti aerobisena
submerssiviljelynd ilmastoiduissa fermentoreissa, esimerkiksi
tavanomaisissa submerssifermentointitankeissa. Viljely voi-
daan suorittaa jatkuvana tai ep#jatkuvana.

On tarkoituksenmukaista varmistua siitid, ettd mikro-or-
ganismit ovat riittdvdsti kosketuksissa hapen ja ravinteiden
kanssa, tdmd voidaan saada aikaan tavanomaisin menetelmin,
kuten ravistamalla ja sekoittamalla.

Jos viljelyssd esiintyy liiallista vaahdonmuodostusta,
voidaan lisdtd tavanomaisia kemiallisia vaahdonestoaineita,
esimerkiksi nestemdisid rasvoja ja 8l1jyjid, &ljyemulsioita,
parafiineja, korkeampia alkoholeja, kuten oktadekanolia, sili-
konidljyjd, polyoksietyleenejd tai polyoksipropyleeniyhdis-
teitd. Vaahdonmuodostusta voidaan vaimentaa tai estidid my&s
tavallisilla mekaanisilla laitteistoilla.

ViljelyldmpStila voi olla noin 20-40°C. viljelyaika
voi vaihdella suuresti riippuen esimerkiksi ravintovidliaineen
koostumuksesta ja viljelylimpdtilasta.

Mikrobiologian asiantuntija voi helposti mddrittdi

kulloinkin sopivimmat optimiolosuhteet.
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On osoittautunut, ettd viljelyliemeen lisdttyjen ha-
petettavien yhdisteiden t&dydelliseen hapettamiseen tarvitaan
niiden lisdyksestd laskien yleensd inkubointiaika 3 tunnista
7 vuorokauteen.

Hapetusreaktio voidaan suorittaa my®s kdyttden sopi-
vien mikro-organismien konsentroituja solususpensioita.
Konsentroidut solususpensiot valmistetaan seuraavasti:
Kyseeseen tulevia mikro-organismeja viljelldan sopivassa ra-
vintovdliaineessa ja linkoamalla kootut mikro-organismit sus-
pendoidaan sitten pienempddn tilavuuteen samaa ravintovdli-
ainetta tai suola- tai puskuriliuosta, esimerkiksi fysiolo-
gisen ruokasuolaliuoksen, KH2PO4-Vesiliuokseen, Na-asetaatin
tai maleinaatin vesiliuokseen tai yksinkertaisesti vesijohto-
veteen tai tislattuun veteen. T&llaiseen solususpensioon
lisdtdédn sitten hapetettavat yhdisteet, ja hapetusreaktio
suoritetaan samoissa olosuhteissa kuin edelld kuvattu hapetus
kasvamalla viljelmdlla.

Tamidn menetelmdn etuna on korkeamman mikro-organismi-
konsentraation johdosta hapetukseen tarvittavan reaktioajan
lyheneminen muutamaan tuntiin.

Mikro-organismien kasvavien viljelmien tai niistd saa-
tujen konsentroitujen solususpensioiden lisdksi hapetukseen
voidaan ndistd bakteereista valmistettuja uutteita tai uute-
reaktioita. T&d110in tulevat kysymykseen raakauutteet, joita
saadaan mikro-organismisoluista tunnetuin hajotusmenetelmin.
Hajotusmenetelmind voidaan kdyttdd ultraddnikdsittelyd, French-
painekennon ldvitse johtamista, hienontamista kvartsihiekan
kanssa, inkubointia hajottavien entsyymien kanssa, autolyysia
tai useampikertaista jdddytys-sulatusmenetelmdi.

Kun hapetukseen kdytetddn fraktioimattomia raakauut-
teita, ovat periaatteessa edullisiksi osoittautuneet samat
reaktio-olosuhteet, joita kuvattiin kasvavilla tai eriste-
tyilld mikro-organismisoluilla suoritetun hapetuksen yhtey-
dessa.

Jos hapetus suoritetaan osittain puhdistetuilla uute-
valmisteilla (entsyymeilld), niin t&@mdnkaltaisten valmisteiden

saamiseen voidaan kdyttdid yleisid proteiinikemian tunnettuja
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menetelmid, kuten ultrasentrifugointia, saostusreaktioita,
ioninvaihto- tai adsorptiokromatografiaa, geelisuodatusta

tai elektroforeettisia menetelmii. Sen selville saamiseksi,
mikd ndilld mainituilla menetelmilli saaduista useista frak-
tioista on sopivin kdytettdviksi keksinndn mukaisessa hape-
tusreaktiossa, sekoitetaan kunkin fraktion ndyte hapetetta-
van yhdisteen kanssa 20-45°C:ssa pH-arvossa 2-10, ja reaktio-
seoksesta tutkitaan ohutkerroskromatografisesti muodostunut
reaktiotuote. Suoritettaessa reaktio fraktionoitujen solu-
uutteiden avulla voi olla tarpeellista lisidtd reaktioseokseen
lisdkomponentteja, esimerkiksi fysiologisia tai keinotekoisia
elektroniakseptoreja, joista mainittakoon NAD+, NADP+, mety-
leenisininen, dikloorifenoli-indofenoli, tetratsoliumsuolat
jen. Kun t3llaisia lisdreaktiokomponentteija kdytetddn, niiden
lisdysmddrd voi vastata substraattimddrii, so. konsentraatioita,
jotka ovat samaa suuruusluokkaa kuin reaktion pannun hapetet-
tavan yhdisteen konsentraatio, tai katalyyttisiid mddrii, so.
konsentraatioita, jotka ovat selvisti alle hapetettavan yh-
disteen valitun konsentraation.

Haluttaessa toisessa tapauksessa saada lihes kvantita-
tivien hapetustulos reaktiopanokseen on lisittivi vieli sel-
laista systeemid, joka jatkuvasti regeneroi katalyyttisini
mddrind seoksessa olevan reaktiokomponentin. Kysymykseen tu-
lee esimerkiksi entsyymi, joka huolehtii hapetuksen kuluessa
pelkistyneen elektroniakseptorin uudelleenhapettumisesta hapen
tai muun hapetusaineen l&sniollessa.

Muuten hapetuksessa fraktioiduilla solu-uutteilla ovat
osoittautuneet edullisiksi samat olosuhteet kuin edelli kuva-
tuissa kasvavilla mikro-organismiviljelmilli tai niiden kon-
sentroiduilla solususpensioilla suoritetuissa hapetusreakti-
oissa. Varsinkin my&s tdssi tapauksessa sopiva lampétila-
alue on 20-45°% ja sopiva pH 2-10. Reaktiotuotteen muodostus
saavuttaa kuitenkin maksiminsa lyhyemmissi ajassa. Uutekon-
sentraatiosta riippuen inkubointiaika on 2 tunnista 3 vuoro-
kauteen.

Halutun yhdisteen muodostumista ajan funktiona voidaan

seurata ohutkerroskromatografisesti.
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Kaavan XII mukaiset yhdisteet eristetddn sindnsd tun-
netulla tavalla, esimerkiksi EP-hakemusjulkaisussa 12 278 ku-
vatulla tavalla. Erityisen edullisesti kaavan XII mukainen
yhdiste kiteytetdan suoraan hapetusvédliaineesta, erotetaan
ja kiteytetddn uudelleen sopivasta livottimesta, esimerkiksi
alkoholista, kuten metanolista.

Suojaryhmien lohkaisemiseksi vastaavat suojaryhmia
sisiltivat kaavan mukaiset 6-amino-L-sorboosit sekoitetaan
huoneen limpdtilassa védkevddn tai laimeaan happoon (esimer-
kiksi 8-n HCL) ja reaktiota seurataan ohutkerroskromatogra-
fialla. Lisismilli sitten reaktioseokseen veden kanssa sekoit~
tuvaa orgaanista liuotinta (esimerkiksi n-propanolia) saadaan
kaavan VII-mukainen 6-amino-L-sorboosi, josta suojaryhmé&@ on
poistettu eristettynd hydrokloridina kiteisessa muodossa tai
siirappina. N&in saatu kaavan VII mukaisen yhdisteen suola
voidaan sininsid tunnetulla tavalla (katso EP-hakemusjulkaisu
7040) muuttaa hydraamalla kaavan I mukaiseksi yhdisteeksi.

Hydraus suoritetaan huoneen lampdtilassa vesiliuoksessa
Hz-ylipaineessa (esimerkiksi 20 x lO5 Pa). Katalysaattorina
voidaan kdyttdd jalometallikatalysaattoreita (esimerkiksi 5-%:

inen Pt/C), edullisesti kdytetddn kuitenkin Raney-nikkeliad.
Esimerkit

Esimerkki 1

l-tert—butyylioksikarbonyyliaminosorbitolin valmistus

i-aminosorbitolin (90 g), tetrahydrofuraanin (500 ml)
ja veden (500 ml) seokseen tiputettiin huoneen ldmp&tilassa
131 g di—tert—butyylioksikarbonyylipyrokarbonaattia 500 ml:ssa
tetrahydrofuraania. Seosta sekoitetaan yon yli, tetrahydrofu-
raani haihdutettiin vakuumissa, vesifaasi uutettiin 2 x etyyli-
asetaatilla, haihdutettiin sitten kuiviin, ja jd&nnds kitey-

tettiin isopropanclista. Saanto: 110 g, sp-. 86-88°C.

Esimerkki 2

l-tert-butyylioksikarbonyyliamino-N—metyylisorbitolin

valmistus

valmistus tapahtui analogisesti esimerkin 1 kanssa 1l-

metyyliaminosorbitolista. Saanto: 95 %, sp. 78-80°C.
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Esimerkki 3

l-tert-butyylioksikarbonyyliamino-N- (B-hydroksietyyli)

sorbitolin valmistus

1-p-hydroksietyyliaminosorbitolista. Saanto: 78 %;
sp. 103-104°c.

Esimerkki 4

l1-tert-butyylioksikarbonyyliaminosorbitolin hapetus

mikro-organismilla Gluconobacter oxidans ssp. suboxidans
(DSM 50 049)

Reaktio suoritettiin seuraavassa ravintoliuoksessa:
20 g/1 hiivauutetta
50 g/1 sorbitolia

4 g/1 KH2P04

Ravintoliuoksen aineosat liuotettiin demineralisoituun
veteen, liuoksen pH sdddettiin NaOH:1lla arvoon 6,5. Ravinto-
liuosta lis&dttiin litran erlenmeyereihin kuhunkin 250 ml, ja
livos steriloitiin autoklaavissa 121°C:ssa 20 minuuttia.
Liuoksen jddhdyttyd siihen lisdttiin steriilisti 10 g/1-1-
tert-butyylioksikarbonyyliaminosorbitolia ja ympiksi 5 % sa-
massa ravintoliuoksessa ilman l-tert-butyylioksikarbonyyli-
aminosorbitolia kasvatettua esiviljelmdid. Inkubointi suori-
tettiin 28°C:ssa ravistuskoneessa kierrosluvulla 280 r/min.
Reaktiota seurattiin ohutkerroskromatografialla.

96 tunnin kuluttua 10 g/1 oli tdysin reagoinut. 6-tert-
butyylioksikarbonyyliaminosorboosin eristimiseksi fermentoitu
liemi uutettiin butanolilla, uute haihdutettiin kiertohaihdut-
timessa, ja jddnnds kiteytettiin etyyliasetaatista. Sp. 141-
143°¢,

Esimerkki 5

l-tert-butyylioksikarbonyyliaminosorbitolin hapetus
mikro-organismilla Metschnikowia pulcherima (ATCC 20 515)

Mikro-organismia Metschnikowia pulcherima (ATCC 20 515)
esiviljeltiin vinoviljelmdn4 viliaineella, joka sisilsi lit-
raa kohti 3 g hiivauutetta, 6 g peptonia, 10 g glukoosia, 8 g
NaCl ja 20 g agaria demineralisoidussa vedessi. T&alli esi-
viljelmdlld ymp&ttiin 250 ml nestemdisti viljelyvdliainetta
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(1 litran erlenmeyerissd), joka sisdlsi litraa kohti 3 g
hiivauutetta, 6 g peptonia, 10 g sorbitolia, 8 g NaCl ja

10 g l-tert-butyylioksikarbonyyliaminosorbitolia (demine-
raalisoidussa vedessi, ja joka oli steriloitu kuumentamalla
121%:ssa autoklaavissa 20 minuuttia. Viljelmdd inkuboitiin
350C:ssa ravistuskoneessa kierrosluvulla 200 r/min. l-tert-
butyylioksikarbonyyliaminosorboosipitoisuutta viljelyliemessd
seurattiin ohutkerroskromatografisesti. 2 vrk kuluttua oli

3 g/1 (30 %) reagoinut. Fermentointi lopetettiin tdssa

vaiheessa.

Esimerkki 6

1-tert-butyylioksikarbonyyliaminosorbitolin hapetus

mikro-organismilla Corynebacterium betae (DSM 20 141)

Mikro-organismia Corynebacterium betae (DSM 20 141)
esiviljeltiin vinoviljelmén&d vdliaineella, joka sisdlsi
6 g/1 hiivauutetta, 5 g/l sorbitolia, 5 g/l NaCl ja 20 g/1
agaria demineralisoidussa vedessd. Hyvin kasvaneella vino-
viljelm&lld ympdttiin 250 ml nestemdistd viljelyvédliainetta
(1 litran erlenmeyerissd), joka sisdlsi litraa kohti 10 g
trypsiinihajotettua kaseiini-peptonia, 5 g hiivauutetta, 5 g
sorbitolia, 5 g NaCl ja 10 g l-tert-butyylioksikarbonyyli-
aminosorbitolia. Viljelyvdliaineen aineosat oli liuotettu
demineralisoituun veteen ja liuos steriloitu 20 minuuttia au-
toklaavissa 121°%:ssa. Viljelmdd inkuboitiin 37°C:ssa ravit-
semuskoneessa kierrosluvulla 200 r/min.

1-tert-butyylioksikarbonyyliaminosorboosipitoisuus mda-
ritettiin ohutkerroskromatografisesti. 2 vrk kuluttua oli
5 g/1 (noin 50 %) reagoinut. Fermentointi lopetettiin téssa

vaiheessa.

Esimerkki 7

l—tert—butyylioksikarbonyyliamino—N—metyylisorbitolin

hapetus mikro-organismilla Clucobacter oxydans ssp. suboxydans

(DSM 2003)
Mikro-organismin Glucobacter oxydans ssp. suboxydans

(DSM 2003) esiviljely suoritettiin ravintoliuoksessa, joka
sisdlsi 200 g/l sorbitolia, 40 g/1 hiivauutetta, 10 g/1 KH2P04

dimineraalisoidussa vedessid. pH sdddettiin arvoon 6,5 NaOH:1lla,
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250 ml t&td ravintoliuosta (joka oli steriloitu 20 minuut-
tia 121°C:ssa autoklaavissa) ympdttiin vinovilijelm&lld ja in-
kuboitiin 28°C:ssa ravistuskoneessa kierrosluvulla 280
r/min. 36 tunnin kuluttua ympdttiin t&11& esiviljelmdlld
fermentorissa oleva 10 litran ravintoliuoserd, joka si-
sdlsi 100 g/1 sorbitolia, 20 g/l hiivauutetta, 5 g/1

KH,PO

2°74
sa vedessd. Fermentorin sisdlt® oli steriloitu 30 minuut-

1 ml polyolivaahdonestoainetta demineralisoidus-

tia 121°C:ssa. Fermentointiolosuhteet olivat seuraavat:
sekoitus 500 r/min, ldmpdtila: 300C, ilmastus: 10 1 ilmaa/
min, pH pidettiin arvossa 5,8 lisddmdll&d automaattisesti
5-n NaOH-liuosta.

36 tunnin kuluttua lisdttiin steriilisti 500 ml
20-%:ista 70°C:eista l-tertbutyylioksikarbonyyliamino-N-
metyylisorbitoliliuosta. 84 tunnin kuluttua oli saavutettu
tdydellinen 10 g/l reagoimisaste. Hapetustuotteen eristd-
minen suoritettiin samoin kuin esimerkisséd 4.

Esimerkki 8

l-tert-butyylioksikarbonyyli-N=-(/ -hydroksietyyli)-

sorbitolin hapetus mikro-organismilla Glucobacter oxydans

ssp. supoxydans (DSM 2003)

Mikro-organismia Glucobacter oxydans ssp. suboxy-
dans (DSM 2003) viljeltiin esimerkissd 7 kuvatulla taval-
la 10 litran fermentorissa. 36 tunnin kuluttua 250 ml vil-
jelm&&d pantiin steriilisti 1 litran erlenmeyeriin, joka
sisdlsi 2,5 g steriilisti punnittua l-tert-butyylikarbo-
nyyliamino-N- (A -hydroksietyyli)sorbitolia. Inkubointi
suoritettiin 28°C:ssa kierrosluvulla 280 r/min. 72 tunnin
kuluttua reaktio oli tédydellinen. Hapetustuotteeneristdmi-
nen suoritettiin n-butanolilla samoin kuin esimerkissd 4.

Esimerkki 9

6-amino-6-desoksi~L-sorboosihydrokloridi

20 g N-tert-butyylioksikarbonyyli-6-amino-6-deoksi-
L-sorboosia lisdttiin sekoittaen ja jddhdyttden annoksit-
tain veden (6,4 ml) ja vdkevdn kloorivetyhapon (13,2 ml)

seokseen. Seosta sekoitettiin jddhdyttadmdttd 2 tuntia,



10

15

20

25

30

35

78469

14

sitten lisdttiin 2 tunnin aikana 120 ml n-propanolia.
Syntynyttd kidesuspensiota sekoitettiin tunnin ajan
OOC:ssa, sitten kiteet imusuodatettiin, pestiin v3hdi-
selld md&rdlld n-propanolia ja kuivattiin huoneen l&m-
pbtilassa vakuumissa. Saanto 14,2 g ~ 92 % teoreettises-
ta; sp. 116-125°¢ (hajoaa).

Laskettu kaavalle C6H13N05-HC12 C 33,30 H 6,54 N 6,53

Saatu: C 33,25 H 6,68 N 6,46
Tuote voidaan kiteyttdd myds monohydraattina, sp.
70-75°C (hajoaa). My&s monohydraatin analyysiarvot olivat
tyydyttavét.
Esimerkki 10

Desoksinojirimysiinihydrokloridi

100 g (0,47mol) 6-amino-6-desoksi-L-sorboosihydro-
kloridia liuotettiin 1000 ml:aan vettd, liuokseen lis&t-
tiin 15 g Raney-nikkelid ja seosta hydrattiin huoneen 1l&m-
pdtilassa 3 tuntia H2-paineella 20 x 105 Pa. Paineen an-
nettiin laskea normaaliksi, katalysaattori suodatettiin
ja saatu liuos haihdutettiin vakuumissa. Kiinted j&&nnds
livotettiin kuumentaen 40 ml:aan vettd ja liuokseen lisé&t-
tiin sitten hitaasti 50°C:ssa 400 ml etanolia. Saatu kide-
suspensio jddhdytettiin —SOC:seen, imusuodatettiin ja pes-
tiin vdhdiselld mddr&dlld etanolia. Kiteet kuivattiin y&n
yli 50°C:ssa vakuumissa. Saanto: 70,5 g,i 75 %; sp. 208-
210°C. Saatu yhdiste o0li identtinen (IR, HPLC) autenttisen
ndytteen kanssa.

Esimerkki 11

6-metyyvliamino-6-desoksi-L-sorboosihydrokloridi

Analogisesti esimerkin 9 kanssa poistettiin suoja-
ryhmd N-tert-butyylioksikarbonyyli-6-metyyliamino-6-desok-
si-L-sorboosista. Saatiin 5 g siirappimaista hydroklori-
dia, jota sen pysymdtt&myyden vuoksi kdsiteltiin valitté-
médsti edelleen. Saanto 5 g = 80 % siirappia.

Esimerkki 12

N-metyyli-l-desocksinojirimysiini

5 g 6-metyyliamino-6-desoksi-L-sorboosihydroklori-
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dia liuotettiin 50 ml:aan vettd, liuokseen lisdttiin
0,5 g 5-%:ista Pt/C-katalysaattoria, ja seosta hydrattiin
huoneen l&mp8tilassa Hz—paineessa 20 x 105 Pa 3 tuntia.
Suodatetusta hydrokloridiliuoksesta poistetaan Cl -ionit
vahvasti emdksiselld ioninvaihtajalla, liuos haihdutet-
tiin kuiviin ja j&44nn8s kiteytettiin etanoli/vesiseokses-
ta 10:1. Saatiin 2,3 g kiteistd tuotetta (noin 60 % teo-
reettisesta); 152-154°cC.
Esimerkki 13
6-hydroksietyyliamino-L-sorboosihydrokloridi

Analogisesti esimerkin 9 kanssa saatettiin BOC-suo-
jattu 6-hydroksietyyliamino-L-sorboosi (4 g, 0,01 mol)
reagoimaan 8-n kloorivetyhapon kanssa, jolloin saatiin
2,2 g siirappimaista 6-hydroksietyyliamino~-L-sorboosihyd-
rokloridia. Tuotetta ei karakterisoitu, vaan sille suori-
tettiin hydraus vdlitt8midsti.

Esimerkki 14

N-hydroksietyyli-l-desoksinojirimysiini

2,2 g 6-hydroksietyyliamino-L-sorboosihydrokloridia
livotettiin 30 ml:aan vettd, liuokseen lis#ttiin 300 mg
5-%:ista Pt/C-katalysaattoria ja seosta hydrattiin huoneen
ldmp&tilassa H2—paineessa 20 x 105 Pa 3 tuntia. Kataly-
saattori suodatettiin ja vesipitoisesta suodoksesta pois-
tettiin cl™<ionit vahvasti emdksiselld ioninvaihtajalla.
Vesiliuos haihdutettiin kiertohaihduttimessa ja j&d&nn8s
kiteytettiin etanoli/vesiseoksesta 10:1.

Saanto: 1 g ; 55 % teoreettisesta; sp. 144-146°C.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd yhdisteiden valmistamiseksi, joilla
on kaava I HOCH,,
l —N-R

\,
hY

\
OH (1)

HO
OH

jossa R on vety tai mahdollisesti hydroksiryhmd&ll&d subs-
tituoitu alempi alkyyli, t unne t t u siitd, ettd glu-
koosi muutetaan sindnsd tunnetulla tavalla l-aminosorbi-

toliksi, jolla on kaava

(IV)

jossa R merkitsee samaa kuin edelld, aminoryhmd suoja-
taan happamissa olosuhteissa lohkaistavissa olevalla
suojaryhmdlld, joka on seuraavassa mikrobiologisessa ha-
petusmenetelmdssd pysyvd, ndin saatu yhdiste hapetetaan
mikrobiologisesti sindnsd tunnetulla tavalla suojatuksi
6-aminosorboosiksi, suojaryhmd poistetaan hapon avulla ja
ndin saatu 6-aminosorboosin suola hydrataan joko eristd-
misen jdlkeen tai yhdessd tybvaiheessa sindnsd tunnetulla
tavalla kaavan I mukaiseksi yhdisteeksi.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd R on vety, metyyli tai hyd-
roksietyyli.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd,
t unnettu siitd, ettd suojaryhmd8 on tert-butoksi-

karbonyyli tai o-nitrosulfenyyli.
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4. Menetelmd yhdisteen valmistamiseksi, jolla on

kaava VII

HO

—NH-R
-OH
(VII)
- OH
F O

§

— OH

jossa R merkitsee samaa kuin patenttivaatimuksissa 1-3,
tunnettu siitd, ettd yhdistettd, jolla on kaava

XII

HO-—

- OH (XII)
-0
—OH

jossa R merkitsee samaa kuin edelld, ja Y on suojaryhmi,

kdsitellddn hapolla,

seen.

joka sopii suojaryhmdn lohkaisemi-
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Patentkrav

1. Férfarande f8r framstdllning av fdreningar med

formeln I HOCH

N“ (1)
H 1

vari R 4r vite eller eventuellt med en hydroxigrupp subs-
tituerad ldgre alkyl, k dnnetec k nat ddrav, att
man 8verfdr glukos pd i och fdr sig kédnt sdtt i l-amino-

sorbitol med formeln IV

—NH-R

- OH

HO— (1V)
- OH
—OH

—OH

vari R har ovan angivna betydelse, skyddar aminogruppen
med en surt avspjdlkbar skyddsgrupp, vilken dr bestdndig
i det anslutna mikrobiologiska oxidationsfdrfarandet, oxi-
derar den sdlunda erhdllna f&reningen mikrobiologiskt pa
i och f8r sig k#nt s&tt till skyddad 6-aminosorbos, av-
spjdlker skyddsgruppen med en syra och hydrerar det sa-
lunda erhallna saltet av 6-aminosorbos antingen efter iso-
lering eller i ett arbetsskede pad i och f8r sig ként satt
till f8reningen med formeln I.

2. F8rfarande enligt patentkravet 1, k & nn e -
t ecknat dirav, att R dr vate, metyl eller hydroxi-
etyl.

3. Fdrfarande enligt patentkravet 1 eller 2, k dn -
netecknat didrav, att skyddsgruppen dr tert-butyl-

oxikarbonyl eller o-nitrosulfenyl.
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4. Forfarande f6r framstdllning av en f8rening med

den allmdnna formeln VII

—NH-R
- OH

HO— (VII)

vari R har den i patentkraven 1-3 angivna betydelsen,

kdnnetecknat didrav, att man behandlar en f8re-

ning med formeln XII

HO —
— OH (XII)

vari R har ovan angivna betydelse och Y betecknar en
skyddsgrupp med en syra, vilken ldmpar sig f&r avspjal-

kande av skyddsgruppen.
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