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(STYKIVONAT
A 2R, 38-izomer (I) altalanos képletii 3-fenil-glici- port - egy racém 3-fenil-glicidilsav-észter 2§, 3R-
dilsav-észterek elGallitisira — a képletben az A gyii- izomerjét az észterkdtés sztereoszelektiv hidroliza-
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A taldiminy tdrgya Of eljards optikailag aktiv
(2R,38)-3-fenil-glicidilsav-észterek eléallitasara.

Az opuikailag aktiv (2R,38)—3—fenil~glicidilsav-
eszierek fontos koztitermékei a koszorGér-tagitd és
2gYed gyOgyaszati hatasi készitmények hatdanya-
giul sxolgdld ditiazem-hidrogén-kiorid szintetikus
elééliitasanak. A korabbiakban az optikailag aktiv
5-fenil-glicidilsav-észterek elé4llitasira egy olyan
eljards volt ismereres, amelyben metil-transz-3-(4-
metoxi-fenil)-glicidatot hidrolizdlnzk a megfelels
karbonsavva, és a karbonsavat optikai rezolvélassal
alakitjak optikailag aktiv aminna, majd ezt észtere-
zik (ezt az eljarast a 13 775/1985 és 13776/1985
szémi vizsgdlat nélkiil k3zzétett japan szabadalmi
lafrdsokbun ismertetik).

A fenti eljards azonban azzal a hatrinnyal jar,
hogy szdmos lépést foglal magéban, ennek ellenére a
kivant optikailag foglal magaban, ennek ellenére a
kivaut cptikailag akiiv metil-transz-3-(4-metoxi-
fenil)-glicidat csak kis tisztasagi olajként nyerhet
ki

Intenziv vizsgalatokat folytattunk ennek a hat-
ranynak a megsziintetésére, és egy olyan el jarast ta-
liltunk, amellyel a kivant optikailag aktiv 3-fenil-
glicidilsav-€szterek azonnal a racém-3-fenil-glici-
dilsav-észterek kristalyos formajaként allithatok
eld.

Kdzelebbroy, a talalmény szerint egy (I) Altalanos
képle:d 2R,3S- és 25.3R-izomerek elegyét tartal-
mazo6 3-feail-glicidilsav-észtert - a képletben az A
gyiri 1-7 szénatomos alkoxicsoporital egyszer-
esen helyettesitett fenilcsoport, és K jelentése 1~7
szenatomos alkilcsoport -

a) egy olyan enziminel reagéltatjuk, am ely ara-
cém 3-fenil-glicidilsav-észter észierkdtésének szte-
reoszelekiiv hidrolizalasara képes, ezaltal a 28,3R-
izomert sztercoszelektiven hidrolizal juk, majd

b) ennek antipodjat elkiilénitjiik és kigydjtjik a
reakcidelegybdl.

Az 1. 4bran a metii-(2R,38)-3-(4-metoxi-fenil)-
gliciddt IR abszorpeids spektrumatinutatjuk be,a 2,
Abran ugyanennek a vegyiiletnek az NMR spektru-
ma szerepel, mig a 3. abran ugyancsak ennek a ve-
gyliletnek a témegspektrumat mutat juk be.

A talilmany szerint racém-3-fenil-glicidilsav-
észterként nemcsak a (28, 3R)izomert ésa (2R, 3S)
izomert azonos mennyiségben tartalmazo elegyek
basmélhaték, hanem barmely olyan elegy, amely
ezeket az optikailag aktivizomereket tartaimazza.

A talalmény szerinti eljirasban enzimként el-
dnybsen hidrolazokhoz tartozé lipazok vagy észte-
razok haszndlhatok. Ezck az enzimek szarmazhat-
nak mikroorganizmusbél vagy Allati vagy ndvényi
sejlekbdl. Heszndlhatunk olyan enzimeket, amelye-
ket ezeket a hidroldzokat tartalmazo mikroorganiz-
mus sejtekbdl, dllati sejtekbdl, vagy névényi se jtek-
b6l ismert mbdon extrahaliunk, vagy hasznalhatunk
kereskedelmi forgalomban kaphato készitménye-
ket is. A taldlmdiny szerinti eljarasban hasznilhatd
enzimek példdjaként emlitjiik a kdvetkezdket: alki-
likus lipdz (Achromobacter eredetii, gyartbja: Waki
Junyaku), lipiz (Chromobacterium viscosum ere-
detd, gyartoja: Toyo Jozo), lipdz B (Pseudomonas
fragi 22-398B eredet, gyartoja: Wako J unyaku), li-
paz v ,Amarc.” 10 (Mucor javanicus eredet, gyar-
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tdja: Amano Seiyaku), XU tipusd lipdz (Rhizopus
arrhizus eredetdl, gyértdja: Sigma, USA), talipiz
(Rhizopus delemar eredetii, gyartja: Tanabe Se-
iyaku), lipdz NK-116 (Rhizopus japonicus eredeti,
gyartdja: Nagase Sangyo), lipaz N (Rhizopus niveus
eredetd, gyartoja: Amano Seiyaku), VII tipust lipdz
(Candida cylindracea eredetd, gyartéja: Sigma,
USA), lipaz (sertés-pankredsz eredetii, gyart6ja:
Waku Junyaku), észterdz (sertés-maj eredett, gyar-
toja: Sigma, USA), koleszterin észterdz (Candida
rugosa eredeti, gyartdja: Nagase Sangyo), sth,

A talilminy szerinti eljarasban felhasznithatd
az elébbi enzimeket termelS mikroorganizmusok
fermentleve, a fenti fermentlébd kigy(ijtott mikro-
organizmus sejtek, valamint a mikroorganizmus
sejtekbSl nyert feldolgozott készitmény is enzim-
forrasként.

A talalmany szerinti eljdrdsban alkalmazhatd
mikroorganizmusok azok, amelyek képesek az el-
6zdekben emlitett hidroldzok termelésére, példul
olyan mikroorganizmusok, mint penészgombak,
baktériumok, éleszt6k és aktinomicetdk. A talal-
many szerinti eljardshoz alkalmazhat6 penészgom-
bak kozott killonosen az Absidia, Aspergillus, Fusa-
rium, Gibberella, Mucor, Neurospora, Trichoder-
ma vagy a Rhizopus nemzetséghez tartozokat, a
baktériumok kéziil az Achromobacter, Alcaligenes,
Bacillus, Bravibacterium, Corynebacteriur, Provi-
dencia, Pseudomonas vagy a Serratia nemzetséghez
tartozokat, és az éleszi 8k koziil a Candida vagy Sac-
charomycopis nemzetséghez tartozokat, az aktino-
micetak koziil a Nocardia nemzetséghez tartozdkat
emlitjiik meg. A fenti nemzetségekbe tartozd mik-
roorganizmusok példiiként hozzuk fe a kévetkezd-
ket: Absidia corymifera IFO 4009 (NRRL 2982),
IFO 4010, Aspergillus ochraceus IFO 4346, Asper-
gillus terreus IFO 6123 (ATCC 10020), Fusarium
oxysporum IFO 5942 és ATCC 659, Fusarium sol-
nai IFO 5232, Gibberella funikuroi IFO 5268, Mu-
cor angulimacrosporus IAM 6149, Mucer circinel-
loides IFO 6746 (ATCC 42258), Mucor flavus IAM
6143, Mucor fragilis IFO 6449, Mucor genevensis
IAM 6091, Mucor globosus IFO 6745, Mucor hie-
malis OUT 1045 és OUT 1047, Mucor janssenii
OUT 4572 ésIFO 5382, Mucor javanicus IFO 4569,
[FO 4570, IFO 4572 és IFO 5382, Mucor lampros-
porus IFO 6337, Mucor petrinsularis IFO 6751,
Mucor plumbeus IAM 6117, Mucor praini IJAM
6120, Mucor pusillus IAM 6122, Mucor racemosus
IFO 4581, Mucor ramannianus IAM 6128, Mucor
recurvus IAM 6129, Mucor silvaticus IFO 6753,
Mucor spinescens IAM 6071, Mucor subtulissimus
1IFO 6338, Neurospora crassa IFO 6068 (ATCC
10336), Rhizopus arrhizus IFO 5780 (ATCC
11145), Rhizopus delemar ATCC 34612, Rhizopus
Jjaponicus IFO 4758, Trichoderma viride OUT 4208
és IFO 4847, Achromobacter cycloclastes IAM
1013, Alcaligenes faecalis OUT 8030 (ACC 106),
Baxillus sphaericus JFO 3525 (ATCC 10208), Bacil-
lus substilis OUT 8104 és OUT 8106, Brevibacteri-
um ketoglutamicum ATCC 15588, Corynebacteri-
um alkanolyticum ATCC 21511, Coryncbacterium
hydrocarboclastum ATCC 15592, Corynebacteri-
um primorioxydans ATCC 31015, Providencia al-
califaciens JMC 1673 (ATCC 9836), Pseudomonas
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mutabilis ATCC 33015, Serratia liquefaciens AT-
CC 27592, Serratia marcescens ATCC 13880, AT-
CC 14764, AZCC 19180, ATCC 21074, AZCC
27117 és ATCC 21212, Candida parapsilosis IFO
05835, Saccharomycopsis lipolytica IFO 0717, IFO
0746 (NRRL Y-1095), IFO 1195, IFO 1209 (NRRL
Y-1094) és IFO 1548, Nocardia asteroides IFO
3384 (ATCC330),IFO 3424 ésIFO 3423, Nocardia
gardneri ATCC 9604 stb. Ezek a mikroorganizmu-
sok lehetnek vad vagy muténs torzsek.

Mind a mikroorganizmusokat tartalmazé fer-
mentlevet, mind magukat a mikroorganizmus sejte-
ket szokdsos médon nyerhetjiik. A mikroorganiz-
must szokisosan alkalmazott tApkbzegben, szénfor-
rast, nitrogénforrést és szokdsosan hasznilt szer-
vetlen sékat tartalmazo tapkdzegben, szobahGmér-
sékleten vagy melegités mellett, elénydsen 20-40 °C
hémérsékleten aerob kériilmények kdzott, pH = 5-8
értéken tenyésztjiik, és kivint esetben a fermentlé-
bél a sejteket ismert modon elkiilonitjiik és gyiijt-
jiik.

A tenyésztés sordn az enzimaktivitast fokozhat-
juk azzal, ha (I) dltalénos képletii 3-fenil-glicidil-
sav-észtert adunk a kdzegbe 0,001 tdmeg/térf% fe-
letti mennyiségben, kiilondsen 0,1-1 tdmeg/térf%
mennyiségben.

A fenti mikroogranizmus sejtekbél nyert feldol-
gozott készitményekként emlithetjiik példaul a lio-
filizalt sejteket, az acetonos széritott sejteket, a sej-
tek onfeltarasaval nyert terméket, a sejtextraktu-
mokat, az 6rolt sejtterméket, a sejtek ultrahangos
kezelésével nyert terméket. A mikroorganizmus
sejtek és ezek feldolgozott termékei tovabb4 ismert
moédon immobilizalhaték a felhasznalas elétt, alkal-
mazhatjuk példaul a poliakrilamid médszert, a kén-
tartalmil poliszacharid gél modszer (karragén gél
mobdszer), az alginsav-gél-modszert, valamint az
agar-gél-modszert.

A talalmény szerinti szteroszelektiv hidrolizildsi
eljarast az enzimek a racém (I) altaldnos képleti 3-
fenil-glicidilsav-észterrel megfeleld olddszerben
vald reagaltatisaval végezziik,

A szubsztrat koncentracidja elénydsen 0,05-20
tomeg/térf.%, még elényGsebben 0,5-5 15-
meg/1érf.%, a reagaltatast célszeriien szobahGmér-
sékleten vagy melegités mellett, elénydsen 10 és
50 "C kozbtt, még elénydsebben 25 és 40 °C kizoit
végezziik. A reagiltatds sordn elényGsen a reakcide-
legy pH értékeét 5 és 10 kizott, elénydsen 6 és 9 ko-
20tt tartjuk. Ebben az esetben, mivel a szubsztratok
nagyobb része nehezen oldédik vizben, elénydsen
kétfazisi oldbszerrendszerben végezziik a reagdlta-
tést, amely rendszer vizbdl vagy vizes oldatbd! és
egy szerves oldészerbdl all. Szerves oldGszerként al-
kalmazhatunk példaul szén-tetrakloridot, kiorofor-
mot, diklér-metént, triklér-etilént, klér-benzolt,
benzolt, toluolt, xilolt, terc-butil-metil-étert, diizo-
propil-étert, dietil-étert, metil-ziobutil-ketont, me-
til-etil-ketont, etil-acetdtot, butil-acetit, n-propil-
alkoholt, izopropil-alkoholt, n-butil-alkoholt, terc-
butil-alkoholt, kiilondsen elényds az etil-acetat, a
szén-tetraklorid és a toluol alkalmazasa. Ha enzim-
forrdsként fermentlevet vagy mikroorganizmus sej-
teket alkalmazunk, a fenti reakcidt célszerien fel-
iiletaktiv szer jelenlétében hajtjuk végre, hogy a re-
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akci6iddt lerdviditsiik és az optikailag aktiv (I) dlta-
lanos képletii 3-fenil-glicidilsav-észter hozamét nd-
veljiik. Feliiletaktiv szerként alkalmazhatunk pél-
daul cetil-piridinium-bromidot, cetil-trimetil-am-
moénium-bromidot, polietilénglikolt, poli{oxi-eti-
1én)-oktil-fenil-étert. A feliiletaktiv szert elénydsen
a reakcibelegy teljes mennyiségére szimitott
0,0001-0,1% mennyiségben alkalmazzuk,

A kapott reakcidelegybdl az optikailag aktiv (I)
altalinos képletli 3-fenil-glicidilsav-észtert ismert
médon kdnnyen elkiildnithetjiik. Péld4ul, ha a hid-
rolizaldsi reakciét kétfazisi viz-szerves olddszer
rendszerben végezziik, az (I) 4ltalanos képletd 3-fe-
nil-glicidilsav-észter egyik optikailag akti vizomer-
je hidrolizal, és a vizes fézisba megy 4t, mig a masik
optikailag aktiv izomer, amelyet a reakcié nem
érint, a szerves oldészerben marad. fgy az optikailag
aktiv 3-fenil-glicidilsav-€észter kristilyos formaban
kinyerheté a szerves olddszeres fizis elkiilonitésé-
vel és beparlasaval.

A taldlmény szerinti eljirassal az optikailag ak-
tiv (I) altaldnos képletil 3-fenil-glicidilsav-észterek
rovid eljarassal és mégis nagy tisztasagh kristalyok
forméjaban el6allithatok, igy ez azeljhrds nagylize-
mi eljardsra elényds. '

A kovetkezd példakban ,, %" megjeldlésen min-
deniitt tdmeg%térfogat%-ot értiink.

1. Példa

500 ml térfogatd razélombikba 50 ml pH = 7,0
értéki, 0,5% gliikozt, 1% peptont, 1% hiskivonatot,
1,25% élesztdkivonatot és 0,5% natrium-kloridot
tartalmazé tapkozeget mériink, majd ezt 120 *Ché-
mérsékleten 10 percig sterilezziik. A tapkdzeget egy
platinakacsnyi Serratia marcescens ATCC 27117-
tel beoltjuk, és a tenyészetést 30 °C hémérsékleten,
20 6ran 4t razatds mellett végezziik. 5,4 liter fenti
tenyészetbdl centrifugélassal kinyert mikroorga-
nizmus sejteket fiziologids NaCl-oldatban szusz-
pendalunk, és a sejteket ismét kicentrifugdljuk. A
kapott sejteket 1,8 liter 10 mmoVliteres, 0,01% ce-
til-trimetil-amménium-bromidot tartalmazé, pH =
7,5-6s foszfatpufferben szuszpendaljuk, majd hoz-
zdadjuk 7,2 g racém metil-3-(4-metoxi-fenil)-glici-
datot tartalmazé 1,8 liter szén-tetrakloridhoz. A
sztereoszelektiv hidrolizist 30 °C hémérsékleten 3
napon 4t végezziik, minek soran a metil-(23, 3R)-3-
(4-metoxi-fenil)-glicidat teljesen hidrolizilt. A
szén-tetrakloridos fazist elkiilonitjiik, majd vaku-
umban bepéroljuk. fgy 3,0 g metil-(2R, 35)-3-(4-
metoxi-fenil)-glicidatot nyeriink nyers kristalyok
formajéban. A 3,0 g nyers kristalyhoz 10 ml izopro-
pil-alkoholt adunk, az elegyet 80 °C hémérsékleten
keverés mellett 20 percig melegitve oldatté alakit-
juk, majd 80 "C-r6l1 20 °C-ra fokozatosan, 3 6ra alatt
hiitjiikk le. Az elegyet ezutdn 1 6rara jéfbe hitjiik, és
a kicsapodott kristalyokat kisziirjiik. Igy 2,9 g kris-
talyos metil-(2R, 38)-3-(4-metoxi-fenil)-gliciddtot
nyeriink.

0.%87—88 °C.

[a]"D:-207,08° (c = 1, metanol)

Tisztasag: 100%

Elemzési eredmények:

szamitott: C% = 63,45, H% = 5,81, 0% = 30,74,

talalt: C% = 63,44, H% = 5,80, 0% = 30,76.

3-
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IR spektrum: lasd az 1. dbran
NMR spektrum; 14sd a 2. 4bran
T6megspektrum: 1asd a 3. 4brdn

2. Példa

Az 1. példaban leirt tipkozeget az I tablazatban
felsorolt baktériumok valamelyikével beoltjuk, és
30 *Chémérsékleten 20 6ran at tenyésztjiik. A mik-
roorganizmus sejteket 45 ml fenti tapkdzegbdl
centrifugdlassal kigyjtjiik, fiziolégiis NaCl-oldat-
ban szuszpendaljuk, majd ismét centrifugdljuk. A
sejteket 15 ml 10 mméliteres, 0,01% cetil-trime-
til-amménium-bromidot tartalmazé, pH = 7,5-8s
foszfatpufferben szuszpendiljuk, majd hozzdadjuk
60 mg racém metil-3-(4-metoxi-fenil)-glicidatot
tartalmaz6 15 ml szén-tetrakloridhoz. A sztereo-
sZelektiv hidrolizist 30 *C hmérsékleten 3 napig vé-
gezziik. A reagéltatast kivetSen a szén-tetraklori-
dos fazist elkiilonitjiik, és a metil-(2R, 35)-3-(4-me-
toxi-fenil)-glicidatot kinyerjiik. Ennek az izomer-
nek a mennyiségét az L. tablazatban bemutatjuk. Az
elkiilonitett szerves fazisban 1ényegében nem taldl-
tunk (2S, 3R)-izomert.

A fenti optikai izomer mennyiségi meghatdrozi-
sat nagynyomasi folyadékkromatografids eljaris-
sal végeztiik, kiralis OJ ® sejten, 4,6 x 250 mmm-es
oszlopon (gyartd: Dicel Kagaku Kogyo K K.).

A meghatdrozis koriilményei a kovetkezdk:

Az oszlop hémérséklete: 40 °C

Oldészer: n-hex4n és izopropil-alkohol 9:1 aré-
nyd elegye

Aramlési sebesség: 1,0 ml/perc

Detektdlas: 254 mm (a detektalhatosag hatéra:
10 mg) ‘

A kapott metil-2R,3S-3~(4-metoxi-fenil)-glici-
dat kromatogramjét a 4. bran mutatjuk be. Ossze-
hasonlitdsul az 5. dbrin bemutatjuk a racém metil-
3-(4-metoxi-fenil)-glicidt kromatogramjat.

I Tdbldzar
Alkalmazott mikroorganizmus (2R,3D) izo-
mer tartalom
(mg/ml Cl4)
Achromobacter cycloclastes IAM 1013 0,8
Alcaligenes faecalisOUT 8030 0,7
Bacillus sphaericus IFO 3525 0,7
Bacillus subtilis OUT 8104 0.8
Brevibacterium ketoglutamicum
ATCC 15588 0,7
Corynebacterium alkanolyticum
ATCC21511 1,8
Corynebacterium primorioxidans
ATCC31015 1,8
Providencia alcalifaciens JCM 1673 1,8
Pseudomonas mytabilis ATCC 31014 1,8
Pseudomonas putida ATCC 17453 1,8
Serratia liquefaciens ATCC 27592 1,6
Serratia marcescens ATCC 27117 1.8

3. Példa
500 ml térfogatd rdzélombikba 50 ml pH = 6,2-
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es, 1% gliikozt, 0,5% peptont, 0,3% malata-kivona-
tot tartalmazé tdpkozeget mériink, és 120 °C hé-
mérsékleten 10 percigsterilezziik. A tdpkézegeta IL.
tablazatban felsorolt tenyészgombak vagy éleszték
valamelyikének egy platinakacsnyi mennyiségével
beoltjuk, és penészgomba alkalmazisa esetén 27 °C
hémérsékleten 68 6ran at végzett razatissal, éleszté
esetén 27 °C-on 20 6rdn at végzett razatassal végez-
ziik a tenyésztést. A fenti fermentlé 45 ml-éhez
60 mg racém metil-3-(4-metoxi-fenil)-glicidatot
tartalmaz6 15 mlszén-tetrakloridot adunk, majd az
elegyhez hozzaadunk még az elegy mennyiségére
szamitott 0,001% cetil-trimetil-ammoénium-bromi-
dot, és 30 ‘Chémérsékleten 3 napig végezziik a szte-
reoszelektiv hidrolizist. A reagéltatas befejezése
utén a szén-tetrakloridos fazist elkiilonitjiik, hogy a
metil-(2R, 38)-3-(4-metoxi-fenil)-glicidat tartalmd
elegyét nyerjiik. A szén-tetrakloridos fdzisban a
(2R, 33) izomer mennyisége a II. tabldzatban meg-
adott, (2§, 3R) izomer, azaz az antipdd, lényegében
nincs a reakcibelegyben.

A termék kromatogramja a metil-(2R,3S)-3~(4-
metoxi-fenil)-glicidat izomernek megfeleld csticsot
mutat, amelynek retencids ideje azonos a 2. példa
szerint nyert termékével.

II. Tdbldzar

Alkalmazott mikroorganizmus (2R,3S) izomer
tartalom

(mg/ml CCls)

Absidia corymbifera IFO 4010 0.8
Asperigillus ochraceus IFO 4346 0.8
Asperigillus terreus IFO 6123 1,3
Fusarium oxysporum IFO 5942 0.8
Fusarium solani IFQ 5232 0,7
Gibberella fujikuroi IFO 5268 0,8
Mucor globosus, IFO 6745 1,8
Mucor lamprosporus IFO 6337 1.8
Mucor silvaticus IFO 6753 1,8
Neurospora crassa IFO 6068 0,7
Rhizopus arrhizus IFO 5780 1,8
Rhizopus japonicus IFO 4758 1.8
Trichoderma viride OUT 4208 0,7
Candida parapsilosis IFO 0585 0.8
Saccharomycopsis lipolyctica IFO 0717 1,8

4. Példa

500 mt térfogatl razélombikba 50 ml pH = 7,3-
as, 0,4% gliikozt, 0,4% éleszté-kivonatot és 1,0%
maldta-extraktumot tartalmazd tapkdzeget mé-
riink, és 120 "Chémérsékleten 10 percig sterilezziik.
A tapkozeget a III. tablazatban felsoroit aktionicé-
tdk valamelyikébdl egy platina kacsnyi mennyiség-
gel beoltjuk, és a tenyésztést razatas mellett 27 °C
bémeérsékleten 68 6ran atfolytatjuk. 45 mifentifer-
mentléhez 15 mi 60 mg racém metil-3-(4-metoxi-
fenil)-glicidat-tartalmd szén-tetrakloridot adunk,
majd az elegyhez hozzdadunk az elegy mennyiségé-
re szamitott 0,001% cetil-trimetil-ammonium-bro-
midot, és a sztereoszelektiv hidrolizist 30 ‘C h8mér-
sékleten 3 napon t folytatjuk. Ezt kisvetGen a metil-

4.
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(2R, 35)-3-(4-metoxi-fenil)-glicidat tartalmd reak-
cibelegy kinyerésére a szén-tetrakloridos fazist el-
kiil6nitjiik. A szén-tetrakloridos fazis (2R, 3S)-izo-
mer tartalmit a III. tablizatban mutatjuk be, az

5. Példa

A1V, tablazatban felsorolt lipdzok és észterdzok
mindegyikét 1 ml 10 mmélliteres foszfatpufferben
felszuszpendaljuk, pH-jukat az adott enzim opti-

elegy lényegében nem tartalmaz (28, 3R)-izomert. 5 mumara allitjuk, majd mindegyikéhez hozzdadunk
A termék kromatogramja metil-(2R, 3S)-3-(4- 4 mg racém-metil-3-(4-metoxi-fenil)-glicidatot
metoxi-fenil)-glicidat csficsot mutat, amelynek re- tartalmazd 1 ml szén-tetrakloridot, és sztereosze-
tencids ideje azonos a 2. példa termékével. lektiv hidrolizist végziink 30 "C hémérsékleten 2 na-
pon at. Ezt kivetden a szén-tetrakloridos fazisokat
III. Tdbldzat 10 elkiilonitjiik a metil-(2R, 35)-3-(4-metoxi-fenil)-
glicidat tartalmda elegy kinyerésére, a (2R, 38)-izo-
mer tartalmat a IV. tdbldzatban ismertetjiik. A
Alkalmazott mikroorganizmus (2R, 3S)izo- szén-tetrakloridos fazis lényegében nem tartalmaz
mer tartalom (25, 3R)-izomert. A termék kromatogramja metil-
(mg/ml CCla) 15 2-(2R,38)-3-(4-metoxi-fenil)-glicidat csicsot mu-
tat, amelynek retenciés ideje azonos a 2. példa sze-
Nocardia asteroides IFO 3384 1,3 rintnyert termékével.
Nocardia gardneri ATCC 9604 0,8
IV. Tdbldzat
Alkalmazott enzim (2R, 38) izomer
(100 egység) tartalom (mg/ml CCla)
Alkilikus (Achromobacter eredetii,
lipaz gyart6: Wako Junkyaku) 0,7
Lipaz (Chromobacterium viscosum eredeti,
gyarté: Toyo Jozo) 0.7
LipazB (Pseudomonas flagi 22-39B eredeti,
gyart6; Wako Junyaku) 0,7
LipazM (Mucor javanicus eredetii,
”Amano” 10 gydrtd: Amano Seiyaku) 1,6
Lipaz XI (Rhizopus arrhizus eredeti,
tipus gyartd: Sigma, USA) 1,8
Talipaz (Rhizopus delemar eredeti,
gyért6: Tanabe Seiyaku) 1.8
Lipaz (Rhizopus japonicus eredetii,
NK-116 gyart6: Nagase Sangyo) 1.8
Lipaz (Rhizopus nibius eredet,
gyért6: Nagase Sangyo) 1,8
Lipaz VII (Candide cylindracia eredetii,
tipus gyart6: Sigma) L6
Lipéaz (Sertés-pankredsz eredeti,
‘ gyért6: Wako Junyaku) 0,7
Eszteraz (Sertés-méj eredetd,
gyérté: Sigma, USA) 0,7
Koleszterin (Candida rugosa eredet,
észterdz gyarto: Nagase Sangyo) 1,6
6. Példa metil-(ZR, 38)-3-(4-metoxi-fenil)-glicidat-tartal-

Az V. tiblazatban felsorolt lipdz enzimek mind-
egyikébdl 10 mg-ot 1 ml 100 mmélliteres foszfét-
pufferben szuszpendélunk, a szuszpenzi6 pH-jit az
enzim optimumdra allitjuk, majd mindegyikhez
hozzaadunk 4 mg racém metil-3-(4-metoxi-fenil)-
glicidatot tartalmazé 1 ml szén-tetrakloridot, A
sztereoszelektiv hidrolizist 30 °C hémérsékleten 1
napon at végezziik. A reagaltatis befejezése utan a

55

mii elegy kinyerésére a szén-tetrakloridos fazist el-
kiilonitjiik. A szén-tetrakloridos fazis (2R, 3S)-izo-
mer tartalmat az V. tdbldzatban mutatjuk be, az
elegy lényegében nem tartalmaz (28, 3R)-izomert.
A termék kromatogramja metil-(2R, 2S)-3-(4-me-
toxi-fenil)-glicidat csiicsot mutat, amelynek reten-
cibésidejeazonosa 2. példaszerintnyert termékével.

5.
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V. Tdbldzat
Alkalmazott enzim (2R, 38) izomer
(10 mg/ml) (tartalom (mg/ml CCl4)
Palatiz A (Aspergillus niger eredetd, 1,2
gyértd: Novo)
Lipaz AY (Candida cylindracea eredetu,
gyartd: Amano Seiyaku) 1,3
Lipaz (Candida cylindracea eredeti,
OF-360 gyartd: Meito Sangyo) 1,8
LipazCE (Humicola lannginosa eredetd,
gyart6: Amano Seiyaku) 1.2
PalatazM (Mucor miehei eredetd,
gyart6: Novo) 1,7
LipazP (Pseudomonas fluorescens eredetii,
gyart6: Amano Seiyaku) L6
LipazCES (Pseudomonas sp eredetii,
gyartd: Amano Seiyaku) 1,7
Lipaz'YS (Pseudomonas sp eredet,
gyart6: Amano Seiyaku) 13
Lipaz (Rhizopus chinensis eredett,
gyértd: Yukijirushi) 1,2
Lipaz (Sa- (Rhizopus japonicus eredetd,
iken) 100 gyart6: Nagase Sangyo) 1.8
LipazP (Rhizopus javanicus eredetl,
gyartd: Amano Seiyaku) 1,2
LipazB (Pseudomonas frag:22-39B eredetd,
gyart6: Wako Junyaku) 1,2
LipazLP (Chromobacterium viscosum eredetf,
gyartd: Toyo Jozo) 0,7
LipizM (Mucor javanicus eredetd,
gyart6: Amano Seiyaku) 1,7
Talipaz . (Rhizopus delemar eredet, :
gyart6: Tanabe Seiyaku) 1,6
LipazN (Rhizopus niveus eredeti,
gyart6: Amano Seiyaku) 1,6
7. Példa 40 SZABADALMI IGENYPONTOK
500 m1 0,5 mlliteres pH = 7,5-s, 5 g/liter lipaz 1. Eljaras az (I) ltaldnos képleti 3-fenil-glicidil-
OF-360-at (Candida cylindracea eredetii, gyarto: sav-szterek 2R, 3S-aktiv izomerjeinek eldallitasa-
Meito Sangyo) tartalmazé foszfat-pufferbe 100 g ra - a képletben az A gyiirii 1-7 szénatomos alkoxi-
racém metil-3-(4-metoxi-fenil)-glicidatot tartal- 45 csoporttal egyszeresen helyettesitett fenilcsoport,
maz6 500 ml toluolt adunk, a vizes fazist és a toluo- R jelentése 1-7 szénatomos alkilcsoport ~, azzal
los fazist 600 fordulat/perc sebességgel keverve ele- Jellemezve, hogy
gyitjiik, hogy a sztereoszelektiv hidrolizis lejit- iyegy (I) Altaldnos képletii 2R, 3S- és 28, 3R-izo-
szodjon. merek elegyét tartalmaz6 racém 3-fenil-glicidilsav-
Acreagiltatast 6 6ran it folytatjuk, majdatoluo- 50  észtert olyan enzimmel reagaltatunk, amely az ész-
los fézist elkiilonitjiik, és vakuumban beparoljuk. terkGtések sztereoszelektiv hidrolizdlasara képes,
igy 42,5 g metil-(2R, 38)-3-(4-metoxi-fenil)-glici- ezzel 28, 3R-izomert sztereoszelektiven hidrolizal-
datot nyeriink nyers kristalyok formé jiban. juk, és
A 42,5g nyerskristalyhoz 140 ml izopropil-alko- ii) a 2R, 3S-izomert elkiilonitjiik és kigyijtjiik a
holt adunk, az elegyet 80 ‘C hémérsékleten 20 per- 55  reakcidelegybil.
ces keveréssel oldjuk, majd fokozatosan, 3 6ra alatt 2. Az 1. igénypont szerinti eljiras, azzal jelle-
80 °C-r61 20 °C-ra hiitjiik, ezutan 1 6rara jégbe hiit- mezve, hogy észterdz vagy lipaz enzimet alkalma-
jiik, és a kicsapodott kristalyokat kisziirjiik. gy zunk.
40,2 gkristalyos metil-(2R, 38)-3-(4-metoxi-fenil)- 3. Az 1. igénypont szerinti eljiras 1-7 szénato-
glicidatot nyeriink, 60 mos alkil-(2R, 3S)-3-(4-metoxi-fenil)-glicidat el6-
Op,; 87-88 °C allitisdra,azzal jellemezve, hogy megfelel§kiindu-
[0]*D=-206,4°(c =1, metanol) lasi anyagot és enzimet alkalmazunk.
Tisztasag: 99%. 4, Az 1.igénypont szerinti el jaras metil-(2R, 35)-
3-(4-metoxi-fenil)-glicidt elGallitasdra, azzal jel-
65  lemezve, hogy megfelelgkiindulasianyagot és enzi-

e
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met alkalmazunk,

S. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy a sztereoszelektiv hidrolizist az enzim-
nek és a 2R, 38- és 28, 3R-izomereket tartalmazé
racém-3-fenil-glicidilsav-észternek  oldészerben
val6 reagiltatisaval végezziik.

6.A 2.igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy enzimforrisként az adott enzimet termel
mikroorganizmus tenyészetét, a tenyészetbdl ki-
gytijtétt mikroorganizmus sejteket vagy ezekbél
feldolgozott terméket alkalmazunk.

7. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy az Absidia, Aspergillus, Fusarium,
Gibberella, Mucor, Neurospora, Rhizopus, Tricho-
derma, Achromobacter, Alcaligenes, Bacillus, Bre-
vibacterium, Corynebacterium, Providencia, Pseu-
domonas, Serratia, Candida, Saccharomycopsis
vagy a Nocardia nemzetséghez tartozé mikroogra-

10

15

12

nizmust alkalmazunk.

8. Az 5. igénypont szerinti eljiras, azzal jelle-
mezve, hogy 0,05-20 témeg/térf% szubsztrat kon-
centrici6t alkalmazunk.

9. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy a reagaltatast vizbGl vagy vizes oldatbol
és szerves oldoszerbdl all6 kétfazisi olddszerrend-
szerben hajtjuk végre.

10. A 9. igénypont szerinti eljiras, azzal jelle-
mezve, hogy szerves olddszerként szén-tetraklori-
dot, kloroformot, diklér-metéint, triklor-etilént,
klér-benzolt, benzolt, toluolt, xilolt, terc-butil-me-
til-étert, diizopropil-étert, dietil-étert, metil-izobu-
til-ketont, metil-etil-ketont, etil-acettot, butil-
acetdtot, n-propil-alkoholt, izopropil-alkoholt, n-
butil-alkoholt vagy terc-butil-alkoholt alkalma-
zunk, :

7-
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