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Menetelm& S-2,2-R;,R,-1,3-dioksolaani-4-metanolin valmis-
tamiseksi

Tdmédn keksinndén kohteena on menetelm3 2,2-R1,R2—1,3—diok—
solaani-4-metanolin valmistamiseksi, joka koostuu p&dd-
asiassa tai olennaisesti kokonaan S-isomeerista.

S-2,2-Ry,Ry-1,3-dioksolaani-4-metanoli on tdrked l&ht8aine
maanviljelys~ ja farmaseuttisten tuotteiden valmistamisek-
si [ks. esim. J. Jurczak et al., Tetrahedron, Vol. 42, n:o
2, S. 447 ~ 488 (1986)].

Viime vuosina $-2,2-R;,R,-1,3-dicksolaani-4-metanolista on
tullut mielenkiintoinen t&rke&n¥ l8htéyhdisteens useiden
biologisesti aktiivisten tuotteiden valmistamiseksi ja
etenkin kiraalisten l&&#keaineiden valmistamiseksi. Kiraa-
listen 1&htBaineiden kdyttd biologisesti aktiivisten tuot-
teiden valmistamiseksi optisesti puhtaassa muodossa on
edullista, koska se mahdollistaa synteettisten teiden tar-
kan suunnittelun ja tehokkaan toteutuksen. $-2,2-R;,Ry-
1,3-dioksolaani-4-metanoli on erds t&rked esimerkki Cj3-
syntonista ja sitd kdytetdsn l1&htdyhdisteeni useiden mui-
den Cy-syntonien valmistamiseksi, joita kdytetssn laajalti
kiraalisena rakennuslohkona orgaanisessa synteesissd. Esi-
merkiksi S-2,2-Ry,Ry-1,3-dioksolaani-4-metanolia voidaan
kdytt88 muiden kiraalisten syntonien, monosakkaridien,
niiden johdannaisten ja muiden polyhydroksyylijirjestel-
mien ja kompleksisemman rakenteen omaavien biologisesti
aktiivisten tuotteiden synteesisséi.

Téstd syystd on edelleen olemassa suuri tarve menetelmis-
td, jota voildaan k8ytt#8 teollisuusmittakaavassa ja joka
tuottaa taloudellisesti kannattavia saantoja, 2,2-Ry,Ry-
1,3-dioksolaani-4-metanolin S-stereoisomeerin valmistami-
seksi stereoselektiivisesti. T8m4 keksint® saa aikaan t&l-

laisen menetelmén. On todettu, ett4 S-isomeerin stereose-



lektiivinen valmistus voidaan suorittaa edullisesti kdyt-
t&md)l18 mikro-organismeja tai niist¥ muodostettuja ainei-
ta. Edelleen on todettu, etti 2,2—R1,R2—l,3—dioksolaani—
4-metanolin R-stereoisomeeri voidaan muuntaa edullisesti
S-2,2-Ry,Ry-1,3-dioksolaani-4-karboksyylihapoksi kdytt&-
m&lld mikro-organismeja tai niist8 muodostettuja aineita.

Eurooppalaisessa patenttihakemuksessa EP-A-0244912 on esi-
tetty menetelmd 2,2~R1,R2~1,3~dioksolaéﬁiF4-metanol;g#g:ww
isomeerin valmistamiseksi l&htem8ll¥ rasemaatista. T&m&n
.gﬁfboppalaisen patenttihakemuksen mukaisesti S-isomeeri
hapetetaan sen vastaavaksi hapoksi. (R)-isomeerin hapetuk-
sessa kdytetty entsyymijdrjestelmd on tdysin erilainen
kuin (S)-isomeerin hapetuksessa kdytetty jérjestelms.
Yleensd yhdisteen (R)- ja (S)-enantiomeeri kdyttéytyvat
kahtena erilaisena substraattina entsymaattisissa muun-
noissa.

Tdmd keksintd saa aikaan S-isomeeri-rikkaan 2,2-R;,R,5-1,3-
dioksolaani-4-metanolin valmistamiseksi, jossa R; ja R,
merkitsevét toisistaan riippumatta vetyd tai alkyyliryh-
md&, joka on mahdollisesti substituoitu tai haarautunut,
tai jossa R; ja R, muodostavat yhdessd hiiliatomin kanssa,
johon ne ovat kiinnittyneet, karbosyklisen renkaan, joka
on mahdollisesti substituoitu, miss& menetelmdssd R- ja S-
2,2-Ry,Ry-1,3-dioksolaani-4-metanolin seos alistetaan mik-
ro-organismin tai siitd muodostetun aineen vaikutukselle,
joka pystyy Kuluttamaan stereoselektiivisesti R-2,2-R;,Ry-
1,3-diocksolaani-4-metanolia, sellaisen aikajakson ajaksi,
ettd seoksen R-2,2-R;,R,-1,3-dioksolaani-4-metanolia kulu-
tetaan S-isomeeri-rikkaan 2,2-Ry,Ry-1,3-dioksolaani-4-me-
tanolin tuottamiseksi. "S-isomeeri-rikas" merkitsee sitd,
ettd l4snd on enemm&n kuin raseeminen m&&rd S-isomeerid.
Sopivasti v8hint&dsn 50 paino-% 5—2,2—R1,R2—1,3—dioksolaa—
ni-4-metanolia kulutetaan, jolloin saadaan S-isomeeri-ri-
kas tai olennaisesti puhtaasta S-isomeeristd koostuva



2,2—R1,R2—l,3—dioksolaani—4—metanoli. "Olennaisesti puh-
das" merkitsee sit8, ett8 R-isomeeri on kulutettu sellai-
sessa mddrin, ettd S-isomeeri on 100%:isesti puhdas koe-
virheen puitteissa. S-isomeeri-rikas 2,2—R1,R2—1,3—diokso~
laani-4~metanoli voidaan ainakin osittain eristd4 ja/tai
kdyttdd lshtSaineena muiden optisesti aktiivisten yhdis-
teiden valmistamiseksi. Edullisesti R, ja R, merkitsevat
kumpikin alkyyliryhm&#8, jossa on v&hemm&n kuin 6 hiiliato-
mia, tai ne muodostavat karboksyklisen renkaan, jossa on
vdhemmén kuin 8 hiiliatomia. Edullisesti R; ja R, ovat
identtisi&. T&118 tavalla yhdisteisiin ei muodostu ylimdd&-
rdistd asymmetriaa. Etenkin R; ja R, merkitsevdt kumpikin
1 - 3 hiiliatomia sisdlt&v84 alkyyliryhm&88 ja ne muodosta-
vat yhdess3d hiiliatomin kanssa, johon ne ovat kiinnitty-
neet, 5 tai 6 hiiliatomia sis#lt&vé8n karbosyklisen ren-
kaan.

Kuten edelld esitettiin, 2,2-R;,R,-1,3-dioksolaani-4-meta-
nolin R~ ja S-isomeerien seos voidaan muuntaa S-isomeeri-
rikkaaksi 2,2-R;,R,-1,3-dioksolaani-4-metanoliksi. T&11l4
tavalla ainoastaan osa seoksesta voidaan k&ytt&d¥ muissa
reaktioissa, esimerkiksi l&hdettdessd 50 paino-%:n R- ja
50 paino-%:n S-seoksesta ainoastaan puolet 2,2-R;,Rp-1,3-
dioksolaani-4-metanolista on k#ytettdviss8 k8yttdkelpoi-
sella tavalla. Keksinndn erd#n suoritusmuodon mukaisesti
3—2,2—R1,R2—1,3—dioksolaani—4—metanoli muunnetaan edulli-
sesti S-2,2-R;,Ry-1,3-dicksolaani-4-karboksyylihapoksi.

T&l1l4 tavalla ei ainoastaan S-isomeeri-rikkaan 2,2-R;,R,-
1,3-dioksolaani-4-metanolin valmistus ole mahdollista,
vaan samanaikaisesti voidaan saada S-isomeeri-rikas 2,2-
Ry ,R,5-1,3-dioksolaani-4-karboksyylihappo. T&11l& tavalla
voidaan kdyttdd olennaisesti R- samoin kuin S-2,2-R;,Ry-
1,3-dioksolaani-4-metanoli. S-isomeeri-rikasta 2,2-R;,R,-
1,3-dioksolaani-4-karboksyylihappoa voidaan k#yttd4 18hts-
yhdisteend useiden biologisesti aktiivisten tuotteiden



valmistamiseksi tai se voidaan muuntaa R-isomeeri-rikkaak-
si 2,2—R1,R2-1,3—dioksolaani—4—metanoliksi, joka on samoin
td8rked l&ht8yhdiste.

K8sitteell8 "mikro-organismit, jotka pystyvdt stereoselek-
tiivisen kulutukseen" tarkoitetaan esimerkiksi bakteerei-
ta, hiivoja, sienid. Edullisesti kdytetd&n hiivoja ja sie-
nid ja etenkin voidaan k&8yttd3 mikro-organismeja, jotka
kuuluvat sukuihin Absidia, Branhamella, Graphium, Tricho-

sporon tai Arthrobacter.

Ndmd mikro-organismit valitaan niiden kyvyn mukaisesti ku-
Juttaa stereoselektiivisesti R-2,2-Ry ,Ry-1,3-dioksolaani-
4-metanolia. Yleens# mikro-organismit voivat olla sellai-
sia, '

a. joita on esitetty kirjallisuudessa organismeina, jotka
pystyvdt hapettamaan yhdisteitsd, jotka ovat muita kuin
tutkittavat yhdisteet,

b. jotka kuuluvat samaan lajiin kuin kohdassa a. on esi-
tetty, mutta jotka ovat eri kantakokoelmasta ja on eris-
tetty eri l&hteests,

c. kuuluvat samaan sukuun kuin kohdassa a. esitetyt, mutta
joista ei vield tiedetd, ett# ne voivat hapettaa,

d. joiden on osoitettu pystyvin kasvamaan substraateilla,
jotka tarvitsevat ensimm&isen hapetus- tai hydroksylointi-
vaiheen n&diden substraattien hajotuksessa.

Keksinndn erddssd suoritusmuodossa mikro-organismit, jotka
pystyvdt kuluttamaan stereoselektiivisesti R-2,2-Ry,Ry-
1,3-dioksolaani-4-metanolia, voidaan valita kdytt&m&lls R-
2,2~dimetyyli-1,3~dioksolaani-4-metanolia C-l8hteens sopi-
vassa alustassa.

Useita luonnollisista l18hteistd, etenkin maandytteistd
eristettyj8 mikro-organismeja valittiin yll& esitetyn ana-
lyysimenetelm&n mukaisesti ja alistettaessa ne muihin tes-



teihin, kuten on esitetty my8hemmin, ne osoittivat kykynsa
hapettaa stereoselektiivisesti R-2,2-R;,Ry-1,3-dioksolaa-

ni-4-metanolia.

Mikro-organismit voidaan erist83 erilaisista ympdrist8is-
t4, esim.

- 8ljyvuodoista,

- alueilta, jotka ovat saastuneet orgaanisilla kemialli-
silla yhdisteilld,

- vahamaisilta alueilta, kuten esim. kasvien pinnoilta,

- lahoavasta luonnollisesta orgaanisesta aineesta,

- luonnollisista ympérist8istd, joissa tutkittava yhdiste
(tai l&heinen yhdiste) voi esiintya.

Samoin k&sitteeseen "mikro-organismit, jotka pystyv&t ste-
reoselektiiviseen kulutukseen" kuuluvat mikro-organismit,
jotka ovat muuttuneet kykeneviksi kuluttamaan R-2,2-R;,Ry-
1,3-dioksolaani-4-metanolia sis8llytt&m&118 niihin uusi

geneettinen aine.

Témd voidaan suorittaa siirt&8m&ll¥ kloonattu geeni, joka
koodaa polypeptidin, joka vastaa stereoselektiivisestd ku-
lutuksesta, entsyymin, jostakin analysoidusta mikro-orga-
nismista toiseen mikro-organismiin, etenkin Escherichia

coliin.

Toiset mikro-organismit voivat kuulua sukuihin Saccharomy-
ces, Kluyveromyces, Bacillus, Nocardia, Rhodococcus,

Escherichia tai Corynebacterium. Kloonatut geenit voidaan

valita niiden kyvyn perusteella koodata entsyymi, joka
pystyy kuluttamaan 3—2,2—R1,R2—1,3—dioksolaani—4—metanolia
$-2,2-R,,R,-1,3-dioksolaani-4-metanolin eduksi. vaihtoeh-
toisesti ne voidaan valita ristihybridisoimalla jo valitun
geenin kanssa, joka pystyy koodaamaan entsyymin stereose-
lektiivistd kulutusta varten.



Mikro-organismit voivat olla edullisesti immobilisoituja,
esimerkiksi polymeerigeelille. T&md voidaan suorittaa kas-
vavilla soluilla, ei-kasvavilla soluilla ja/tai tapetuilla
soluilla, vaihtoehtoisesti sopivilla niistd muodostetuilla
entsyymeilld, jotka voidaan puhdistaa m8drdtyssé m#drin,
jos tarvitaan suurempaa spesifistd aktiivisuutta.

Siten kdsite "mikro-organismit tai niistd muodostetut ai-
neet" tarkoittaa mikro-organismeja kasvavassa tilassa, ei-
kasvavassa tilassa tail tapettuina, niist8 saatuja uuttei-
ta, jotka on mahdollisesti konsentroitu tai puhdistettu.
Esimerkiksi voidaan k&8ytt#4 entsyymej&, mahdollisesti yh-
dessd esimerkiksi keinotekoisten tai luonnollisten ko-fak-
toreiden kanssa. Voidaan kdyttdi ei fermentatiivisesti ak-
tiivisia soluja 3—2,2-R1,R2-1,3—dioksolaani—4—metanolin
kulutukseen. On todettu, ettd entsyymit, jotka on muodos-
tettu soluista tai tapetuista soluista, voivat kuluttaa R-
isomeerid sopivissa olosuhteissa. Mikro-organismeja tai
niistd muodostettuja aineita voidaan k&ytt&dd useita kerto-
ja ja ne ovat aktiivisia vdhint#&n 2 viikkoa. Jopa ilman
ko-substraattia (esimerkiksi glukoosia) mikro-organismit
voivat pysyd aktiivisina. 2,2-R;,R,-1,3~dioksolaani-4-me-
tanolin S-isomeeri-rikastus voi tapahtua sopivassa pusku-~
rissa (esimerkiksi 3-(N-morfolino)propaani-sulfonihapossa,
tris(hydroksimetyyli)aminometaanissa tai kaliumfosfaatis-
sa) samoin kuin fysiologisissa suoloissa. Varastoinnin
jdlkeen indusoitujen solujen on todettu pystyv#in suoraan

S-isomeeri-rikastukseen.

Etenkin mikro-organismit 5—2,2—Rl,R2—1,3—dioksolaani—4—
metanolin kuluttamiseksi voivat olla Absidia glaucan (t&-

mdn lajin ndyte on talletettu CBS-talletusnumerolla
306.89), Branhamella catarrhalisin (t&m&n lajin néyte on

talletettu CBS-talletusnumerolla 307.89) tai Graphinum pe-
nicillioidesin (t&m&n lajin ndyte on talletettu CBS-
talletusnumerolla 318.72), Trichosporon adeninovoransin




(t8mdn lajin ndyte on talletettu CBS- talletusnumerolla
.8244) tai Bacterium F-7:n (tamén lajln ndyte on talletettu
CBS- talletusnumerolla 238.90). Viljelmd Bacterium F-7 on
todennakﬁlsestl suvun Arthrobacter tai Actinomycetes laji.

T8m8n keksinn®dn mukaisesti valmistettua $-2,2-Ry ,R,-1,3-
dioksolaani-4-metanolia voidaan kdyttdd ldhtbaineena mui-
den optisesti aktiivisten yhdisteiden valmistamiseksi.
Er8s tdrked mahdollisuus on kiraalisten l8&keaineiden val-
mistus.

Alan ammattihenkilSlle lienee selvdd, ettd voidaan k&yttsa
mitd tahansa sopivaa menetelmdd S- ja 5—2,2~R1,R2—1,3—di—
oksolaani-4-metanolin muuntamiseksi toisiksi optisesti ak-
tiivisiksi yhdisteiksi.

Esimerkit, jotka havainnollistavat S- ja 5—2,2—R1,R2—l,3—
dioksolaani-4-metanolin k#yttdd optisesti aktiivisten yh-
disteiden valmistamiseksi, ovat tunnettuja esimerkiksi
julkaisusta J. Jurczak et al., Tetrahedron report number
195, Tetrahedron 42 (1986), s. 447 - 488 ja Janssen Chimi-
can (Belgia) julkaisusta the Technical Information Bulle-
tin 225, syyskuu 1983.

Optisesti aktiivisia yhdisteitd voidaan kdytt8&8 farmaseut-

tisissa tai maanviljelystuotteissa.

Tdmdn keksinnén menetelmén erddn edullisen suoritusmuodon
mukaisesti mikro-organismia, joka pystyy kuluttamaan ste-
reoselektiivisesti E—Z,Z—Rl,Rz—l,3—dioksolaani—4—metano—
lia, viljelld&n n. 0,5 - 10 p8iv8n ajan, minkd j&lkeen
mikro-organismin solut suspendoidaan nestemiiseen ravinto-
alustaan ja R- ja §m2,2~R1,R2—1,3-dioksolaani-4-metanolin
seos alistetaan solujen vaikutukselle.

Y114 esitetyn, n. 0,5 - 10 p4iv8& kestdvén viljelyn j&1-
keen solut voidaan erist33 viljelyalustasta ennen solujen
suspendoimista nestemsiseen ravintoalustaan.



Mikro~organismien kasvattamiseksi, joita k&dytetddn R-2,2-
R;.,Ry-1,3~dicksolaani-4-metanolin kuluttamiseksi stereose-
lektiivisesti, voidaan k8ytt#d8 tavanomaisia viljelyalusto-
ja, jotka sis8lt&dvit assimiloituvan hiilil&hteen (esim.
glukoosi, laktaatti, sakkaroosi jne.), assimiloituvan typ-
pil&hteen (esim. ammoniumsulfaatti, ammoniumnitraatti, am-
moniumkloridi jne.), orgaanisen ravintol8hteen (esimerkiksi
hiivauute, mallasuute, peptoni, lihauute jne.) ja ep¥or-
gaanisen ravintol&hteen kanssa (esimerkiksi fosfaatti,
magnesium, kalium, sinkki, rauta ja muita metalleja pieni-
nd midrind).

Er8s toinen edullinen viljelyalusta on ¥YPD-alusta, joka on
mahdollisesti rikastettu yhdelld tai useammalla aineella.
Voidaan k#ytt83 YPD-alustaa, joka sis8lt34 20 g/l Bacto-
peptonea (TM), 10 g/l hiivauutetta ja 20 g/l glukoosia.
Ennen kdyttdd alustaa steriloidaan edullisesti 30 minuutin
ajan 110°C:ssa.

Erds toinen edullinen viljelyalusta on kuoritusta maidosta
koostuva alusta, joka on rikastettu yhdelld tai useammalla
aineella, esimerkiksi kuoritusta maidosta koostuva alusta,
joka sis#lt44 10 % kuorittua maitoa, joka on per#isin kuo-
ritun maidon jauheesta, ja alustaa steriloidaan edullises—
ti 30 minuutin ajan 110°C:ssa ennen kdyttda.

Esimerkkeind rikasteista, joita voidaan k&ytt#& kuoritusta
maidosta koostuvassa alustassa, mainittakoon Maxatase (TM)
(Gist-brocades).

Mikro-organismin kasvatuksen aikana l&mp&Stila pidetd&n
edullisesti 0 - 45°C:ssa ja pH arvossa 3,5 - 9. Edullises-
ti mikro-organismia kasvatetaan 20 - 37°C.ssa ja pH-arvos-
sa 5 - 9. Mikro-organismin kasvun aikana tarvittavat aero-
biset olosuhteet voidaan saada aikaan jollakin hyvin tun-
netulla menetelmdlld, edellyttden, ettd hapen sy&ttd on



riittdvd mikro-organismien metabolisten vaatimusten tdyt-
t8miseksi. Tdmd toteutetaan edullisimmin sy8tt&m&lld hap-
pea, edullisesti ilman muodossa, ja ravistelemalla tal se-
koittamalla reaktionestett8 samanaikaisesti. Kulutettaessa
5—2,2-R1,R2~1,3~dioksolaani—4—metanolia mikro-organismin
avulla mikro-organismi voi olla kasvavassa tilassa kdyt-
t8en yll8 mainittua tavanomaista viljelyalustaa.

Kulutettaessa R-2,2-R;,R,-1,3-dioksolaani-4-metanolia mik-
ro-organismin avulla voidaan kdytt&8 tavanomaista viljely-
alustaa, joka sis¥lt8§ tarvittaessa assimiloituvaa hiili-
l8hdettd8 (esimerkiksi glukoosia, laktaattia, sakkarocosia
jne.), tarvittaessa assimiloituvaa typpil&hdettd (esimer-
kiksi ammoniumsulfaattia, ammoniumnitraattia, ammoniumklo-
ridia jne.) tarvittaessa orgaanisen ravintol&hteen kanssa
(esim. hiivauute, mallasuute, peptoni, lihauute jne.) ja
tarvittaessa epdorgaanisen ravintoldhteen kanssa (esimer-
kiksi fosfaatti, magnesium, kalium, sinkki, rauta ja muita
metalleja pienind md&rind).

Edullisesti S-isomeeri-rikastuksen aikana voidaan kdytt&a
BHI-, PSIII-suola-alustaa, hydrolysoidusta kuoritusta mai-
dosta koostuvaa alustaa, YPD-alustaa (kuten ylld on esi-
tetty) tai kuoritusta maidosta koostuvaa alusfaa (kuten
yll8 on esitetty), joka on mahdollisesti rikastettu yhdel-
18 tai useammalla aineosalla.

Voidaan k8ytt&8 BHI- (aivot-syd&n-infuusio) alustaa, joka
sisdltdd 0,037 g/1 BHI:td8 (Oxoid (TM)) ja jonka pH on sd&-
detty arvoon 7,0. Ennen k&yttdd tétd alustaa steriloidaan
edullisesti 20 minuutin ajan 120°C:ssa.

Voidaan k&8ytt33 seuraavan koostumuksen omaavaa PSIII-suo-
la-alustaa:

kaliumdivetyfosfaattia (2,1 g/1),
ammoniummonovetyfosfaattia (1,0 g/l1),
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ammoniumsulfaattia (0,9 g/l),

kaliumkloridia (0,2 g/l1),

natriumsitraattia (0,29 g/l1),

kalsiumsulfaatti-2H,0:ta (0,005 g/1),
magnesiumsulfaatti.7H,0:ta (0,2 g/l),
ammoniumrauta(II)-sulfaatti.6H,0:ta (2,5 mg/l),
sinkkisulfaatti.-7H,0:ta (0,5 mg/l),
mangaanikloridi-4H,:ta (0,3 mg/1),
kuparisulfaatti-5H,0:ta (0,15 mg/l),
kobolttikloridi-6éH,0:ta (0,15 mg/l),

ortoboorihappoa (0,05 mg/l),

natriummolybdaatti-2H,0:ta (0,055 mg/l) ja
kaliumjodidia (0,1 mg/l). pH on s&8detty arvoon 6,8. Ennen
k8yttd8 PSIII-suola-alustaa steriloidaan edullisesti 30
minuutin ajan 120°C:ssa.

Hydrolysoidusta kuoritusta maidosta koostuva alusta:

100 g/l kuoritusta maidosta koostuvaa jauhetta (Oxoid
(TM)) s#d3det8sn pH-arvoon 7,8 ja lis4t8&n 25 ml suodatet-
tua Maxatasen (40 g/1) liuosta, sekoitetaan lopullista
liuosta 40°C:ssa tunnin ajan ja s&&detddn pH arvoon 7,0.
Ennen k&dyttdd alustaa steriloidaan sopivasti 30 minuutin
ajan 110°C:ssa.

Mikro-organismi voidaan pit#38 ei-kasvavassa tilassa esi-
merkiksi j&tt&8m&118 pois assimiloituva hiilil&hde tai jat-
t&m&ll8 pois typpil8hde. T8mé8n vaiheen aikana l&mp&tila
voidaan pit88 0 - 45°C:ssa ja pH arvossa 3,5 - 9.

Edullisesti mikro-organismit pidet&&n 20 - 37°C:n l&mpbti-
lassa ja pH-arvossa 5 - 9. Té&mdén vaiheen aikana tarvitta-
vat aerobiset olosuhteet voidaan saada aikaan jollakin hy-
vin tunnetulla menetelm#ll3 edellyttsien, ett# hapen sydttd
on riitt&vd mikro-organismien metabolisten vaatimusten
t8yttémiseksi. T&md saadaan aikaan sopivimmin sy&tt&m&lla
happea, sopivasti ilman muodossa ja mahdollisesti raviste-
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lemalla tai sekoittamalla reaktionestett# samanajkaisesti.
S- ja mahdollinen j&ljells oleva R-2,2-Ry,R,-1,3-diokso-
laani-4-metanoli voidaan ottaa talteen ja puhdistaa muun-
tamisen jdlkeen, kuten yll& on mainittu, jollakin sindnsa
t4llaisten tuotteiden yhteydessd tunnetulla menetelm#ll&.

Mikro-organismit voidaan pit#88 agar-vinoviljelmien p&&dll4,
jddhdyttdd 50%:isessa glyserolissa tai lyofilisoida. Tar-
vittaessa ndiden mikro-organismien esiviljelmst voidaan
valmistaa jonkin hyvin tunnetun menetelm#n mukaisesti,
esimerkiksi mikro-organismeja voidaan inkuboida lihalie-
messd tai BHI:ssd (Brain Heart Infusion) 24 tunnin ajan
30°C:ssa kiertoravistimessa. vVoidaan k#yttdsd seuraavan
koostumuksen omaavaa lihaliemialustaa: Lab Lemco L

29:88 (lihauute, Oxoid (TM) 9 g/l), Bactopeptone'a (TM)
(10 g/1) ja natriumkloridia (5 g/l), pH s83detty arvoon
7,6. Ennen k&ytt83d tit& alustaa steriloidaan sopivasti
20 minuutin ajan 120°C:ssa.

Tdtd keksint88 selitetddn lshemmin seuraavien esimerkkien
avulla.

Esimerkki 1

Mikro-organismeja (hiivoja ja sienid) kasvatettiin 24 - 48
tunnin ajan 26°C:ssémiagwﬁl:h véliseinilld varustetuissa
pulloissa, jotka sis#&lsiv#t YPD-alustaa. T&m#n j&dlkeen so-
lumassa ker&ttiin sentrifugoimalla ja suspendoitiin uudel-
leen 25 ml:aan 10%:ista hydrolysoidusta kuoritusta maidos-
ta koostuvaa alustaa (hydrolysoidusta kuoritusta maidosta
koostuva alusta: kuoritusta maidosta valmistettua jauhetté
(Oxoid) 100 g/1, s88det8&n pH arvoon 7,8 ja lis#t88n 25 ml
suodatettua Maxétasen (TM) (40 g/l1) liuvosta. Lopullista
liuvosta sekoitetéén 40°C:ssa tunnin ajan ja pH sHd&8detdsn
arvoon 7,0. Sterilointi: 30 min. 110°C:ssa). Lis&ttiin n.
1,5 g/1 3L§—2,2¥dimetyyli—1,3—dioksolaani-4—metanolia (ra-
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seeminen seos). Seoksia ravisteltiin 125 ml:n vdliseinilld

[T . LT

varustetuissa pulloissa 26°C:ssa 48 tunnin ajan.

Seokset uutettiin 25 ml:1lla etyyliasetaattia. T&11l4 taval-
la otettiin talteen n. 40 % 2,2-dimetyyli-1,3-dioksolaani-
4-metanolia. T&mdn jdlkeen OtettllﬂyykSl viljelms kustakin
muodosta, uutettiin ja analysoitiin jdljelle jadvd 2,2-
Rl,Rz—l,3—dioksolaani—4~metanoli. Enantiomeerinen jakau-
tuma m&8ritettiin muodostamalla diastereoisomeerit N,O-
bis-(trimetyylisilyyli)-trifluoriasetamidilla (BSTFA),
jotka erotettiin kiraalikompleksointipylv88114&.

Tulokset on esitetty taulukossa 1.

e

Taulukko 1

Mikro-organismi g/1lx* Enantiomeerisuhde
R % S %

Abgidia glauca 1,3 43 57

(CBS 306.89)

Branhamella catarrhalis 1,9 33 67

(CBS 307.89)

Graphium penicillioides 1,1 29 71

(CBS 318.72)

* Esitetyt arvot on korjattu uuttamisen aiheuttaman hdvidn
suhteen.

Esimerkki 2

Mikro-organismia Branhamella catarrhalis CBS 307.89 kasva-
tettiin 24 - 48 tunnin ajan 26°C:ssa 100‘;I:n vdliseinilli
varustetuissa pulloissa, jotka sisdlsiv8t 25 ml YPD-alus-
taa. Solumassa ker#ttiin sentrifugoimalla ja suspendoitiin
uudelleen 25 ml:aan 10%:ista hydrolysoidusta kuoritusta

maidosta koostuvaa alustaa, joka sisdlsi 1,5 g R,S$-2,2-di-
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metyyli-1,3-dioksolaani-4-metanolia. Seocksia ravisteltiin
100 ml:n vdliseinill¥ varustetuissa pulloissa 26°C:ssa 48
tunnin ajan.

Seokset uutettiin 25 ml:1la etyyliasetaattia. T&113 taval-
la otettiin talteen n. 40 % 2,2-dimetyyli-1,3-diocksolaani-
4-metanolia. T&m&n j&lkeen otettiin yksi viljelm& kustakin
muodosta, uutettiin ja analysoitiin j&ljelle j&&vE 2,2-
Rl,Rz—l,3—dioksolaani—4—metanoli. Enantiomeerinen jakau-
tuma médritettiin muodostamalla diastereoisomeerit N,O-
bis-(trimetyylisilyyli)-trifluoriasetamidilla (BSTFA),
jotka erotettiin kiraalikompleksointipylvid3l18 CP Cyclodex

St

lin todettiin kattavan 67 % koko 2,2-dimetyyli-1,3-

N R T

dioksolaani-4-metanolista (1,3 g/l1).

Esimerkki 3

Mikro-organismia Trichosporon adeninovorans CBS 8244 esi-
kasvatettiin 100 ml:n v&liseinilld varustetuissa erlen-
meyerpulloissa, jotka sis8lsivdt 25 ml YPD-alustaa, ravis-
teluinkubaattorissa 30°C:ssa 24 - 48 tunnin ajan. 1 ml
viljelm8n ndytteitd lisdttiin 100 ml:n erlenmeyerpulloi-
hih, jotka sis#dlsiv&t 25 ml BHI:td tai hydrolysoidusta
kuoritusta maidosta koostuvaa alustaa.
R,S-2,2~dimetyyli-1,3-dicksolaani-4-metanolia lis#ttiin
2,0 g/1l:n lopulliseen konsentraatioon. 48-tuntisen inku-
baation j&lkeen R,S-2,2-dimetyyli-1,3-dicksolaani-4-
metanolin enantiomeerinen jakautuma m8&ritettiin esimer-
kissd 2 esitetylld tavalla.
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Alustan koostumus 2,2-dimetyyli-1,3-diock- Enantiomeeri-

solaani-4-metanolin jakautuma
midrd (g/l) R % S %
BHIT ' 1,8 47 53
hydrolysoitu kuo-
rittu maito 1,8 45 55

Esimerkki 4

Mikro-organismia Graphium penicillioides CBS 318.72 esi-

kasvatettiin 100 ml:n véliseinilld varustetuissa erlen-
meyerpulloissa ravisteluinkubaattorissa 30°C:ssa 24 - 48
tunnin ajan. 1 ml viljelm&én ndytteitd lis&ttiin BHI-,
PSIII- ja hydrolysoidusta kuoritusta maidosta koostuvan
alustan 25 ml:n inokuloimiseksi, jotka sis#lsiv&t kukin 2
g/l R,8-2,2-dimetyyli-1,3-dioksolaani-4-metanolia 100 ml:n
erlenmeyerpulloissa. Inkuboitiin 48 tunnin ajan 30°C:ssa,
minkd j&lkeen j&ljelld oleva R,S5-2,2-dimetyyli-1,3-diokso-
laani-4-metanoli mitattiin esimerkissd 2 esitetylld taval-
la,
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Alustan koostumus 2,2-dimetyyli-1,3-diok~ Enantiomeeri-

solaani-4-metanolin jakautuma
mddrd (g/l) R % S %
BHI 1,4 40 60

PSIII + 0,1 % gly-
serolia + 0,01 % hii-

vauutetta 1,6 48 52
hydrolysoitu kuo-
rittu maito 1,5 45 55

Esimerkki 5

Mikro-organismit, jotka pystyiv&t muuntamaan enantiospesi-
fisesti R-2,2-dimetyyli-1,3-dioksclaani-4-metanolin vas-
taavaksi hapoksi 2,2-dimetyyli-1,3-dioksolaani-4-metanolin
R,S-seoksesta, eristettiin k3ytt&m&élld seuraavaa menetel-
mdd. 1 g maandytettd suspendoitiin PSIII:hin ja sentrifu-
goitiin. Supernatantti lis&ttiin 25 ml:aan PSIII-alustaa,
joka sisdlsi 1 g/1 R-2,2-dimetyyli-1,3-dioksolaani-4-meta-
nolia. Viljelm84 inkuboitiin ravisteluinkubaattorissa 30
tunnin ajan 30°C:ssa. Laimennokset kerrostettiin agar-le-
vyille, jotka sis#lsiv&t 1 g/1 R-2,2-dimetyyli-1,3-dickso-
laani-4-metanolia ja 4 pH#iv84 30°C:ssa kestsneen inkubaa-
tion j&8lkeen yksittdiset solukoloniat eristettiin, kunnes
saatiin ajkaan monoviljelmét. T&mén j&lkeen eristeitd esi-
viljeltiin BHI-alustalla 30°C:ssa 24 tunnin ajan ja tes-
tattiinhkxky hapettaa spesifisesti R-enantiomeeri 2,2-di-
metyyliél,é;dioksolaani—4—metanolin R,5-seoksessa. Kidytet-
tiin 1 ml alustan 25 ml:n inokuloimiseksi 100 ml:n erlen-
meyer-pullossa, joka sis#dlsi PSIII:td&, 0,1 % glyserolia,
0,01 % hiivauutetta ja 1,5 g/1 R,S-2,2-dimetyyli-1,3-diok-
solaani-4-metanolia. 48 tuntia 30°C:ssa kest&neen inkubaa-
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tion jdlkeen jdljells oleva R,S-2,2-dimetyyli-1,3-diokso-
laani-4-metanoli mé&ritettiin esimerkissd 2 esitetylld ta-
valla. Kiytt8m&llE tdt8 valintamenetelm#s eristettiin mik-
ro-organismeja, jotka pystyivit hapettamaan enantiospesi-
fisesti R-isomeerin 2,2-~dimetyyli-1,3-dioksolaani-4-meta-
nolin R,S-seoksessa ja siten rikastamaan S-isomeerin. Esi-
merkkibakteerina F-7 talletettiin CBS-laitokseen.

Esimerkki 6

Bacterium F-7:48 (CBS 238.90) esiviljeltiin 25 ml:ssa
nestemdist# BHI-alustaa 100 ml:n erlenmeyer-ravistelupul-
loissa. Soluja kasvatettiin 24 tunnin ajan 30°C:ssa ravis-
teluinkubaattorissa.

Tdmdn jdlkeen 1 ml t&td viljelm#d k&ytettiin alustan 25
ml:n inokuloimiseksi, joka sis#lsi PSIII:t&, 0,1 % glyse-
rolia (w/v), 0,01 % hiivauutetta (w/v) ja 1,5 g/1 R,S-
2,2-dimetyyli-1,3-dioksolaani-4-metanolia. 48 tuntia
30°C:ssa kestdneen inkubaation j&lkeen seokset uutettiin
ja analysoitiin esimerkissd 2 esitetylld tavalla. Otettiin
talteen 0,2 g/l 2,2-dimetyyli-1,3-dioksolaani-4-metanolin
S-enantiomeerid ja 0,01 g/l R-enantiomeeris, mik& vastasi
S-enantiomeerin 90 %:n enantiomeeristd ylimddr&s.

Esimerkki 7

Bacterium F-7:848 (CBS 238.90) esiviljeltiin edelld esite-
tylld tavalla. Kdytt&m&lld samaa menetelmi3 inokuloitiin 4
erlenmeyerpulloa (ilman v&liseinid), jotka sis¥lsivit
PSIII:td ja vaihtelevia m#&ri8 R,S-2,2-dimetyyli-1,3-di-
oksolaani-4-metanolia. 72 tuntia kest#neen inkubaation
j8lkeen j&ljelld oleva R- ja S-~enantiomeeri misritettiin
edelld esitetylld tavalla.
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Laht8-2,2-dimetyyli- 2,2-dimetyyli-1,3- enantiomeeri-

1,3-dioksolaani-4- dioksolaani-4-meta- jakautuma

metanoli (g/1) nolin mddrd (g/l) R % S %
1,5 0,28 15 85
2,5 0,42 24 76
5,0 0,57 33 67

Esimerkki 8

Bacterium F-7:88 (CBS 238.90) esiviljeltiin BHI-alustalla
esimerkissi § esitetylld tavalla. 1 ml viljelmds kaytet-
tiin PSIII-alustan inokuloimiseksi, joka sis#lsi 2,5 g/l
R,S-2,2-dimetyyli~1,3-dioksolaani-4-metanolia, ja kasva-
tettiin ravisteluinkubaattorissa 30°C:ssa 72 tunnin ajan.
Té&mdn jélkeen j&ljelld oleva R,S-2,2-dimetyyli-1,3-diokso-
laani-4-metanoli m&3ritettiin esimerkiss 2 esitetylld ta-
valla ja 0,42 g/1 otettiin talteen. 76 % R,S-2,2-dimetyy-

li-1,3-dioksolaani-4-metanolista todettiin S-isomeeriksi.
Kdytt&m&lld HPLC-tekniikkaa todettiin 2,2-dimetyyli-1,3-
dioksolaani-4-karboksyylihappo. Inkubaatioalusta k#sitel-
tiin perkloorihapolla 2,2-dimetyyli-1,3-dioksolaani-4-kar-
boksyylihapon hydrolysoimiseksi asetoniksi ja glyseroli-
hapoksi ja t#m& mitattiin HPLC:114 k&ytt&m#l14 Aminex HPX
87 H-laitetta (Biorad).

Edelleen tutkittiin, mik&8 hapon enantiomeeri valmistet-
tiin. Happo erotettiin happamaksi tehdyst# inkubaatioalus-
tasta uvuttamalla k&ytt&m&lls CDCly:a. R- ja S-enantiomeeri
erotettiin lis&8m&l1l8 naftyylietyyliamiinia ja muodostet-
tiin diastereoisomeerit. Protoni-NMR osoitti, ettd 2,2-di-
metyyli-1,3-dioksolaani-4-karboksyylihappo esiintyi
80%:isesti S-enantiomeerini.

—
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Esimerkki 9

Absidia glaucagﬂigﬁs 306.89) esikasvatettiin 25 ml:ssa
BHI-alustaa 100 ml:n vALiSé1nill& varustetuissa pulloissa
ravisteluinkubaattorissa 30°C:ssa 24 - 48 tunnin ajan. 1
ml viljelmdn ndytettd lis&ttiin BHI-alustan 25 ml:n inoku-
loimiseksi, joka sis&lsi 1,5 g/1 R,S-2,2-dimetyyli-1,3-
dioksolaani-4-metanolia. 48-tuntisen inkubaation j&lkeen
R,5-2,2-dimetyyli~1,3-dioksolaani-4~metanolin enantiomee-
rinen jakautuma mé&ritettiin esimerkissd 2 esitetylld ta-
valla ja todettiin, etti 5§H$ R,5-2,2-dimetyyli-1, 3-di-

oksolaani~4-metanolista esiintyi S-enantiomeerin.

T——<rs
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Y
Patenttivaatimukset

<£) Menetelmd S-isomeeri-rikkaan 2, 2-Ry,Ry-1, 3-dioksolaani-
metanolin valmistamiseksl, jossa R; ja R, merkitsevét
toisistaan rlippumatta vetya tai aiiyyliryhmaé joka on
mahdollisesti substltuoitu tai haarautunut tai jossa R,
ja R, muodostavat yhdessa hiiliatomin kanssa, johon ne
ovat kiinnittyneet, karbosyklisen renkaan, joka on mahdol-
lisesti substituoitu, tunnet tu siitd, ettd R- ja
$-2,2-Ry,Rp-1,3~dioksolaani-4-metanolin sggsuf}lstetaan
mikro-organismin tai siit& muodostetun aineen vaikutuksel-
le, joka pystyy kuluttamaan stereoselekt11v1sesti R-2,2-
Rl,R2—1,3~dioksolaani—4—metanolia, sellaisen aikajakson
ajaksi, ettd seoksen 5—2,2—R1,R2—1,3—dioksolaani—4-metano—
lia kulutetaan S-isomeeri-rikkaan 2,2—R1,R2—1,3—dioksolaa—
ni-4-metanolin tuottamiseksi.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm3d, t unne t -
t u siit&, ettd aikajakso on sellainen, ettd kulutetaan
vdhint33n 50 % 3—2,2—R1,R2—1,3ndioksolaani—4—metanolia.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd, t u n -
net % u siitd, ettd alkyyliryhmé&t siﬁi;tavat vdhemmé&n
kuin 6 hiiliatomia tai ettd karboksyklinen rengas sisdlt&id
vhemm&n kuin 8 hiiliatomia.

4. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 3 mukainen m?netelmé,
tunnettu siits, ettd R, ja R, ovat identtisis.

5. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 4 mukainen menetelma
tunnettu siitd, ettd R; ja R, merkltsevat vetyé
tai 1 - 3 hiiliatomia sis8lt&v4d alkyylliyhméa tai ne muo-
dostavat yhdegéa hiiliatomin kanssa, johon ne ovat kiin-
nittyneet, 5 tai 6 hiiliatomia sis#lt&v&n karbosyklisen
renkaan.
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6. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 5 mukainen menetelm&,
tunnettu siit¥, ettd mikro-organismi on bakteeri,
hiiva tai sieni, joka kuuluu etenkin sukuihin Absidia,
Branhamella, Graphium, Trichosporon tai Arthrobacter.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmi, t unne t -
t u siitd, ettd kdytetty mikro-organismi on Absidia glau-
ca, etenkin Absidia glauca (CBS/306.89), Branhamella ca-
/307.89),
Graphinum penicillioides, etenkin Graphium penicillioides

tarrhalis, etenkin Branhamella catarrhalis (CBS

(cBs 318.72), Trichosporon adeninovorans, etenkin Tricho-

sporon adeninovorans (CBS%8244) tai Bacterium F-7 (CBS
, +
238{90) tai n8diden mutantti.

8. Jonkin edelld olevan patenttivaatimuksen mukainen mene-
telmd, tunnettu siiti, ettsd mikro-organismi tai
siit¥d muodostettu aine immobilisoidaan joko kasvavana so-
luna, ei-kasvavana soluna, tapettuna soluna tai entsyymi-
nd.

9. Jonkin edelld olevan patenttivaatimuksen mukainen mene-
telmd, tunnettu siit4, ettd kulutettu R-2, 2-Ry,Ry-
1,3-dioksolaani- 4-metanoli muunnetaan olennaisesti §-2,2-
R, ,Ry-1,3- dioksolaani-4- -karboksyylihapoksi. (ZRSEEE

fiq; Menetelm# R-isomeeri-rikkaan 2,2-R;,R,-1,3-dioksolaa-
ni-4-metanolin valmistamiseksi, tunnet tu siit4,
ettd patenttivaatimuksen 9 mukainen §-2,2-R;,R,-1,3-diok-
solaani-4-karboksyylihappo muunnetaan R-2,2-Ry,R,-1,3-di-
oksolaani-4-metanoliksi. 5 o-n g

{iﬁ. Mikro-organismi, joka on jokin seuraavista:

Absidia glauca (CBS 306,89),

Branhamella catarrhalis (CBS 307.89), Pt

Bakterium F-7 (CBS 238.90) ja n3iden mutantit.
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