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A taldlmany targya eljaras S(4)-a-aril-
-alkansavak el6allitasara, oly modon, hogy
egy (I) altalanos képletii racém észtert — a
képletben
R jelentése etinil-, etenil-, ciano-, acetil-,

(1—4 szénatomos)alkoxi-karbonil- vagy

(I—4 szénatomos)alkoxi-metil-csoport,
Ar jelentése (II) wagy (IlI) altalanos kép-
letii esoport, az utébbi képletekben

R’ jelentése 1—6 szénatomos egyenes

vagy elagazo szénlanca alkilcsoport,
24 szénatomos alkenilcsoport, fe-
nilcsoport, fenoxicsoport vagy keto-
csoporttal helyettesitett dihidro-izoin-
dolil-csoport,
és :
R”’ jelentése 1—4 szénatomos alkilcso-
port —
egy Candida-nemzetségbe tartozé mikroorga-
nizmus altal termelt észterazzal aszimmetri-
kusan hidrolizdlnak, majd az S(+4)-forma-
ban lévé szabad savat az R(—)-formaban
1év3 reagalatlan észtertdl elvalasztjak.

(i) (e
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A talalmany targya eljaras optikai S(4)-
és R(—)-izomerek formajiban rezolvalt aril-
-alkdnsavak eldallitdsara, biotechnoldgiai
aton.

Kozelebbrél, a taldlmany Iényegében
S(-+)-izomer forméajaban 1évé a-aril-alkan-
savak biotechnologiai eldallitasara vonatko-
zik.

Bizonyos a-aril-alkdnsavak, kozelebbrgl
az a-aril-propionsavak, mint nem-szteroid
gyulladascsokkentd hatasi vegyiiletek Shen T.
[Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 11,460 (1972)]
munkdjabol ismertek.

A fenti vegyiiletek — mivel a-helyzetben
egy aszimmetriacentrumot tartalmaznak —
két optikai izomer — S(+4)- és R(—)-enan-
tiomerek -— formajaban létezhetnek.

Ezenkiviil a fenti irodalmi helyrél az is
ismert, hogy az egyik enantiomer gyulladds-
csokkentd aktivitasa nagyobb, mint a masiké,
ez a helyzet az a-metil-aril-ecetsavak csoport-
jaba tartozd, a kereskedelmi forgalomban
ibuprofen, naproxen, fenoprofen, stb. néven
ismert vegyiiletek esetén is.

Az S(4)-enantiomer aktivitdsa rendsze-
rint meghaladja az R(—)-enantiomerét,ez a
helyzet példaul az ibuprofen [Adams S.S. és
munkatarsai:Journal Pharm.Pharmacy 28,
256 (1976)],vagy a naproxen esetében is,az
utébbi vegyiilet esetén az S(+4)-enantiomer
aktivitasa kozel 28-szor nagyobb, mint az
R(—)-enantiomeré.

A fenti savak optikai izomerjeinek elva-
lasztdsa is ismert, példaul Kaiser D.G. és mun-
katarsai [J. Pharm. Science 2. 269 (1976)],
és Frank A. és Riichards C. [Chemistry Let-
ters 1431—1434 (1984)] munkajabol.

Azonban a két optikai izomer rezolvala-
sara szolgalé ismert modszerek bonyolultak,
drdga, optikailag aktiv reaktansokat — pél-
daul metil-benzil-amint vagy egyéb hasonld
kirdlis vegyiileteket — kell alkalmazni, és a
legtobb esetben nem érhetd el megfeielé ho-
zam ahhoz, hogy az eljaras ipari méretekben
is gazdasagos legyen.

A fentieknek megfelelden olyan maodszert
kidolgozdsdra volt sziikség, amelynek segit-
ségével a fenti savak optikai izomerjeinek
rezolvalasat egyszerii és olcs6 modon, ipari
méretekben is gazdasagosan valdsithatjuk
meg.

Célunk tehat olyan eljards kidolgozasa
volt az o-aril-alkdnsavak optikai izomerjei-
nek elvalasztasdra, amely egyszerit és gaz-
dasagos, és ipari méretekben is elény6s.

Tovabbi célunk volt, hogy az a-aril-alkén-
savakat lényegében S (+)-enantiomerjiik for-
majaban nyerjiik ki, magas hozammal.

Vizsgialataink szerint, ha a racém a-aril-
-atkansav-észtereket biotechnologiai eljaras-
sal enzimatikus aszimmetrikus hidrolizisnek
vetjiik ald, S(+)-izomer formaban gazdag
szabad savat kapunk.

A gyakorlatban a fenti céira egy mikro-
organizmus altal termelt olyan enzimet hasz-
nalunk, amely képes a fenti savak racém ész-
2
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2
tereit aszimmetrikusan hidrofizélni, azaz ké-
pes a racém észterek S(+) enantnomer;m-
nek szelektiv hidrolizisére, és a reakci6 ter-
mékeként olyan savat kapunk, amely lényegé-
ben S(+)-izomer formajiaban van, mig az
R(—)-izomer formaban 1évd észter Iényegé-

ben valtozatlan marad.
Az S(+)-savat az R(—)-észtertdl egy-

szerilen elvalaszthatjuk.

A taldlmany értelmében a lényegében
S(+)-izomer formdjaban 1évé a-aril-alkédn-
savak biotechnologiai szétvédlasztdsat ugy
valdsitjuk meg, hogy egy racém (R, S) (I)
altalanos képletii a-aril-alkdnsav-észtert — a
képlethen
R jelentése etinil-, etenil-, ciano-,

(1—4 szénatomos)alkoxi-karbonil- vagy

(1—4 szénatomos)alkoxi-metil-csoport,
Ar jelentése egy (Il) vagy (III) éltaldnos

képletli csoport, az utobbi képletekben

R' jelentése 1—6 szénatomos, egyenes

vagy elagazd szénlanct alkilcsoport,
2—4 szénatomos alkenilcsoport, fenil-
csoport, fenoxicsoport vagy ketocso-
porttal ‘szubsztitualt dlhldl‘o izoindo-
dolil-csoport.

és

R” jelentése 1—4 szénatomos alkilcso-
port —
egy Candida nemzetségbe tartozé mikroor-
ganizmus altal termelt észterdzzal aszimmet-
rikusan hidrolizalunk, és a kapott S(+4)-for-
maban 1évé savat az R(—)-formaban 1évd
reagélatlan észtertdl elvdlasztjuk.

Az (I) altalanos képletii racém észtere-
ket ismert észterezési eljarasokkal allithat-
juk eld, példaul az 1., 2. és 3. reakciovazlat
szerinti eljarasokkal.

A taldlmany szerinti eljardsban észteraz-
ként vizben oldédd lipdzt hasznalhatunk,
amelyet Candida-nemzetségbe tartozo mikro-
organizmusok termelnek.

A talalmany szerinti eljarasban kiilondsen
elénydsen a Candida cylindracea mikroor-
ganizmus 4ltal termelt lipdzt hasznaljuk,
amelynek letétbe helyezési szdma az Ame-
rican Type Culture Collection-nél (ATCC)
14830.

acetil-,

A fenti lipdz kereskedelmi forgalomban is
hozzaférhets. A fenti lipazt termel§ mikroor-
ganizmust 6nmagéaban ismert médon tenyészt-
hetjiik, példaul oly modon, hogy a mikroor-
ganizmust sterilezett folyékony taptalajra
leoltjuk és rdzatds kozben 20—40°C-on 1—3
napon Aat tenyésztjiik.

Az (1) altalanos kepletu racém észterek
aszimmetrikus hidrolizisét agy jatszatjuk le,
hogy a racém észterek elegyét intenziven 6ssze-
keverjiitk nyers vagy tisztitott észterazzal,
amely valamely folyadékban, igy vizben, vagy
a mikroorganizmus tapfolyadékdban, vagy
annak extraktumaban vagy koncentratuma-
ban, vagy a mikroorganizmus-sejtek szusz-
penziéjaban lehet.

2.
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Az enzimet kiiloniéle szubsztrdathoz kotott
allapotban is hasznalhatjuk, a szubsztrétot
onmagaban ismert modon vélaszthatjuk meg.

A taldlmany szerinti eljarast 10 és 60°C
kozo6tti hdmérsékleten folytathatjuk le, el6nyd-
sen 20 és 40°C ko6zo6tti hémérsékleten dolgoz-
zunk, mig a reakcidelegy pH-értékét 5 és 9
kozott tartjuk, eldnyosen 6 és 8 kozotti pH-ér-
téket biztositunk, az enzim az utobbi pH-ér-
ték kozelében mutat legnagyobb aktivitast.

A reakcitelegy pH-jat vagy pufferoldat-
tal tartjuk allandé értéken, vagy a reakcio
soran felszabadult savat bazissal — példa-
ul kélium-hidroxiddal, natrium-hidroxiddal,
stb. — semlegesitjiik.

A reakcidelegyben a kiinduldsi anyag-
ként hasznalt racém észterek koncentrécioja
1 és 20 tomeg% kozott valtozhat.

Az aszimmetrikus hidrolizis reakcioideje
5 és 64 ora kozott lehet, az alkalmazott en-
zim fajlagos aktivitasatél fiiggéen, amely
altalaban az enzim tisztasdgi fokatdl filigg.

Az aszimmetrikus hidrolizis reakcié befe-
jeztével a reakcidelegybdl extrahdlhatjuk az
S(+)-izomerben gazdag savat, és a reaga-
latlan, R(—)-izomerben gazdag észtert. Az
extrahélast vizzel nem elegyedd szerves oldé-
szerekkel — példaul metilén-kloriddal, toluol-
lal, ligroinnal, etil-éterrel vagy egyéb hasonio
oldoszerrel — végezhetjiik.

Az igy kapott szerves extraktumbél kon-
centrdlds utan elvalaszthatjuk a f6leg S(4)-
-izomer formajaban lévé savat a féleg R(—)-
-izomer formajaban 1évé észtertdl, oly modon,
hogy az extraktumot kromatogréfias oszlo-
pon vezetjiik keresztiil, amelyben allé fazis-
ként példaul szilikagélt hasznalunk.

Az S(+)-enantiomerben gazdag savat tigy
is elvalaszthatjuk a reakcidelegybdl, hogy a
reakcidelegyet bazissal peldaul 5%-os
vizes natrium-hidroxid-oldattal vagy 10%-os
vizes kalium-hidroxid-oldattal — extrahaljuk.

Az R(—)-enantiomerben gazdag, hidro-
lizalatlan észtert — melyet a fenti. mddon
valasztottunk el — ezutadn racemizalhatjuk,
példaul vizmentes kézegben bazissal kezel-
ve, majd a taldlmany szerinti eljarasban {j-
ra felhasznalhatjuk, mint kiindulasi anyagot,
azaz Gjra alavethetjiik az enzimatikus aszim-
metrikus hidrolizisnek.

Bonyolultabb, és altaldban kevésbhé cél-
szerii modon ugy is eljarhatunk, hogy a fen-
ti R(—)-észtert R(—)-savva hidrolizaljuk,
majd a savat racemizdljuk, és Gjra észterez-
ziik, végiil a kdpott R,S-racém észtert vezet-
jik vissza a taldlmany szerinti eljaras kiin-
duldsi anyagaként a folyamatba.

A taldlményt kozelebbrgl — a korléto-
zas szandéka nélkiil — az aldbbi példak segit-
ségével kivanjuk ismertetni.

1. példa

S(+)-2-(4-izobutil-fenil)-propionsav el6-
allitasa

100 ml 0,2 mol/l koncentraci6éji néatrium-
-hidrogén-foszfat-kalium-dihidrogén-foszfat
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pufferoldathoz (pH 7) 2,92 g (R,S)-2 (4-izobu-
til-fenil) -propionsav-etoxi-karbonil-metil-ész-
tert és 400 mg, Candida cylindracea mikro-
organizmusbdl nyert lipdz enzimet (gyartja
a SIGMA Chemical Co., USA, 30% protein-
-tartalom, aktivitisa 1400—2800 egység/mg
protein) adunk.

A reakcidelegyet 24 6ran at 28°C-on in-
tenziven keverjik. Az elegyet ezutdn metilén-
-kloriddal extrahaljuk. Az extraktumot nagy-
nyomasii folyadékkromatografiss eljarassal
analizaljuk (Erbasil RP-18, CH,CN/H,0O
75/25, 254 nm, UV-detektalas) és az atala-
kulds mértékét a képz8dott sav és az atalaku-
Latlan észter csiicsainak aranyabol szamitjuk

1.

A nagynyoméasti folyadékkromatografias
vizsgélat szerint az atalakulds mértéke 459,
ami az S(+4)-forma 909%-os -hidrolizisének
felel meg. Az extraktumot koncentréljuk és
oszlopkromatografias eljarassal tisztitjuk,
all6 fazisként szilikagalt, és eluensként he-
xan és éter 3:1 aranya elegyét hasznalva.

A sav szerkezetét NMR-analizissel bizo-

nyitjuk.
A kapott cim szerinti szildrd termék olva-
désgontja 49°C, optikai forgatdoképessége

[a]3® = +455,55° (c=1, etanol). A gaz-folya-
dék-kromatografias analizis szerint a termék,
mint S (—)-a-metil-benzamid-szarmazék opti-
kai tisztasdga > 95%.

2. példa

100 ml 0,1 mél/l koncentraciojii kalium-
-klorid-oldathoz 2,4 g (R,S)-2- (4-izobutil-fe-
nil) -propionsav-propargil-észtert és 400 mg,
Candida cylindraceabdl nyert lipdz enzimet
adunk, amelynek jellemzdit az 1. példaban is-
mertettiik.

A reakcidelegyet 37°C-on intenziven kever-
jiik, mikdzben a pH-értéket 0,5 mol/l kon-
centracioju kalium-hidroxid-oldat adagolasa-
val 6,8 értéken tartjuk.

48 ora elteltével a vizes kalium-hidroxid-
-oldat fogyasabol szdmitva az atalakulds ko-
zel 40%-0s, az S(+)-2-(4-izobutil-fenil)-pro-
pionsavra nézve.

A termék elvélasztasat és vizsgalatat az
1. példdban ismertetett médon végezziik. A
kapott szilard termék optikai forgatéképes-
sége [a] ¥ = +54,9° (c=1, etanol), olvadas-
pontja 49°C.

3. példa

500 ml-es lombikba 100 ml tapfolyadékot
helyeziink, amelynek osszetétele: 10 g glii-
ko6z, 5 g pepton, 3 g malatakivonat és 2 g élesz-
tékivonat, 1000 ml vizben oldva, pH-jat 6,8-ra
allitjuk.

A tapfolyadékot sterilizaljuk, majd leolt-
juk a Candida cylindracea ATCC 14830 ferde
agarrol vett tenyészetével, és 30°C-on 52 6ran
at tenyésztjiik, 350 fordulat/perc sebesség-
gel mozgd rotaciés razogépen.

A tenyészet pH-jat 0,5 mél/l koncentra-
ci6ja vizes kalium-hidroxid-oldattal 7-re &llit-

3

3-
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juk, majd hozzaadunk 2,92 g (R,S)-2-(4-izo-
butil-fenil)-propionsav-etoxi-karbonil-metil-
-észtert. Az elegyet 30°C-on 48 6ran 4t kever-
jik, mikozben a pH-értéket 0,5 moél/l koncent-
racioji vizes kalium-hidroxid-oldattal allandé
értéken tartjuk.

A termék elvilasztasat és vizsgalatat az
1. példaban ismertetett mgdon végezziik. Az
S(+)-2-(4-izobutil-fenil)-propionsav (kon-
verzio 38%) optikai forgatoképessége [a] 3 =
= +33,2° (c=1, etanol), olvadéspontja 48°C.

4. példa . :

2-(6-Metoxi-2-naftil)-propionsav
tasa

100 ml 0,3 mél/l koncentraciéji natrium-
-hidrogén-foszfét-kélium-dihidrogén-foszfa’t
pufferoldathoz 3,2 g 2- (6-metoxi-2-naftil) -pro-
pionsav-ciano-metil-észtert és 500 mg 1. pél-
da szerinti Candida cylindracea lipaz enzimet
adunk. Az elegyet 32°C-on 52 6ran 4t inten-

1. téblazat

eléalli-
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ziven keverjiik. Vizsgalataink szerint az (R,S)
-racém é€szter megfelel6 S(4)-savva alaku-
lasa 40%.

A termék elvalasztisat és vizsgalatit az
pelddban ismertetett médon végezziik.
A terméket aceton és hexan elegyébdl kris-
talyositjuk. Olvadaspontja 154°C, [a]?® =
= +65,14° (c=1, kloroform).

5 I

10 5—10. példa
Az 1. példdban leirtak szerint jarunk el,
nétrium—hidrogén-foszfét-kélium-dihidrogén-
-foszfat pufferoldatot (pH 6,5) hasznalunk,
a reakcioh6mérséklet 32°C. A reaktinsokat és
15 reakci6id6t az 1. tablazatban ismertetjiik. Az
S(+)-savakat az 1. tablazatban ismertetett
konverziokkal kapjuk, a konverzidkat mind
a racém (R,S)-észterre, mind az S(+)-ész-
terre szdmitottuk. A kapott termékek optikai
20 tisztasaga minden esetben nagyobb, mint 909.

/1/ 4ltalénos képletd Racém /R,S/ Candida

Példa Puffer- Reakcid- R,S-észter S/+/-
racém észter /R,S/ észter cylindracea oldat idé konverzié -észter
szama lipdz enzim ) ' konverzid
Ar R e/ /el /nl/ /ora/ /%7 %/
5. /a/ —CH:CH2 2 a,2 50 45 48 96
6. v/ —CO—CH3 3 0,7 100 30 35 68
7. /c/ ~CN 3 Q0,4 70 42 40 76
8. /d/ —COOCH3 4 0,4 100 28 30 59
-—_—
9. /e’ -CN 2 0,2 50 24 47 92
10. /T/ —CH20C2HS 3 0,5 70 32 32 60

SZABADALMI IGENYPONTOK

I. Eljaras lényegében S (+ )-izomer forma-
ban 1évé a-aril-alkdnsavak elGallitasira bio-
technolégiai aton, azzal jellemezve, hogy e
(1) alitalanos képletii racém (R,S)-a-aril-al-
kdnsav-észtert — a képletben
R jelentése etinil-, etenil-, ciano-, acetil-,

(I—4 szénatomos)alkoxi-karbonil- vagy

(1—4 szénatomos)alkoxi-metil-csoport,
Ar jelentése (II) vagy (III) éltalanos képletii

csoport, az utébbi képletekben

R’ jelentése 1—6 szénatomos egyenes

vagy eldgazé szénlanci alkilcsoport,
2—4 szénatomos alkenilcsoport, fe-
nilcsoport, fenoxicsoport vagy keto-
csoporttal helyettesitett dihidro-izoin-
dolil-csoport,

és

R” jelentése 1—4 szénatomos alkilcso-
: port —
egy Candida-nemzetségbe tartozo mikroorga-
nizmus altal termelt észterizzal aszimmetri-

kusan hidrolizlunk, majd az S(+)-forma-
ban 1évé szabad savat az R(—)-forméaban
lévé reagalatlan észtertsl elvalasztjuk.
2. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal
45 jellemezve, hogy Candida-észterazként Can-
dida-cylindracea altal termelt lipdzt haszna-
lunk.
3. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy észterazként a mikroorga-
50 nizmus sejtekben, vagy a téapfolyadékban,
vagy azok extraktumaban vagy koncentra-
tumaban 1évé enzimet hasznélunk.

4. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal

55 jellemezve, hogy az aszimmetrikus hidroli-
zist pH 5 és 9 kozotti értéken jatszatjuk le.

5. Az 1. igénypont szerinti eljaréds, azzal
jellemezve, hogy a reakci6h6mérsékletet 20 és
40°C kozott tartjuk.

60 6. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy az (I) altalanos képletii
racém észtert a reakcidelegyben | és 20 t5-
megY% kozotti koncentracioban hasznéljuk.

3 lap rajz képletekkel

4.
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0

CWO@@ (f)

1. reakciovazlat

CH
3
2Ar—~ C-O0H + NaC03 + 2C1~CHyCO0CHg ——
0

CHy

= 2Ar COOH,CO0C,Hg +2NaCl+ Hy0+C05
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2. reakciovazlat

CHj3
Ar/’\COOH +HC=C—CHoO0H —H "~
— = Ar

COOCHy- C=CH + Hy0

3. reakciovazlat

CH3

A

Ar COCl + CH=C — CH,ONa ——=

CH3

— Ar/‘\ COOCHy— C=CH + NaCl

Kiadja: Orszdgos Taldlmanyi Hivatal, Budapest
A kiadasért felel: Himer Zoltdn osztdlyvezetd

Ne 8506. Nyomdaipari vallalat, Ungvar
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