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Streszczenie

W niniejszej pracy zaprezentowano wyniki badan nad zastosowaniem uktadow enzym-
enzym i enzym-metal do syntezy estrow wybranych kwasow karboksylowych. Estry te sa
zwigzkami uzytecznymi w przemys$le kosmetycznym oraz spozywczym, a takze waznymi
substratami w syntezie wielu zwiazkéw biologicznie aktywnych stosowanych w przemysle
farmaceutycznym.

W pierwszej czesci pracy wykonano badania nad zastosowaniem weglanow dialkilowych
jako donoréw grupy alkoksylowej w reakcji estryfikacji katalizowanej przez wybrane enzymy. W
ramach wykonanych badan oznaczono zalezno$¢ pomiedzy zawartoscig wody w mieszaninie
reakcyjnej a wydajnoscig badanej reakcji. Zaproponowano nowy mechanizm enzymatycznej
estryfikacji weglanami dialkilowymi, ktory uwzglednia struktur¢ weglanu. Oznaczono wptyw
enzymOw na przebieg badanej reakcji i stwierdzono, ze mieszanina pigciu wybranych enzymow
katalizuje reakcje o wiele efektywniej niz kazdy z tych enzymow oddzielnie. Jest to przyktad
pierwszego multienzymatycznego systemu, ktory efektywnie i enancjoselektywnie Katalizuje
reakcje estryfikacji kwasow karboksylowych.

W drugiej czgsci wykonano badania nad zastosowaniem ortoestrow trialkilowych do
estryfikacji pochodnych kwasow 3-arylo-4-pentenowych. Wykonano badania optymalizacyjne
uwzgledniajace wptyw budowy donora grupy alkoksylowej oraz biokatalizatora na przebieg
reakcji. Opracowano warunki enzymatycznego rozdziatu kinetycznego (EKR) otrzymujac
nieracemiczne i enancjomerycznie czyste estry badanych kwasow.

W trzeciej czesci wykonanych badan opracowang powyzej metodologie wykorzystano do
enzymatycznego  rozdzialu  kinetycznego  kwaséw  3-hydroksy-3-arylopropanowych.
Zoptymalizowano warunki EKR dobierajac odpowiedni rozpuszczalnik organiczny, biokatalizator
oraz donor grupy alkoksylowej. Nastepnie wykonano badania nad rozszerzeniem opracowanego
EKR do enzymatycznego dynamicznego rozdziatu kinetycznego (EDKR). W tym celu w
pierwszym etapie wykazano, ze mozliwa jest chemoselektywna racemizacja chiralnego kwasu 3-
hydroksy-3-arylopropanowego  kompleksami ~ metali  grup  przejsciowych.  Natomiast
enancjomerycznie czysty ester tego kwasu w tych warunkach nie ulega racemizacji. W kolejnym
etapie zoptymalizowano warunki reakcji EDKR, w ktorych otrzymano enancjomerycznie czyste
estry z wydajnoscia dwukrotnie wyzsza niz w EKR (powyzej 80%). Jest to pierwszy przyktad
EDKR racemicznych kwasoéw 3-hydroksy-3-arylopropanowych.

Zaletami opracowanych procedur jest tatwo$¢ wydzielenia i oczyszczenia produktu,
mozliwos$¢ regeneracji katalizatora metalicznego i biokatalizatora, niski koszt, wysoka wydajnosé¢
i enancjoselektywno$¢. Ponadto istnieje mozliwos¢ ponownego wykorzystania produktow
ubocznych reakcji (odpowiedniego alkoholu alkilowego i estru), czynigc proces praktycznie

bezodpadowym, co jest szczegdlnie wazne w przypadku syntez w skali technologicznej.
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Abstract

In this thesis the studies on the application of enzyme-enzyme nad enzyme-metal systems
in the synthesis of selected esters are presented. Target esters are valuable compounds in food and
cosmetic industry. Moreover, some of them are imoprtant building blocks in the synthesis of
biologically active compounds.

In the first part of the thesis the studies on application of dialkyl carbonates as alkoxy group
donors for the enzymatic esterification of carboxylic acids are shown. The impact of water
content on the reaction yield was examined. The alternative mechanism of enzymatic esterifiction
with dialkyl carbonates was proposed. The plausible pathway considered the carbonate structure.
The influence of biocatalyst on reaction course was determined. The obtained results indicated
that, the mixture of five enzymes is much more effective catalyst of the studied reaction than
single enzyme. This is the first example of the multienzymatic system, which effectively and
enantioselectively catalyses the enzymatic esterification.

In the second part the studies on the application of trialkyl orthoesters for enzymatic
esterification of 3-aryl-4-pentenoic acids are shown. The optimization studies of the process were
conducted, considering the influence of the alkoxy group donor structure, biocatalyst, time and
temperature on the reaction course. The enantiomerically enriched and enantiopure esters were
obtained under developed enzymatic kinetic resolution (EKR) conditions.

In the next part of the thesis, previously developed procedure was used for enzymatic
kinetic resolution of racemic 3-hydroxy-3-arylpropanoic acids. The optimization studies were
performed, considering the influence of alkoxy group donor structure, biocatalyst, solvent, time
and temperature on the re action course. Subsequently, the developed EKR protocol was extended
to enzymatic dynamic Kinetic resolution (EDKR) via introduction of the racemization catalyst
(transition group metal complex). At first, the studies on chemoselective racemization of 3-
hydroxy-3-arylpropanoic acid were conducted. Whereas, under the same reaction conditions, the
racemization of enantiomerically pure ester of studied acid did not occur. Next, EDKR protocol
was optimized, leading to enantiomerically enriched and enantiopure esters with twofold higher
yields than in EKR reactions (more than 80%). This is the first example of EDKR of racemic 3-
hydroxy-3-arylpropanoic acids.

The major advantages of developed procedures are the simplicity of product isolation and
purification, recovery of biocatalyst and metal catalyst, low cost, high efficiency and excellent
enantioselectivity. In addition, the possibility of reusability of byproducts (corresponding alky!l

alcohol and ester) recycling is crucial for the technological scale synthesis.
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1. Wstep

W ostatnich latach w przemys$le chemicznym szczegdlng uwage zwraca si¢ na
zastosowanie metod syntezy speilniajacych wymogi tzw. ,ziclonej chemii”.
Niejednokrotnie sg to metody na ogoét drozsze od tych powszechnie stosowanych,
zarowno w przypadku medium reakcyjnego jak i katalizatorow danej reakcje w skali
przemystowej. Dlatego kluczowym staje si¢ poszukiwanie nowych, efektywnych,
biodegradowalnych katalizator6w oraz takich, ktore moga by¢ uzywane wiclokrotnie.
Wymagania przemyslu chemicznego, w szczegdélnosci biorgc pod uwage rynek
medyczny, dotycza rowniez syntezy zwigzkow o wysokiej czystosci optycznej.! Grupa
katalizatorow posiadajacych zdolnos¢ do przeprowadzania takich przemian sa enzymy.
Biokataliza stata si¢ alternatywa dla tradycyjnych metod metalo- i organokatalizy w
syntezie organicznej?. Najczesciej stosowane sa enzymy z grupy hydrolaz, ktore optimum
aktywnosci katalitycznej osiggaja w warunkach wodnych. Niesie to za soba szereg
probleméw t. j.: regeneracja enzymu, ograniczona rozpuszczalno$¢ zwiazkow
organicznych w wodzie, problematyczne wydzielanie i oczyszczanie produktu reakciji,
sterylno$¢ $rodowiska reakcyjnego, utrzymanie statych warunkéw reakcji (pH) oraz
silniejsze oddziatywanie enzymu z innymi reaktantami np. katalizatorami metalicznymi,
ktéore moga inhibowa¢ jego dzialanie. Rozwigzywanie tych problemow w skali
technologicznej niesie za sobg ogromne naktady finansowe. Alternatywna metoda jest
prowadzenie rekcji w rozpuszczalnikach organicznych. Grupg enzyméw zdolng do
katalizowania reakcji m. in. hydrolizy, estryfikacji i acylowania w takich warunkach sa
lipazy (nalezace do grupy hydrolaz). Z punktu widzenia praktycznego zastosowania,
zaletg estryfikacji i hydrolizy jest tatwos¢ oddzielenia produktu od substratu. Natomiast
istotnym problemem w przypadku estryfikacju jest jej odwracalno$¢é. Metoda syntezy
estrow, ktora eliminowataby ten problem i jednocze$nie spelniataby wymagania ,,zielonej
chemii” bylaby niezwykle warto§ciowa w zastosowaniach syntetycznych. Opracowanie
wydajnej metodologii enzymatycznej estryfikacji byloby uzupelieniem znanych metod

rozdziatéw kinetycznych katalizowanych przez hydrolazy. Natomiast rozszerzenie

! (a) M. C. Nunez, M. E. Garcia-Rubino, A. Conejo-Garcia, O. Cruz-Lopez, M. Kimatrai, M. A. Gallo,A.
Espinosa, J. M. Campos, Curr. Med. Chem. 2009, 16, 2064-2074; (b) R. N. Patel, Coord. Chem. Rev.
2008, 252, 659-701; (c) H. Murakami,. Top. Curr. Chem. 2007, 269, 273-299; (d) R. N. Patel, Curr. Opin.
Drug Disc. Dev. 2006, 9, 741-764; (d) Patel, R. N. Curr. Org. Chem. 2006, 10, 1289-1321.

2a) U. T. Bornscheuer, G. W. Huisman, R. J. Kazlauskas, S. Lutz, J. C. Moore, K. Robins; Nature 2012,
485, 185; b) P. Clapés, X. Garrabou; Adv. Synth. Catal. 2011, 353, 2263; c) G. de Gonzalo, A. A. Orden, F.
R. Bisogno; Curr. Org. Chem. 2012, 16, 2598.
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procesu EKR (enzymatycznego rozdziatu kinetycznego) do EDKR (enzymatycznego,
dynamicznego rozdzialu kinetycznego) umozliwitoby przekroczenie 50% wydajnosci

procesu, co jest istotnym ograniczeniem rozdzialow kinetycznych.
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2. Enzymy w stereoselektywnej syntezie organicznej

Z uwagi na niesymetryczny charakter uktadow biologicznych, wigckszo$¢ zwigzkow
atywnych biologicznie jest chiralna, a ich dziatanie jest $SciSle zwigzane z konfiguracja
absolutng. Dlatego tez asymetryczna synteza organiczna cieszy si¢ nieslabngcym
zainteresowaniem od wielu lat. Istnieje szereg metod wykorzystywanych do syntezy

enancjomerycznie czystych czasteczek, ktore zestawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Metody wykorzystywane do otrzymywania zwigzkéw enancjomerycznie

czystych.
Metoda Zalety Wady Przyklad
dodatkowe etapy
(reakqe)_: reakcja aldolowa
N . wprowadzenia lub 3
pomocnik chiralny  bardzo wysoki ee S Evansa
usununiecia 4
2 sultam Oppolzera
pomocnika
chiralnego
waski zakres redukcja BINAL-H®
chiralny reagent bardzo wysoki de ¢ \ redukcja Alpine-
substratow 5
Borane
enomicon czasochtonna organokataliza’
chirainy katalizator " " sokiyee optymalizacja redukcja CBS®
y warunkow reakcji EKR, DKR

fizyczny rozdziat
enancjomerow

chiral pool

bardzo wysoka
czystos¢
enancjomeryczna

ee>99%

wydajnos¢ tylko do
50%

waski zakres

substratow ze
wzgledu na budowe

przestrzenng

hydrolityczny
rozdzial kinetyczny
Jacobsena’
sole
diastereomeryczne®
aminokwasy™
cukry'?

*A. N. Majid, M. H. V. Zadsirjan; J. Organomet. Chem. 2021, 932, 121629.
* L. Zhang, L. Zhu, J. Yang, J. Luo, R. Hong; J. Org. Chem. 2016, 81, 3890-3900.
5 J. M. Chong, E. K. Mar; J. Org. Chem. 1991, 56, 893-896.

® M. M. Midland; Chem. Rev. 1989, 89, 1553-1561

" David W. C. MacMillan; Nature 2008, 455, 304-308.

SE.J. Corey, C. J. Helal; Angew. Chem. Int. Ed., 1998, 37, 1986-2012.
°S. Kemper, P. Hrobarik, M. Kaupp, N. E. Schlsrer; J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 12, 4172-4173

19y, s. Sistla, J. von Langermann, H. Lorenz, A. Seidel-Morgenstern; Cryst. Growth Des. 2011, 11, 3761

3768.

L. M. Waykole, J. J. McKenna, A. Bach, M. Prashad, O. Repi¢, T. J. Blacklock; Synth. Com. 2007, 9,

1445-1454.

2 A, J. Wagner, D. Y. Zubarev, A. Aspuru-Guzik, D. G. Blackmond; ACS Cent. Sci. 2017, 3, 322-328.
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Badania wykonane w ramach realizacji niniejszej pracy skupiajg si¢ na zastosowaniu
enzymoOw (chiralnych katalizatoréw) w procesach EKR 1 EDKR.

Obecnie bardzo duza uwage przywiazuje si¢ do przyjaznych $rodowisku rozwigzan
technologicznych, rowniez w zakresie syntezy organicznej. Nieustannie poszukiwane sg
nowe, chiralne katalizatory, ktore umozliwialyby efektywna synteze¢ okreslonego
stereoizomeru produktu. Wtasnie takimi biokatalizatorami sg enzymy, ktorych budowa i
funkcje umozliwiaja otrzymywanie produktéw enancjomerycznie czystych®®. Wiele
enzymow nalezy do bialek ztozonych, ktore sktadaja si¢ z czesci biatkowej 1 zwigzanej z
nig grupy prostetycznej. Grupg prostetyczng moze by¢ polisacharyd, lipid, porfiryna lub
kation metalu'. W niektorych enzymach grupa prostetyczna zwigzana jest w sposob
odwracalny, wowczas cze$¢ bialkowa nosi nazwe apoenzymu, a niebiatkowa,
prostetyczna — koenzymuls. Réwniez w poréwnaniu z katalizatorami chemicznymi
roéznica mas czgsteczkowych jest bardzo duza (1000 Da, enzymy powyzej 10 kda).
Warunki reakcji katalizowanych przez enzymy sg zwykle tagodniejsze w porownaniu do
warunkow tradycyjnej syntezy organicznej, co jest wynikiem zmiany mechanizmu takiej
reakcji. Kazda reakcja chemiczna jest scharakteryzowana przez dwie wielkosci: statg
rownowagi i stata szybkosci reakcji. Sita napedowsa kazdej reakcji jest zmiana energii
swobodnej. Zmiang energii swobodnej dla reakcji katalizowanej i1 niekatalizowane;j
enzymatycznie przedstawia Rysunek 1'®. Przedstawia on profil dla spontanicznej reakgji
jednoetapowej (kolor niebieski) oraz dla reakcji przebiegajacej zgodnie z modelem

Michaelis-Menten (kolor czerwony).

13 8h. Shoda, H. Uyama, J. Kadokawa, S. Kimura, S. Kobayashi; Chem. Rev. 2016, 116, 2307—2413.
“ http//goldbook.iupac.org
15 Kafarski P., Lejczak B. Chemia bioorganiczna, PWN, Warszawa, 1994, 11 - 12.

1%a) Faber K. Biotransformations in Organic Chemistry, Springer — Verlag, Berlin, 1997; b) A. J. Kirby,
Angew. Chem. Int. Ed. 1996, 35, 707-724.
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gdzie: E — enzym; S — substrat; P — produkt; [ES]” - kompleks enzym — substrat (produkt posredni); [EP]” -
kompleks enzym — produkt (produkt posredni); TS, TS, — stany przejsciowe odpowiednio: reakcji

enzymatyczej i nieenzymatycznej; AG* - zmiana energii swobodnej — energia aktywacji reakcji.

Rysunek 1. Zmiana energii swobodnej dla reakcji katalizowanej i niekatalizowanej enzymatycznie®.

W trakcie reakcji enzymatycznej najpierw tworzony jest kompleks enzym — substrat
([ES]) poprzez stan przejéciowy (TSe — lokalne maksimum). Nastgpnie kompleks
enzym — substrat ulega przemianie w kompleks enzym — produkt ([EP]?) przez stan
przejsciowy o najwyzszej energii swobodnej (TS¢y). Roznica energii pomiedzy energia
stanu przejsciowego TSc, a energig substratow jest nazywana energig aktywacji reakcji
enzymatycznej (AG';). Kompleks enzym — produkt rozpada sie do produktu i enzymu
przez stan przejsciowy TScs. Nalezy zaznaczy¢, ze w przypadku reakcji niekatalizowane;j
enzymatycznie energia aktywacji jest zdecydowanie wyzsza (TSy).

Enzymy jako katalizatory cechuje szereg zalet, m. in.: wysoka specyficznos¢ substratowa.
Sa biokatalizatorami chemo - , regio — i enancjoselektywnymi, co wynika z ich budowy™"".
Centrum aktywne enzymu zawiera odpowiednio utozone grupy funkcyjne (grupy boczne
L-aminokwasow), ktore biorg bezposredni udzial w procesie katalitycznym. Ponadto
reakcje katalizowane przez enzymy przebiegaja w lagodnych warunkach tj.: ci$nienie
atmosferyczne, pH ok. 7 i temperatury 20-35°C. Enzymy sa homochiralnymi
katalizatorami, ktore rozpoznaja poszczegolne enancjomery racemicznych substratow, co

jest wykorzystywane w enzymatycznym rozdziale kinetycznym.

Y Dranz H., Waldman M. Enzyme Catalysis in Organic Synthesis, Wiley VCH, Weinheim, 2002.
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2.1. Enzymatyczny rozdzial kinetyczny

Historycznie reakcje EKR-u majg swoj poczatek juz w XIX wieku. Louis Pasteur
dodat do roztworu winianu amonowego mikroorganizmy z rodzaju Penicilium glaucum,

ktore zmetabolizowaty (,,skonsumowaty”) tylko jeden z enancjomerow.

Natomiast
ponad 30 lat pdzniej Emil Fischer potraktowal mieszanie racemczng (D, L)-heksozy
drozdzami, ktore metabolizowaty enancjomer D*°. Niemniej jednak intensywne badania
w zakresie biokatalizy rozpoczely sie wiele lat pdzniej. Z punktu widzenia chemika

idealny rozdziat kinetyczny powinien spetnia¢ nastepujace warunki:

e produkt jest otrzymywany z iloSciowa wydajnos$cig oraz ee>99%,
e substrat oraz katalizator powinny by¢ tanie i tatwo dostepne,

e czas reakcji powinien by¢ krotki,

e latwa izolacja i oczyszczanie produktu,

e reakcja powinna by¢ powtarzalna,

e zakres substratowy powinien by¢ szeroki.

W praktyce jednak najwazniejszy jest taki dobor warunkow, aby mozna bylo tatwo
wydzieli¢ substrat, jak 1 produkt; tatwodostgpny 1 odnawialny katalizator, a takze wysoka
enancjoselektywnos¢ reakcjizo.

Ostatni punkt jest ,naturalng” cecha enzyméw, poniewaz sa one zbudowane z L—
aminokwasow. Oznacza to, ze oddzialywanie enzym-substrat jest oddzialywaniem
diasterecizomerycznym. To decyduje o enancjoselektywnos$ci i diastercoselektywnosci
reakcji. Jezeli substratem reakcji jest racemat, czyli réwnomolowa mieszanina
enancjomerow (Sg i Ss)** wtedy gtownym produktem reakcji moze byé tylko jeden z
enancjomerdéw (Pr lub Ps). Nadmiar enancjomeryczny substratu (e.e.s) i produktu (e.e.p)
zgodnie z definicja jest to stosunek roznicy ilosci enancjomeréw odpowiednio substratu

(Ss i Sr) 1 produktu(Ps i Pg) do ich sumy pomnozony przez 100%.

8¢, R. Pasteur Hebd. Seances Acad. Sci. 1858, 46, 615.

9 E. Fischer Ber. Dtsch. Chem. Ges. 1890, 23, 370.

2 J. M. Keith, J. F. Larrow, E. N. Jacobsen; Adv. Synth. Catal. 2001, 343, 5-26.
2l R, E. Gawley JOC 2006, 71, 2411-2416.

*H. B. Kagan, J. C. Fiaud; Top. Stereochem. 1998, 18, 249-330;
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[ESs]”

ks
[ESs———> E+Pg AG

|

Sg + Sgr
E

E

kr
[ESR—— E + PR

AGS - AG: = AAG” = -RTInYA = RTINE
Z:]

Schemat 1. Reakcja katalizowana enzymatycznie. Substrat S jest rownomolowa mieszaning enancjomerow.

Schemat 1 przedstawia rozklad energii Swobodnej dla tworzacych si¢
diastereomerycznych produktéw posrednich dla obydwu enancjomeréw ([ESs]” i [ESr]).
Z punktu widzenia termodynamiki reakcji enancjoselektywno$¢ wynika z roznicy
pomiedzy energig aktywacji tworzenia si¢ [ESs]” i [ESr]".

Enancjoselektywnos$¢ reakcji enzymatycznej (E) jest parametrem bezwymiarowym i

zostata zdefiniowana przez réwnania Siha?*:

[e.e.p (1 —e.e.5)]

_In[(1-c)(1—-e.eg)] _In[1-c(1+eep)] _1n (e.epte.eg)
LE= In[(1-c)(1+e.es)] 2. E= In[l—c(1—-e.ep)] 3. E= In [e.ep (1 +e.eg)]
(e.e.pte.eg)
gdzie: e.e.p = 2SR — 355%

e.ec=
Ps+Pg'’ S T Sg+Sg

Najczesciej wykorzystywane sg wzory 1 1 2, ktore uwzgledniajg stopien konwersji reakcji
c. Jezeli wyznaczenie konwersji reakcji nie jest mozliwe, enancjoselektywnos¢ reakeji
wyznaczamy ze wzoru 3. Bardzo wazne jest, aby przy obliczeniach poda¢ wzor, z ktorego
korzystano. Warto$¢ E reakcji ponizej 15 oznacza, Zze ta reakcja ma ograniczone
zastosowanie praktyczne. Jezeli warto$¢ E zawiera si¢ w przedziale 15 — 30 mozna uznad
ja za dobrg, natomiast powyzej 100 za doskonata.

Opisany powyzej EKR ze wzgledu na szerokie spektrum substratowe jest swietnym
narzgdziem stosowanym Ww syntezie asymetrycznej. Niemniej jednak ma swoje

ograniczenia t. j.: maksymalna wydajnos¢ nie moze przekroczy¢ 50%. Problemem jest

2 a) Chen, C.-S.; Fujimoto, Y.; Girdaukas, G.; Sih, C. J.; J. Am. Chem. Soc. 1982, 104, 7294-7299; b)
Chen, C.-S.; Wu, S.-H..; Girdaukas, G.; Sih, C. J.; J. Am. Chem. Soc. 1987, 109, 2812-2817.
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takze odwracalno$¢ reakcji katalizowanych enzymami, co ma duze =znaczenie
(szczegoblnie w skali technologicznej) m. in. w bezposredniej enzymatycznej estryfikacji

kwasow karboksylowych.

2.2. Bezposrednia enzymatyczna estryfikacja kwasow karboksylowych

Bezposrednia estryfikacja kwasow jest procesem wymagajagcym zastosowania
drastycznych ~ warunkéw  (katalizator, wysoka temperatura) pod wzgledem
technologicznym (Schemat 2). Ponadto woda tworzaca si¢ w trakcie reakcji
zdecydowanie przesuwa jej rownowage w kierunku substratow. Aby otrzymywaé
produkty takich reakcji z wysokimi wydajnosciami, nalezy usuwaé¢ wode z mieszaniny
reakcyjnej. Mozna to uzyskaé poprzez zastosowanie czynnikoéw chemicznych 1

fizycznych?.

kat
—— R4COOR;, + H,0O
AT

R,COOH + R,OH

Schemat 2. Estryfikacja kwasow karboksylowych.

Uzycie enzyméw do reakcji estryfikacji jest mozliwe, ale wymaga zastosowania
warunkow bezwodnych (rozpuszczalnikow organicznych). Grupa enzymoéw zdolnych do
przeprowadzania reakcji w takich warunkach sg lipazy [EC 3.1.1.3]. W naturze katalizuja
one hydrolize triglicerydow do kwasoéw ttuszczowych i glicerolu, w praktyce staty si¢
najczeSciej uzywanymi enzymami w laboratoryjnej syntezie organicznej oraz
przemysle®. Lipazy sa bardziej stabilne i wykazuja nowe wiasciwosci katalityczne, takie

"% w rozpuszczalnikach organicznych. Szczegdlne znaczenie

jak ,,pamie¢ molekularna
miato odkrycie, ze selektywno$¢ reakcji katalizowanych przez enzymy, w tym

substratowa, stereo, regio- i chemoselektywno$¢ moze ulega¢ znacznym zmianom w

24 J. Otera, J. Nishikido; Esterification: Methods, Reactions, and Applications, 2nd Edition, 2009, Chapter
1, 3-157.

% 3) F. Secundo, G. Carrea; J. Mol. Catal. B: Enzym. 2002, 19-20, 93; b) G. Soberon-Chavez, B. Palmeros;
Crit. Rev. Microbiol. 1994, 20, 95; c) A. Ghanem; Tetrahedron 2007, 63, 1721; d) S. Cherif, S. Mnif, F.
Hadrich, S. Abdelkafi, S. Sayadi; Lipids Health Dis. 2011, 10, 221; e) M. Breuer, K. Ditrich, T. Habicher,
B. Hauer, M. KeBeler, R. Stiirmer, T. Zelinski; Angew. Chem. Int. Ed. 2004, 43, 788

% A. M. P. Koskinen, A. M. Klibanov, (eds) Enzymatic Reactions in Organic Media, Blackie-Pergamon,
London, 1996.
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przypadku reakcji prowadzonych w warunkach bezwodnych?’. Wynika to m. in. z faktu,
ze wowczas zmianie ulega struktura przestrzenna biatka (enzymu). Obecnos¢ wody lub
jej brak w medium reakcyjnym moze determinowac przebieg reakcji enzymatycznej. W
warunkach wodnych enzymy takie jak: lipazy, esterazy i proteazy katalizuja reakcje
hydrolizy estréw do odpowiednich alkoholi i kwaséw®. Mechanizm dziatania triady

katalitycznej w reakcji katalizowanej przez enzymy przedstawiono na Schemacie 3.

Triada katalityczna Kompleks Enzym - Substrat [ES]
Asp Asp r! R? H
S OrH—
iy 0 Py o} G-
o@0 -0 rt 00 ,
" - H ﬁ o) R? ! .H--O
| /“\\N 1 /QN
H~nN Ser —m—— 0080~ H-N' @
7% % Ser
His His
1
R!
R? “XH o
H
Asp o
Asp 3 RZ_H
A R\*\’/glﬁ_ e o»\ o
O (O] O t © ]
! _H--O ! /=N 7
/=N —_— H-N
H-Ne R3-XH )  ser
= Ser -
His Hiz
Kompleks Enzym - Produkt [EP] Acylowany Enzym [AE]

R3XH= H,0, R30H, R3SH, R3NH,

Schemat 3 Mechanizm dziatania triady kalitycznej na przykladzie lipazy z P. aeruginosa.

W pierwszym etapie reakcji katalizowanej przez lipaz¢ substrat dyfunduje do centrum
aktywnego enzymu, w ktérym oddzialuje z grupami funkcyjnymi triady katalityczne;.
Nastepnie poprzez tetraedryczny stan przejSciowy [ES], tworzy si¢ produkt posredni;
acylowany enzym [AE]. W nastgpnym etapie reakcji aktywowany produkt posredni w
warunkach wodnych (R*XH=H,0) moze ulegaé hydrolizie, tworzac kolejny tetraeryczny
stan przejsciowy [EP]. W warunkach bezwodnych dodatek silniejszego nukleofila
(R*’XH= R’0OH, R*NH,, R3SH) t.j.: alkoholu, aminy czy tiolu prowadzi do powstania
produktu reakcji transestryfikacji, aminolizy i tiotransestryfikacji’®. Reakcja odwrotna do

77 A. M. Klibanov, Nature, 2001, 409, 241-246.
2 R. D. Schmid, R. Verger Angew. Chem. Int. Ed., 1998, 37, 1608-1633.
¥ M. T. Reetz; PNAS 2004, 101, 5716-5722.
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hydrolizy jest reakcja estryfikacji, ktéra wymaga usuwania czgsteczki wody z medium
reakcyjnego.

Usuwanie wody w reakcjach enzymatycznych musi by¢ przeprowadzane w tagodnych
warunkach, tak aby zachowac aktywno$¢ enzymu. Jedng z mozliwosci przesuwania
rownowagi reakcji w kierunku produktu jest zastosowanie czynnikéw wigzacych wode,
ktorymi sg sita molekularne. Uzyto ich w reakcji syntezy estrow kwasu akrylowego oraz
mono— i disacharydow: D-fruktozy, D-ksylozy, D-glukozy i D-maltozy. Reakcje
prowadzono w t-butanolu, temperaturze 55 °C i w ciagu 48 godzin, natomiast jako
katalizator zastosowano immobilizowang lipaz¢ z Candida antarctica. Dodatek sit
molekularnych spowodowal wzrost wydajno$ci procesu poprzez usuwanie tworzacych sie
czasteczek wody®®. Niemniej jednak autorzy badan w kazdej z badanych reakji
otrzymywali kilka produktow monoakrylowania, diakrylowania i triakrylowania.

Duze znaczenie przemystowe ma enzymatyczna estryfikacja kwasu mlekowego. Estry
tego kwasu sg bardzo czgsto wykorzystywane jako rozpuszczalniki, ktére bardzo szybko
ulegaja biodegradacji. Ponadto kwas mlekowy i jego estry sg stosowane w przemysle
kosmetycznym ze wzgledu na wiasciwoéci zluszczania naskorka®. Estry te mozna
otrzymac¢ klasycznymi metodami chemicznymi, ktore jednak nie sg efektywne. Kwas
mlekowy jest a-hydroksykwasem, zatem zaro6wno grupa hydroksylowa, jak i
karboksylowa moga zachowywaé si¢ jako nukleofile. Przy zastosowaniu metodologii
opartej na klasycznej syntezie organicznej zachodzi polimeryzacja kwasu mlekowego.
Jest to zwigzane z wysoka temperaturg oraz niskim pH prowadzenia takich reakcji.
Zastosowanie lipaz jako katalizatorow do estryfikacji wymagato doboru odpowiednich
warunkow tej reakcji, tak aby uzyska¢ produkt niespolimeryzowany. Glownym
parametrem wptywajacym na efektywnos$¢ procesu byt dobor rozpuszczalnika (Schemat
4).

% 3. Tsukamoto, S. Haebel, G. P. Valenca, M. G. Peter, T. T. Franco; J. Chem. Tech. Biotech., 2008, 83,
1486 — 1492.
%1 R. C. Tung, W. F. Bergfeld, A. T. Vidimos, B. K. Remzi; Am J Clin Dermatol. 2000, 2, 81-88.
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o 9) Novozym 435 0

%OH RCOOH OH rozp., EtOH \‘)J\
enzym OFEt

O__R OH 30°C, 24 godz.

\n/ OH
o
L-2.2B L-21 L-2.2A

rozpuszczalnik: aceton, acetonitryl, 1,4-dioksan, tetrahydrofuran, n-heksan

Schemat 4. Enzymatyczna estryfikacja kwasu L-mlekowego (L-2.1).

Mleczan etylu (L-2.2A) z najwicksza wydajnoscia uzyskano w acetonie, ktory ma dwie,
bardzo wazne z technologicznego punktu widzenia, zalety: bardzo dobrze rozpuszczat
kwas i nie powodowat denaturacji biokatalizatora - immobilizowanej lipazy z Candida
antarctica (Novozym 435)*. Wyzej opisana estryfikacja kwasu L-mlekowego jest stale
badana. Odmiennym zagadnieniem jest estryfikacja grupy hydroksylowej kwasu (L)-
mlekowego (Schemat 4, produkt L-2.2B). Najczg¢sciej donorem grupy karboksylowej sa
kwasy tluszczowe lub pochodne cukrow. Praktycznie w kazdym przypadku pojawia si¢
problem polimeryzacji kwasu L-mlekowego. Jako substrat uzywany jest
enancjomerycznie czysty kwas L-mlekowy™.

Enzymatyczna estryfikacja kwaséw jest rowniez wykorzystywana w syntezie
niejonowych biosurfaktantow, zbudowanych z cukrow i kwasow tluszczowych. Metody
chemiczne syntezy sa dla tej grupy zwiazkéw mniej uzyteczne, poniewaz charakteryzuja
sie niska regioselektywnoscig. Jako substraty wykorzystano kwasy tluszczowe: oleinowy,
stearynowy, laurynowy i mirystynowy oraz mono— i dicukry. Uzyskano estry
wodorowegglanow i kwasow thuszczowych z dobrymi wydajnosciami i wysoka
regioselektywnosciag. Najlepsze wyniki uzyskano w rozpuszczalnikach o umiarkowanej
polarnosci oraz z zastosowaniem C—6-regioselektywnych lipaz immobilizowanych jako
biokatalizatorow™”.

Do enzymatycznej reakcji estryfikacji mozna wykorzystywaé enzymy o wlasciwosciach
proteolitycznych. Przykladem takiego enzymu jest subtylizyna, ktora takze katalizuje
estryfikacj¢ N—zabezpieczonych aminokwasow. W tym przypadku specyficzne tworzenie
C®—karboksylo—3-hydroksypropylowych lub 4-hydroksypropylowych  estrow

% S. Hasegawa, M. Azuma, K. Takahashi; J. Chem. Tech. Biotech., 2008, 83, 1503 — 1510.

%% a) C. Torres, C. Otero Part | Enzym Microb Technol. 1999, 25, 745-752; b) S. Hasegawa, M. Azuma, K.
Takahash; J. Chem. Technol. Biotechnol. 2008, 83, 1503-1510; ¢) Z. Findrik, G. Németh, L. Gubicza, K.
Bélafi-Bako, . Vasi¢-Racki; Bioprocess and Biosystems Engineering 2012, 35, 625-635.

%4 Sh. W. Chang, J. F. Shaw; New Biotech., 2009, %, 109 - 116.
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odpowiednich aminokwasow lub peptydow zachodzi w stezonym roztworze 1, 3—
propanodiolu lub 1,4-butanodiolu. Specyficzno$¢ substratowa subtylizyny w reakcji
estryfikacji jest analogiczna do tej w hydrolizie proteolitycznej®. Reakcja estryfikacji jest
stereospecyficzna (D—aminokwasy nie ulegaja estryfikacji) oraz regiospecyficzna (grupy
karboksylowe w tancuchu bocznym aminokwasow nie sg estryfikowane). Ponadto ta
metoda ma zastosowanie w estryfikacji nie tylko pojedynczych aminokwasow i krotkich
peptydow, ale takze dla biatek takich jak: neurotensyny czy endoteliny. Niezmiernie
istotna jest ilo§¢ wody dodanej do medium reakcyjnego, poniewaz:

J zbyt mata ilo$¢ wody dezaktywuje enzym,

o zbyt duza ilo$¢ wody przesuwa rownowage reakcji w stron¢ substratow.

Zaroéwno w przypadku pojedynczych aminokwasow, jak i peptydow estry otrzymywano z
bardzo dobrymi wydajnos$ciami.

Rekacje estryfikacji moga zachodzi¢ réwniez bez uzycia rozpuszczalnika (solvent — free
system, SFS), czego przyktadem jest wytwarzanie syntetycznych lubrykantow z kwasow
tluszczowych i alkoholu oleinowego®. Ciekawym przyktadem wykorzystania
enzymatycznej metody estryfikacji kwasow karboksylowych w systemie SFS jest
wytwarzanie poliestrow, ktore byty niegdys$ otrzymywane jedynie w procesie fermentacji.
Obecnie stosuje si¢ izolowane enzymy, dzigki ktorym mozliwe jest przeprowadzenie
reakcji polimeryzacji z wyzszg regioselektywnoscig. Polikondensacja kwasow
dikarboksylowych i dioli moze by¢ katalizowana przez lipazy. Przyktadem takiego
procesu jest polikondensacja kwasow dikarboksylowych i dioli katalizowana przez lipaze
z Aspergillus niger. W celu zwigkszenia masy czasteczkowej poliestrow reakcje
prowadzono w prézni oraz stosowano rozpuszczalniki wysokowrzace, m. in. eter
difenylowy. W przypadku polikondensacji kwasow dikarboksylowych i glikoli
otrzymywano poliestry o masie czagsteczkowej wigkszej niz 40000 Da. Polikondensacja w
systemie SFS w przypadku reagentow alifatycznych dawata znakomite rezultaty w
tagodniejszych warunkach niz w przypadku polikondensacji w rozpuszczalnikach
organicznych®’.

Opisane powyzej reakcje nie sa klasycznym przyktadem EKR. Uzyte substraty tych
reakcji sa achiralne lub enancjomerycznie czyste, zatem po reakcji ma miejsce retencja

konfiguracji na centrum stereogenicznym.

% Ch. —F. Liu, J. P. Tam; Org. Lett., 2001, 3, 4157 — 4159.

% Chaibakhsh N., Rahman M. B. A., Abd — Aziz S., Basri M., Salleh A. B., Rahman R. N. Z. J. Ind.
Microbiol. Biotechnol., 2009, 36, 1149 — 1155.

%7 Sh. Kobayashi; Macromol. Rapid Comm., 2009, 30, 237 — 266.
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Ze wzgledu na ograniczenia (odwracalno$¢) klasycznej estryfikacji enzymatycznej, jej
zastosowanie w rozdziale kinetycznym zwigzow biologicznie aktywnych jest niewielkie.
Usztywnienie konformacji centrum aktywnego enzymow w rozpuszczalnikach
organicznych bardzo czegsto utrudnia dopasowanie enzymu do substratu, przez co
katalizowanie reakcji estryfikacji kwasow pochodzenia nienaturalnego staje si¢ bardzo
trudne. W takim wypadku kluczowy staje si¢ dodatek odpowiednich substancji, ktore
beda modulowaty usztywnienie centrum aktywnego. Przyktadem takiej reakcji jest
estryfikacja kwasow 2—(4—podstawionych—fenoksy)—propanowych rac-2.3.
Enancjoselektywnos$¢ tej reakcji katalizowanej lipazami zdecydowanie wzrasta po
dodaniu wodnego roztworu soli sodowej siarczanu dodecylu (SDS) do medium

reakcyjnego — eteru i-propylowego (Schemat 5)%.

O O
o
/©/ %OH n-BuOH, iPr,O _ O\:)J\OBU
R lipaza Candida rugosa, R 2
T=37°C, SDS
rac-2.3 (S)-2.4

Schemat 5. Enzymatyczna estryfikacja kwasow rac-2.3.

W tych warunkach wzrasta elastyczno$¢ konformacyjna centrum aktywnego enzymu, co
zostalo potwierdzone przez wykonanie widm ESR (paramagnetycznego rezonansu
jadrowego). Enancjoselektywnos¢ reakcji prowadzonych bez dodatku SDS byta
zdecydowanie nizsza.

Kolejnym przyktadem jest estryfikacja enzymatyczna w cieczach jonowych39, ktére w
tym wypadku zastosowano jako bardziej przyjazne $rodowisku (w poréwnaniu do
typowych rozpuszczalnikéw organicznych) medium reakcyjne (Schemat 6). Reakcjom
estryfikacji n-butanolem poddano racemiczny kwas 2-chloropropionowy (rac-2.5). Jako
biokatalizator zastosowano lipaze z Candida rugosa. Otrzymano enancjomerycznie

wzbogacony ester butylowy kwasu 2-chloropropionowego (R-2.6).

%M. Nishimura., R. Kudo, R. Matsumi, K. Watanabe, Y. Ebara; Chem. Lett., 2001, 912 — 913.
** L. Gubicza, N. Nemestothy, T. Frater, K. Bélafi-Baké; Green Chemistry, 2003, 5, 236-239.
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rac-2.5 R-2.6 S-2.5

Warunki reakc;ji:
Lipaza z Candida rugosa, rozp. org./ciecz jonowa

Schemat 6. Estryfikacja kwas rac-2-chloropropionowy (rac-2.3) w cieczach jonowych

Przyktadem zastosowania lipaz w stereokontrolowanej syntezie zwigzkow biologicznie
aktywnych jest otrzymywanie Ketorolaku (Toradol™) (Schemat 7). Zwiazek ten jest
niesteroidowym  peptydomimetykiem  przeciwzapalnym, bedacym  inhibitorem
cyklooksygenazy.®® Jedynie enancjomer (-)-(S) Ketorlaku (S-2.7) wykazuje pozadana
aktywno$¢ Dbiologiczng, podczas gdy enancjomer (R) nie wykazuje dziatania

. . , . 41
terapeutycznego i moze powodowac krwawienie z przewodu pokarmowego.

0 0
I\ op _ROH. CALB_ I N oH
N “DCM, 34°C * N
o) o)
st

rac-2.7 S-2.7

Schemat 7. Enzymatyczna estryfikacja rac-Ketorlaku.

W celu otrzymania enancjomerycznie czystego (S)-Ketorolaku, zastosowano lipaze z
Candida antarctica do rozdziatu kinetycznego mieszaniny racemicznej tego zwiazku.*?
Biologicznie aktywny Ketorlak otrzymano z 99% nadmiarem enancjomerycznym.

Drugim przyktadem jest synteza S-Fluribuprofenu (S-2.8) (Schemat 8)*

O (0] (0]
OH CSL, MeOH OMe OH
) WA - WY
a %
F F F
rac-2.8 R-2.9 S-2.8

a: ciecz jonowa, 10-48 godz., 50°C

Schemat 8 Enzymatyczna estryfikacja (rac)-Fluribuprofenu (S, R-2.8).

%0 J. Mee, C. Allison, J. Koshiver, C. Brown, Pharmacotherapy 1980, 6, 253.

*1 E. Mroszczak, D. Comb, M. Chaplin, I. Tsina, T. Tarnowski, C. Rocha, Y. Tam. A. Boyd, J. Young, L
Depass, J. Clin. Pharmacol. 1996, 36, 521.

“2Y.H. Kim, C. S. Cheng, S. H. Lee, K. S. Kim, Tetrahedron: Asymmetry 2001, 12, 1865.

* R Zhao, X. Zhang, L. Zheng, H. Xu, M. Li; Green Chem. Lett. and Rev. 2017, 10, 23-28.
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Reakcje byly katalizowane lipaza z Candida sp. Czas reakcji zalezat od uzytej cieczy
jonowej. Natomiast wyniki badan byly do$¢ intrygujace, poniewaz S-Fluribuprofen
otrzymano z ee wynoszacym 99% przy wydajnosci 62%, co w reakcji EKR nie jest

mozliwe.

2.3. Enzymatyczna desymetryzacja kwasow dikarboksylowych i ich bezwodnikow

Enzymatyczna estryfikacja kwasow dikarboksylowych o strukturze symetrycznej
jest czesto stosowana w reakcjach desymetryzacji odpowiednich mezo i prochiralnych
pochodnych tych kwasow. Jest to proces nazywany enzymatyczng enancjoselektywng
desymetryzacja (EED). Dobrym przyktadem EED jest enzymatyczna estryfikacja 3—

hydroksykwasu glutarowego (meso-2.10) alkoholami (Schemat 9)*.

O OR O
1
HO OH a HO OR
meso-2.10 S-2.11

a: rozpuszczalnik, 30°C, 24 godz., R'OH
R=TBS
R'=Me, Et, i-Pr, n-Pr, i-Bu, t-Bu, n-Bu

Schemat 9. Estryfikacja 3—hydroksykwasu glutarowego meso-2.10.

Zwigzek ten stanowi wazny fragment farmakoforu statyn (Atovastatyny 1
Pitavastatyny)*. Omawiana metoda otrzymywania tej klasy zwiazkow ma liczne zalety:
duze stgzenia substratbw w medium reakcyjnym, tatwos¢ wydzielania i oczyszczania
produktow reakcji, ktére mozna uzyska¢ z wysoka enancjoselektywnoscia oraz
mozliwos¢ regeneracji rozpuszczalnikow organicznych. Reakcje prowadzono w
rozpuszczalniku organicznym z wykorzystaniem Novozymu 435 (Schemat 9). Alkohole
wykorzystane jako substraty do reakcji zaproponowano na podstawie badan struktury
molekularnej centrum aktywnego enzymu. Wykonane eksperymenty potwierdzity wyniki

uzyskane w trakcie modelowania molekularnego: alkohole z duzymi grupami bocznymi

* B. Wang, J. Liu, X. Tang, Ch. Cheng, H. Yu; Tetrahedron Lett. 2010, 51, 309-312
*y. Kawai, R. Sato-Ishida, A. Motoyama, K. Kajinami; Drug Design, Development and Therapy 2011, 5,
283-297.
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nie ulegaly reakcji estryfikacji z pochodnymi kwasu glutarowego (cykloheksanol, 2-
fenyloetanol,  fenylometanol). Produkt S-2.11 z najwyzszym nadmiarem
enancjomerycznym (e.e.=98%) otrzymano w reakcji z i-propanolem i n-propanolem.
Kolejnym przyktadem EED jest estryfikacja bezwodnikéw kwasu 3—aryloglutarowego,

zilustrowana na Schemacie 10%.

R2
R' R? R?
R? R’
lipaza .
—_—
a o) o) o Y o
HO OR3 HO)J\/\/U\OR3
(@] O (@]
meso-2.12 S-2.13 R-2.13
a-e a-e a-e
R3: Me, Et, Bu, Bn, Allil a: 2-46 dni, eter i-propylowy, 22°C
a:R'=R?=H

b:R'=CI,RZ=H
c:R'"=0Me, R2=H
d:R'=R2=ClI
e:R'=F,R?=H

Schemat 10. Enzymatyczna desymetryzacja bezwodnikow kwasu 3—aryloglutarowego (meso-2.12).

Wykonano badania stosujagc immobilizowane i natywne enzymy. Uzyskane wyniki
wskazaly, ze kinetyka reakcji katalizowanych enzymami immobilizowanymi byla
korzystniejsza. Najlepsze rezultaty uzyskano dla niepodstawionego bezwodnika kwasu
fenyloglutarowego (meso-2.12a) jako substratu w eterze i-propylowym. Produkt S-2.13a
otrzymano z nadmiarem enancjomerycznym wynoszacym 78% w reakcji katalizowanej
Novozymem 435. Natomiast produkt R-2.13a z nadmiarem enancjomerycznym 77% w
reakcji katalizowanej przez lipaz¢ Amano PS-C. W obydwu przypadkach bezwodnik
meso-2.12a estryfikowano etanolem (R® = Et). W tym przypadku problem odwracalnosci

estryfikacji wyeliminowano poprzez zastosowanie bezwodnika jako substratu reakcji.

“® A. Fryszkowska, M. Komar, D. Koszelewski, R. Ostaszewski Tetrahedron: Asymmetry, 2005, 16, 2475 —
2485.
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2.4. Zastosowanie innych donorow grupy alkoksylowej w enzymatycznej estryfikacji

kwaséw karboksylowych

Klasyczny wariant enzymatycznej estryfikacji polega na reakcji kwasu
karboksylowego i alkoholu, w czasie ktorej powstaje czasteczka wody. Ze wzgledu na to
rOwnowaga procesu przesuni¢ta jest na korzy$¢ substratdw, co znacznie ogranicza
zastosowanie metody w przemysle. Dlatego tez stosuje si¢ modyfikacje warunkéw reakcji
poprzez wprowadzenie czynnikéw fizycznych (sita molekularne itp.)* oraz chemicznych
(np. ortoestrow)”®.

Problem ten probowal rozwiazaé Morrone ponad dwie dekady temu*. Zaproponowat
uzycie jako substratow kwasow karboksylowych, alkoholi oraz odpowiednich
ortomrowczanOw 1 ortooctanéw. Zgodnie z koncepcja zaproponowang w literaturze,
pokazang na Schemacie 11, dodatek ortoestru przesuwa rownowage reakcji w kierunku
tworzacego si¢ estru, poniewaz woda powstajaca w reakcji estryfikacji jest zuzywana w
reakcji hydrolizy ortoestru. Ponadto w celu zapoczatkowania reakcji do mieszaniny
nalezato doda¢ odpowiedni alkohol, ktory reagujac z kwasem karboksylowym tworzy

odpowiedni ester i czasteczke wody.

e} ) (@]
)J\ lipaza )j\
R” oy * R'OH — > R70oR' + H0
i 1 - R _<OR1 + H,0
+ 2R'OH R'O 2
1
H OR OR'

Schemat 11. Przebieg reakcji EKR z wykorzystaniem ortoestroOw zaproponowany przez Morrone.

Omowiong metodologi¢ zastosowano do rozdziatu kinetycznego mieszanin racemicznych

Fluribuprofenu (rac-2.14) oraz kwasu walerianowego (rac-2.16) (Schemat 12).

*"\/an der Waal, J. C.; H. van Bekkum H.; Journal of Porous Materials 1998, 289-303.

*8 Mezheritskii, V. V.; Olekhnovich, E. P.; Dorofeenko G. N.; Rus. Chem. Rev. 1973, 392-411.

*9a) Morrone, R.; Piattelli, M.; Nicolosi, G.; Eur. J. Org. Chem. 2001, 1441-1443; b) US Patent 6953678
B1; c) EP Patent 1196622 B1.
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COOH COOR COOH
HC(OR)3;, ROH
O E Novozym, MeCN, 45°C
R)-2.15

rac-2.14 S)-2.14
€e=95-98%

/\}\ HC(OR)3, ROH /\/L
.
COOH ~">CO0R COOH

CRL, heksan, 45°C

rac-2.16 (S)-2.17 (R)-2.16
ee=97-98%

Schemat 12. EKR mieszanin racemicznych fluribuprofenu (R, S-2.14) i kwasu walerianowego (R, S-2.16).

Okazato si¢, ze dodanie ortoestrow do mieszanin reakcyjnych wyraznie wplywa na
kinetyke i enancjoselektywno$¢ obu reakcji. W przypadku estryfikacji kwasow
alkoholami warto$¢ nadmiaru enancjomerycznego kwasow (S)-2.14 i (R)-2.16 maleje w
czasie. Natomiast w przypadku estryfikacji kwasow ortoestrami warto$¢ nadmiaru
enancjomerycznego wzrasta w miar¢ postepu reakcji. Wartos¢ nadmiaru
enancjomerycznego kwasu (S)-2.14 wzrasta w przypadku ortoestrow zawierajacych
krotsze tancuchy alkilowe. Dla kwasu (R)-2.16 najlepsze wyniki uzyskano w reakcji z
ortomrowczanem tributylowym. Ponad 10 lat pozniej w zespole XX ICHO PAN
opracowano synteze¢ optycznie czynnych estrow kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (2.18)50
Przeprowadzono optymalizacje warunkow reakcji badajac wpltyw: rozpuszczalnika,

enzymu i donora grupy alkoksylowej (ortoestru 2.20) (Schemat 13).

Ze) rozpuszczalnik
40°C, 24 godz.
OH onzym © OEt +
RC(OEt); (2.20) R)-2.18

rac-2.18 (S)-2.19

W=47%, ee>99%

Schemat 13. Enzymatyczna estryfikacja kwasu 3-fenylo-4-pentenowego ortoestrami.

0 a) A. Brodzka, D. Koszelewski, R. Ostaszewski; J. Mol. Cat. B: Enzymatic 2012, 82, 96-101; b) A.
Brodzka, D. Koszelewski, M. Cwiklak, R. Ostaszewski; Tetrahedron: Asymmetry 2013, 24, 427-433; c¢) D.
Koszelewski, A. Brodzka, A. Zadto, D. Paprocki, D. Trzepizur, M. Zysk, R. Ostaszewski; ACS Catal. 2016,
6, 3287-3292.
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Otrzymano optycznie czysty ester (S)-2.19 (ee>99%) i wydajnoscig 47%. Jednoczes$nie
zauwazono, ze mechanizm zaproponowany przez Morrone nie jest zgodny z przebiegiem
powyzszej reakcji, gdyz nie uwzglednia on wptywu podstawnika R w strukturze ortoestru
2.20. Zaproponowano zatem alternatywny mechanizm przedstawiony na Schemacie 14°*,
w ktorym tylko dwa aminokwasy w triadzie katalitycznej (His 1 Asp) uczestnicza w

estryfikacji enzymatycznej.

His His
_ OO =
N\/N_H“o A G o= N ‘0__A
= sp ~N= sp
; I G
R\(O o] RO /o><o\ o]
| —
0. 0. g o
’ \I H ’ \‘ \H
L4 L
o
RXOH\/
His His
o~ " ON-H ~ N
G —H.
Mo+ Ny O _Asp Nx/ O _Asp
ROy 0 b /
o] 0 H-O__0O
A MeOH R ~
®
éEVGO
l\‘ \H
(B

o] o]
+
R)ko/ G)ko/
B c
Schemat 14. Proponowany alternatywny mechanizm enzymatycznej estryfikacji ortoestrami.

Proponowany mechanizm zaczyna si¢ od zakotwiczenia kwasu karboksylowego (kolor
czerwony) w miejscu aktywnym enzymu (dziura oksyanionowa). Atom wodoru z kwasu
karboksylowego jest przenoszony przez par¢ His-Asp, a wigc powstaje anion
karboksylanowy. Nastepnie drugi substrat— ortoester (kolor niebieski), wigze si¢ ze strong
aktywng enzymu. Para His-Asp katalizuje przeniesienie protonu z kwasu na ortoester.
Nastepnie oba zwigzki sg uwalniane z miejsca aktywnego i anion karboksylanowy
atakuje zaktywowang czasteczke ortoestru. Po dysocjacji czasteczki alkoholu powstaje
nowy, nietrwaty produkt posredni (A), ktéry ulega przegrupowaniu do produktu reakcji

(B) i estru (C). Wedlug autorow badan enzym katalizuje przemiang zarowno kwasu

5L A. Brodzka, D. Koszelewski, M. Zysk, R. Ostaszewski; Cat. Comm. 2018, 106, 82-86.
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boksylowego, a takze ortoestru. Wyjasnialoby to wplyw struktury donora grup
alkoksylowych na enancjoselektywnos¢ EKR.

Kolejnym efektywnym i spelniajacym wymogi ‘“zielonej chemii” donorem grupy
alkoksylowej sa weglany. Znane sa reakcje kwasow tluszczowych z weglanami
katalizowane przez lipazy®®. W wyniku reakcji weglanu dietylu z kwasem oleinowym
otrzymywano estry etylowe oleinianu z praktycznie ilosciowg wydajnoscig. Weglany
byly rowniez stosowane przez grup¢ Morrone w enzymatycznym rozdziale kinetycznym
jednego z niesteroidowych lekow przeciwzapalnych o handlowej nazwie Naproxen

(Schemat 15)°%.

COOH lipaza :
a
MeO MeO MeO

rac-2.21 R-2.22 S-2.21
c<29%, ee<73%

a: rozpuszczalnik, 45°C, weglan dialkilowy, 2-7 dni

Schemat 15. EKR mieszaniny racemicznej Naproxenu (S, R-2.21)
Sposrod lipaz wykorzystanych do reakceji najbardziej efektywnym biokatalizatorem byt
(R)-stereospecyficzny Novozym 435. Niemniej jednak produkt (R)-2.22 uzyskano z niska
enancjoselektywnoscig zarbwno w acetonitrylu, jak i chloroformie (E=8). Tak jak w
przypadku ortoestrow niezbedny byt dodatek alkoholu metylowego w celu
zapoczatkowania reakcji. Autorzy zaproponowali przebieg reakcji estryfikacji (Schemat

16), w ktorym weglan ulega hydrolizie do alkoholu metylowego i dwutlenku wegla.

RCOOH + MeOH —P222_ 0o60Me + H,0

O

)J\ + Hzo

MeO OMe

CO, + 2MeOH

Schemat 16. Przebieg reakcji EKR z wykorzystaniem weglanow zaproponowany przez Morrone.

52D, Pioch, P. Lozano, J. Graille Biotech. Lett., 1991, 13, 633 — 636.

%% a) R. Morrone, N. D’Antona, D. Lamberta, G. Nicolosi; J. Mol. Catal. B: Enzymatic 2010, 65, 49-51; b)
R. Morrone, N. D’ Antona, D. Biondi, D. Lambusta, G. Nicolosi, J. Mol. Catal. B: Enzymatic 2012, 84, 173-
176.
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2.5. Wielozadaniowo$¢ enzyméw (promiskuityzm) oraz wspéldzialanie enzymow

(efekt synergii i kaskada enzymatyczna)

Klasyczna biokataliza jest bardzo uzytecznym narz¢dziem w syntezie organiczne;.
Zwykle stanowi jeden z etapow w wieloetapowej syntezie (Rysunek 2.1). Substraty do
reakcji enzymatycznych powinny zosta¢ wczesniej 0Czyszczone, aby uniknaé
niepozadanych produktow ubocznych w kolejnych etapach (mogg by¢ inhibitorami)54.

Od wielu lat naukowcy probujg nasladowaé naturalne reakcje zachodzace w organizmach
zywych poprzez realizacje wieloetapowych syntez, wykonywanych w tym samym
naczyniu reakcyjnym i tych samych warunkach®™. Na Rysunku 2 przedstawiono
niestandardowe wiasciwosci katalityczne enzymow. Jeden enzym moze posiadaé, oprocz
gtownej wilasciwoscei Kkatalitycznej, takze dodatkowe. Fenomen ten jest znany jako

promiskuityzm enzymatyczny®® (Rysunek 2.2).

1. Klasyczna biokataliza 2. Promiskuityzm enzymow
S) Py

St P @

S, P,

3. Wspoldzialanie enzymoéw 4. Wspoldzialanie enzymow
(liniowa kaskada enzymatyczna) (efekt synergii)

S1, S, - substraty
P4, P, - produkty

Rysunek 2. Wtasciwosci katalityczne enzymow.

% R. Fontes, J. M. Ribeiro, A. Sillero; Acta Biochim. Pol. 2000, 233-257.
M. T. Reetz; Chem. Rec. 2016, 16, 2449-2459.
%6 V. De Luca, L. Mandrich; Protein Pept. Lett. 2020, 27, 400-410.
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Wiasciwos¢ ta moze by¢ naturalng funkcjg danego enzymu (zmiany na drodze ewolucji)
lub moze by¢ generowana sztucznie m. in. poprzez inzynieri¢ genetycznq‘rﬂ. Nalezy
podkresli¢, ze kazda manipulacja zaburza forme natywng enzymu, co moze doprowadzié
do dezaktywacji biatka®. W warunkach laboratoryjnych, promiskuityzm enzymu moze
by¢ doskonalym punktem startowym w tworzeniu ,,sztucznych” kaskad enzymatycznych.
Jest to zwigzane z duza liczbg grup funkcyjnych, ktére moga tworzy¢ nowe centra
aktywne w wyniku np. punktowych mutacji genetycznych. Promiskuityzm enzymow

mozna podzieli¢ na’:

e promiskuityzm Kkatalityczny (zdolno$¢ do katalizowania ro6znych reakcji
chemicznych, przebiegajacych poprzez odmienny produkt posredni)

Lipazy oprocz swoich naturalnych wtasciwosci katalitycznych posiadajg rowniez

zdolno$é tworzenia wiazan C-C. Nalezy wymieni¢ tutaj takie reakcje jak®: kondensacja

aldolowa, reakcja Morita-Baylis-Hillmana, addycja Michaela, addycja Markovnikova

oraz reakcja Knoevenagla®. Przyktadem promiskuityzmu katalitycznego moga by¢ takze

acylazy, ktore w naturalnych warunkach katalizujg hydrolize N-acylo-D-aminokwasow,

w rozpuszczalnikach organicznych katalizuja addycje aza-Michaela®.

e promiskuityzm substratowy (akceptowanie wigcej niz jednego substratu w reakcji
chemicznej przebiegajacej przez utworzenie tego samego produktu posredniego)

Wspomniane wczesniej acylazy sa przykladem enzymoéw wykazujacych réwniez

promiskuityzm substratowy®. Katalizuja nie tylko hydrolize amidéw, ale rowniez

hydrolize estrow,®* acylowanie alkoholi® i aminokwasow®.

" M.A. DePristo; HFSP Journal 2007, 1, 94-98.

% A Babtie, N. Tokuriki, F. Hollfelder; Curr. Opin. Chem. Biol. 2010, 14, 200-207.

%% K. Hult, P. Berglund; Trends in Biotechnology 2007, 25, 231-238.

% a) C. Branneby, P. Carlqvist, A. Magnusson, K. Hult, T. Brinck, P. Berglund; J. Am. Chem. Soc. 2003,
125, 874; b) M. Svedendahl, K. Hult and P. Berglund, J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 17988; c) M. T. Reetz,
R. Mondiere, J. D. Carballeira, Tetrahedron Lett., 2007, 48, 1679.

® a) W. B. Wu, N. Wang, J. M. Xu, Q. Wu, X. F. Lin, Chem. Commun., 2005, 2348; b) Y. F. Lai, H.
Zheng, S. J. Chai, P. F. Zhang, X. Z. Chen, Green Chem., 2010, 12, 1917.

%2 C. Qian, J.-M. Xu, Q. Wu, D.-S. Lv, X.-F. Lin; Tetrahedron Lett. 2007, 48, 6100-6104.

% H.K. Chenault, J. Dahmer, G.M. Whitesides; J. Am. Chem. Soc. 1989, 111, 6354-6364.

®T. Pohl, H. Waldmann, Tetrahedron Lett. 1995, 36, 2963-2966.

% a) P. Noheda, G. Garcla, M. C. Pozuelo, B. Herradon; Tetrahedron: Asymm. 1996, 7, 2801-2804; b) M.
Bakker, A. S. Spruijt, F. van Rantwijk and R. A. Sheldon; Tetrahedron: Asymm. 2000, 11, 1801-1808.

% A. Basso, S. Biffi, L. De Martin, L. Gardossi, P. Linda; Croatia Chemica Acta 2001, 74, 757-762.
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e Promiskuityzm wzgledem warunkéw reakcji
Przyktadem promiskuityzmu wzgledem warunkéw reakcji jest enzymatyczna reakcja
estryfikacji/hydrolizy katalizowana przez lipazy. W przypadku umieszczenia mieszaniny
reakcyjnej] w $rodowisku niewodnym, o niskim wspotczynniku aktywnosci wody
zachodzi reakcja estryfikacji. Natomiast w $§rodowisku o wysokim wspotczynniku

aktywnosci wody zachodzi reakcja hydrolizy67.

Typowym ukladem, w ktorym enzymy ze soba wspoétdzialaja jest komodrka wraz z
zachodzacymi w niej procesami metabolicznymi®. Takie uktady multienzymatyczne od
dawna stanowity bardzo interesujacy i jednoczesnie wymagajacy cel badan. Cel ten zostat
osiggnigty m. in. w syntezie terpenow, alkaloidow, kwasoéw ttuszczowych oraz cukrow
(zwiazkow o rozbudowanej strukturze)®. W kaskadach enzymatycznych zwykle jeden z
enzymoOw katalizuje jednag reakcje, ktorej produkt jest substratem w kolejnej reakcji
(Rysunek 2.3). Zaletg takich multienzymatycznych systemow (z punktu widzenia
syntetyka) jest przede wszystkim krotszy czas reakcji, a takze ominigcie procesu
oczyszczania kolejnych produktéw, co znacznie redukuje ilos$¢ odpadow .

W literaturze znajduje sie kilka przyktadow reakcji chemicznych, w ktorych zastosowano
dwa enzymy jednocze$nie katalizujace badang reakcje. Istotnym wydaje si¢ zatem proba
odpowiedzi na pytanie czy obserwowany efekt katalityczny wynika tylko z ich obecnos$ci
(a tym samym zwigkszenia ilo$ci enzymu w mieszaninie reakcyjnej) czy tez z ich
bezposredniego wspotdziatania- synergii pomiedzy enzymami katalizujgcymi ta sama
reakcje (Rysunek 2.4). Dotychczas w literaturze opisano tylko kilka przypadkow
synergistycznego oddziatywania pomiedzy enzymami. Zespoty Li', Liu® i Huanga’
badaty reakcje katalizowane przez mieszaning dwoch enzymow: Lipozymu TL IM oraz
Novozymu 435, ktorg zastosowano w produkcji biodiesla. Zaobserwowano dwukrotny
wzrost aktywnosci katalitycznej enzymow. Podobny efekt w produkcji biodiesla zostat

zaobserwowany przez zespot Lee, ktory polaczyt immoblizowane lipazy z Rhizopus

®”P. Rona; Biochem. Ztschr. 1931, 247, 113-145.

%8 M. Godoy-Gallardo; C. Labay, V. D. Trikalitis, P. J. Kempen, J. B. Larsen, T. L. Andresen, L. Hosta-
Rigau; ACS Appl. Mater. Interfaces 2017, 15907-15921.

% R. Sigrist, B. Zucoloto da Costa, A. J. Marsaioli, L. Gonzaga de Oliveira; Biotechnology Advances 2015,
33, 394-411.

0 3) S. Gandomkar, A. Zadto-Dobrowolska, W. Kroutil; ChemCatChem 2018, 11, 225-243; b) N. Losada-
Garcia, Z. Cabrera, P. Urrutia, C. Garcia-Sanz, A. Andreu, J. M. Palomo; Catalysts 2020, 10, 1258.

L. Li, W. Du, D. Liu, L. Wang, Z. Li; J. Mol. Catal. B: Enzym. 2006, 43, 58-62.

Y. Liu, Y. Yan, F. Hu, A. Yao, Z. Wang, F. Wie; AIChE J. 2010, 56, 1659-1665.

Y. Huang, H. Zheng, Y. Yan; Appl. Biochem. Biotechnol. 2010, 160, 504-515.
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oryzae i Candida rugosa™. Zespo! Hirose badal estryfikacje glicerolu kwasem
linoleinowym przez mieszaning dwoch enzymow oraz oznaczyt odpowiednie stezenia
biokatalizatorow w mieszaninie, tak aby otrzymac estry glicerolu z najwyzsza
wydajnoscia™. Kolejnym przyktadem jest potaczenie Lipozymu RM IM lub Lipozymu
TM IM i Novozymu 435 zastosowane przez zesp6Ot Ibrahima w interestryfikacji stearyny
palmowej olejem kokosowym. Zaobserwowano réwniez zwigkszenie wydajnosci
estryfikacji mieszanin Novozymu 435 oraz lipazy Amano AK. Naukowcy wytlumaczyli
to ko-immobilizacja lipazy Amano AK'®. Efekt synergii zaobserwowano réwniez w
procesie hydrolizy celulozy. Autorzy postulowali, ze synergia wystepuje, gdy dwie
celulazy hydrolizujg rézne regiony mikrofibrylu celulozy, tworzac nowe miejsca ataku
innych enzyméw obecnych w mieszaninie reakcyjnej’’.

Przy projektowaniu opisanych powyzej uktadow (systemow) katalitycznych wydaje sig¢
by¢ istotne uwzglednienie wlasciwosci fizykochemicznych oddziatywan biatko-biatko
(protein-protein interactions, PPI) w analizowaniu danych eksperymentalnych.
Oddziatywania te petnig istotng role w procesach biologicznych, a ich zr6znicowanie
wynika ze skfadu, powinowactwa oraz tymczasowej lub trwalej agregacji’®. Ponizej
przedstawiono gtéwne rodzaje kompleksow biatkowych, powstajace wskutek

oddziatywan biatko-bialko:

a. kompleksy homo- i heterooligomeryczne.

Oligomery zawierajace identyczne lub homologiczne jednostki biatkowe moga by¢
zorganizowane w sposob izologiczny lub heterologiczny’® z zachowaniem symetrii
strukturalnej®®. Asocjacja izologiczna polega na oddzialywaniu tej samej strony
powierzchni obydwu monomerdéw, zachowujac jednoczesnie dwuskretng o$§ symetrii.
Agregacja heterologiczna natomiast nastepuje poprzez rdézne powierzchnie oligomerow z

pominig¢ciem cyklicznej symetriigl.

" D.H. Lee, J.M. Kim, H.Y. Shin, S.W. Kang, S.W. Kim, Biotechnol. Bioproc. E. 2006, 11, 522-525.
T, Hirose, Y. Yamauchi-Sato, Y. Arai, S. Negishi; J. Am. Oil Chem. Soc. 2006, 83, 35-38.

® N.A. Ibrahim, Z. Guo, X. Xu; J. Am Oil Chem. Soc. 2008, 85, 37-45.

M. Kostylev, D. Wilson; Biofuels 2012, 61-70.

1. M. A. Nooren, J. M. Thornton; The EMBO Journal 2003, 22, 3486-3492.

7 J. Monod, J. Wyman, J. P. Changeaux; J. Mol. Biol. 1965, 12, 88-118.

8D, S. Goodsell, A. J. Olson; Annu Rev. Biophys.Biomol. Struct. 2000, 29, 105-53.

81 M. Bertoni, F. Kiefer, M. Biasini, L. Bordoli, T. Schwede; Sci Rep 2017, 7, 10480.
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b. kompleksy obowigzkowe i nie-obowigzkowe.

W przypadku komplekséw obowigzkowych protomery (biatkowe jednostki strukturalne)
nie istniejg jako stabilne, samodzielne jednostki w warunkach in vivo. W przypadku
kompleksow nie-obowigzkowych protomery funkcjonuja niezaleznie i najczeséciej sa
zlokalizowane w réznych miejscach (koniecznos¢ jednoczesnej sekrecji w tym samym

miejscu): antygen-przeciwciato, ligand receptor, enzym-inhibitor®.

c. kompleksy tymczasowe i permanentne.

Powyzszy podziat wynika z okresu trwania poszczegdlnych agregatow. Kompleksy
permanentne s3 z reguly trwale i istnieja jedynie w formie agregatu- poszczegdlne
protomery s3 niestabilne. Agregaty tymczasowe moga asocjowa¢ i dysocjowal W

zaleznosci od warunkow®:.

PPI odgrywaja ogromna role praktycznie we wszystkich procesach biochemicznych
zachodzacych w organizmach zywych. Niemniej jednak ich rola w biokatalizie nadal nie

jest doktadnie zbadana, a ich potencjal nie jest w petni wykorzystany.

3. Dynamiczny rozdzial kinetyczny

Najczgséciej wykorzystywang metodg otrzymywania zwigzkéw enancjomerycznie
czystych wciaz jest rozdzial mieszaniny racemicznej. Enzymatyczny rozdziat kinetyczny
oprocz wielu zalet posiada rowniez zasadniczg wade; wydajnos$¢ procesu nie przekracza
50%. Dlatego tez prowadzone sg badania nad dynamicznym rozdziatem Kinetycznym
(DKR), w ktorym ograniczenie wydajnosci jest wyeliminowane. Proces ten polega na
polaczeniu racemizaciji substratu z rozdzialem kinetycznym (Schemat 17)*. Wowczas

enancjomerycznie czysty produkt moze zosta¢ otrzymany z wydajnoscig do 100%.

8 3 Soner, P. Ozbek, J. I. Garzon, N. Ben-Tal, T. Haliloglu; PLoS Comput Biol 2015, 11, 1004461.

8 J. R.Perkins, I. Diboun, B. H. Dessailly, J. G. Lees, Ch. Orengo; Structure 2010, 10, 1233-1243.

8 a) R. Noyori, M. Tokunaga, M. Kitamura; Bull. Chem. Soc. Jpn. 1995, 68, 36-56; b) R.S. Ward,
Tetrahedron: Asymmetry 1995, 6, 475-1490; c) U.T. Strauss, U. Felfer, K. Faber; Tetrahedron:
Asymmetry 1999, 10, 107-117.
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Schemat 17. ldea dynamicznego rozdziatu kinetycznego (DKR).

Pierwszy raz termin DKR zostat uzyty przez profesora Noyori w roku 1989%, zatem jest
to do$¢ miloda (z punktu widzenia syntezy Stereokontrolowanej) metodologia.
Kluczowym punktem DKR jest racemizacja substratu. Teoretycznie racemizacj¢ mozna
przeprowadzi¢ réznymi metodami: racemizacja termiczna, racemizacja w warunkach
zasadowych oraz kwasnych, racemizacja enzymatyczna, racemizacja via reakcje redox
oraz reakcje rodnikowe®. Niemniej jednak najlepsze sa metody jednoetapowe oraz
przebiegajace w stosunkowo tagodnych warunkach.

Szczegdlnym przypadkiem jest enzymatyczny DKR, w ktorym wykorzystuje si¢ tandemy
metal-enzym. Ten system katalityczny zostal pierwszy raz uzyty w 1996 roku przez
Williamsa.”  Udowodniono, ze jest mozliwe polaczenie reakcji enzymatycznej z
racemizacja substratu przez kompleks metalu zachodzace w jednym naczyniu
reakcyjnym. Racemizacja substratu przebiega przez przeniesienie wodoru z
jednoczesnym, enzymatycznym acylowaniem jednego z enancjomerow substratu
(Schemat 18A).

% R. Noyori, T. Ikeda, T. Ohkuma, M. Widhalm, M. Kitamura, H. Takaya, S. Akutagawa, N. Sayo, T.
Saito, T. Taketomi, H. Kumobayashi; J. Am. Chem. Soc. 1989, 111, 9134-9135.

% E. J. Ebbers, G. J. A. Ariaans, J. P. M. Houbiers, A. Bruggink, B. Zwanenburg, Tetrahedron 1997, 53,
9417.

8 a) P. M. Dinh, J. A. Howarth, A. R. Hudnott, J. M. J. Williams, W. Harris, Tetrahedron Lett. 1996, 37,
7623-7626; b) J. V. Allen, J. M. J. Williams, Tetrahedron Lett. 1996, 37, 1859-1862.
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Schemat 18. Poczatki enzymatycznego DKR.

Otrzymano acylowany produkt (R)-3.1 z wysokim nadmiarem enancjomerycznym (98%)
i wydajnoscig (60%). Zwrocono uwagg, ze w tradycyjnym KR przy takiej wydajnosci
reakcji, produkt zostatby otrzymany z 67% e.e. Reakcja przedstawiona na Schemacie 18B
to druga proba EDKR tej samej grupy badaczy. Tym razem racemizacj¢ substratu via
kompleks m-allilowy potaczono z enzymatyczng hydrolizg. Produkt (S)-3.4 otrzymano z
wysokim nadmiarem enancjomerycznym (96%) i bardzo dobrg wydajnoscia (81%).

Jak kazda nowa metodologia ta réwniez wymagata optymalizacji warunkéw oraz
odpowiedniego doboru reagentow. Gtoéwny problem w reakcjach EDKRu zwykle stanowi
kompatybilnos¢ uktadu enzym-metal, ktore znajduja sie w jednej mieszaninie
reakcyjnej®®. Oddzialywanie metalu z enzymem moze skutkowaé niska
enancjoselektywnos$cia rozdzialu kinetycznego. Ponadto enzym moze inhibowa¢ reakcje
racemizacji®®. Substrat do reakcji EDKR rowniez powinien spehiaé okreslone warunki

pod wzgledem struktury chemiczne;j:

e musi zawieraC okreslone grupy funkcyjne, ktore umozliwiajg racemizacje,
e musi by¢é dogodnym substratem do reakcji enzymatycznej- np.

hydrolizy/estryfikacji.

Dlatego tez reakcjom EDKR poddawane sa drugorzedowe aminy i alkohole. W niniejszej

pracy badania literaturowe zostaty przeprowadzone tylko dla alkoholi drugorzedowych.

# R. Stiirmer, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1997, 36, 1173.
8 B. Martin-Matute, J-E. Backvall , Curr Opin Chem Biol. 2007, 11, 226-232.

31

https:rcin.org.pl



W  zalezno$ci od budowy substratu oraz kompleksu metalu mozliwe sa rdzne

mechanizmy racemizacji.
3.1. Mechanizmy dzialania katalizatoréw metalicznych

W dynamicznym rozdziale kinetycznym alkoholi drugorz¢dowych jako czynnik
racemizujacy uzywane s3 kompleksy metali przejsciowych. W zalezno$ci od mediatora
racemizacji 1 substratu, mozna wyrézni¢ trzy mechanizmy dzialania katalizatorow
metalicznych: racemizacja poprzez przeniesienie wodoru, racemizacja poprzez tworzenie
kompleksu m-allilowego oraz mechanizm MPVO.

W przypadku kompleksow metali przejsSciowych — racemizacja zachodzi poprzez
przeniesienie wodoru (Schemat 19). Reakcja ta jest definiowana jako odwracalna
redukcja wigzania podwojnego za pomoca donora wodorowego w obecnosci
katalizatora.”® W wyniku dehydrogenacji alkoholu przez kompleks metalu przejsciowego
powstaje odpowiedni keton i uwodorniony kompleks metalu. Nastepnie zachodzi
readdycja wodorku metalu do prochiralnego ketonu, w wyniku ktorej powstaje
racemiczny alkohol. Najczesciej technika ta jest stosowana do racemizacji

drugorzedowych alkoholi i amin.”

H

H .
i
1P R2 R? "R? ~
R R " R'"ZH
VR
H

Schemat 19. Racemizacja alkoholi drugorzedowych via przeniesienie wodoru.

Cechg tych katalizatorow metalicznych jest to, iz kluczowym produktem posrednim
zaangazowanym w reakcje przeniesienia wodoru jest wodorek metalu. W przypadku
$ciezki wodorkowej takze mozna rozroézni¢ dwa mechanizmy racemizacji: dla

monowodorkoéw metali (Schemat 20a) i dla diwodorkéw metali (Schemat 20b).%

% G. Zassinovich; Mestroni, G.; Gladiali, S.; Chem. Rev. 1992, 92, 1051-1069,
" Huerta, F. F.; Minidis, A.; Backvall, J.-E.: Chem. Soc. Rev. 2001, 30, 321-331.
%2 pamies, O.; Backvall, J.-E.; Chem. Rev. 2003, 103, 3247-3261.
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Schemat 20. Mozliwe mechanizmy reakcji przeniesienia wodoru katalizowanej przez kompleksy metali
przejsciowych.

W pierwszym z prezentowanych mechanizméw (wtasciwym dla kompleksow rutenu,
rodu i irydu) tylko jeden atom wodoru (C-H) jest przenoszony z substratu na metal,
natomiast w drugim (wlasciwym tylko dla kompleksow rutenu) — oba atomy wodoru (C-
H i O-H). Mechanizmy te rozrézniono za pomocag znakowania substratu deuterem.
Zalozenie mechanizmu monowodorkowego (Schemat 20a) jest takie, ze proton
pochodzacy z wigzania C-H substratu, pozostaje w tym samym wigzaniu réwniez w
produkcie. Wynika to z tego, ze tylko proton z wigzania C-H tworzy wodorek metalu (L,-
MH). W przypadku mechanizmu diwodorkowego (Schemat 20b) zaréwno proton z
wigzania C-H, jak i ten z wigzania O-H w trakcie reakcji tworzg diwodorek metalu (Lp-
MHH)93. W wielu przypadkach trudno okresli¢ za pomoca ktérego mechanizmu reakcja
zachodzi. Nawet niewielkie modyfikacje ligandu oraz struktury elektronowej substratu
moga zmieni¢ mechanizm dzialania katalizatora.

Substraty allilowe (najczesciej allilowe alkohole lub estry ) sa racemizowane poprzez
przegrupowanie [1,3] grupy octanowej (w przypadku estrow) lub hydroksylowej
(alkohole). Reakcja kompleksu metalu ze zwigzkami allilowymi skutkuje powstaniem
produktu posredniego m-allilu, ktory jest w rownowadze z oboma enancjomerami

substratu (Schemat 21). Ten mechanizm jest wlasciwy dla kompleksow palladu®.

% Samec, J. S. M.; Backvall, J.-E.; Andersson, P. G.; Barndt, P.; Chem. Soc. Rev. 2006, 35, 237-248.
% A. Lumbroso, M. L. Cooke, B. Breit. Angew. Chem. Int. Ed. 2013, 52, 1890 — 1932.
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Schemat 21. Racemizacja substratu poprzez tworzenie kompleksu z-allilowego.

Stosunkowo nowym podejsciem w dynamicznym rozdziale kinetycznym substratow
allilowych jest potaczenie acylowania katalizowanego przez lipazy z racemizacja
zachodzaca poprzez tworzenie produktow posrednich wanadanu allilu (Schemat 22).
Kompleksy oksowanadu oraz innych metali przejsciowych polaczonych z tlenem tj.
wolfram, molibden czy ren od dawna sg uzywane jako Katalizatory przegrupowania [1,3]
alkoholi allilowych®™. W wyniku tej reakcji wytwarza si¢ rownowaga pomicdzy
substratami oraz ich izomerami, a struktura otrzymanego produktu zalezy od stabilno$ci

termodynamicznej dwoch izomerow®®,

R? OH
NSRS RO. .OR
R R . OH PG RZ OH
lub ' i ... _ VO(OR); 90 L
OH —_— ERR"] ~2- R3 - Rsz\/\RSE _— R1 L R3
Rz’i\ - R3 N
R‘I

Schemat 22. Racemizacja alkoholi allilowych przez kompleks oksowanadu.

Trzecim sposobem racemizacji alkoholi drugorzgdowych jest redukcja Meerwein-
Ponndorf-Verley/utlenianie Oppenauera (Schemat 23)°. W mechanizmie MPVO
bezposrednie przeniesienie atomu wodoru zachodzi poprzez szescioczlonowy stan

przejsciowy, w ktorym substrat 1 reduktor/utleniacz sg skoordynowane z kationem

% (a) Chabardes, P.; Kuntz, E.; Varagnat, J.; Tetrahedron 1977, 33, 1775-1783; (b) Bellemin-Laponnaz, S.;
Le Ny, J. P.; Dedieu, A.; Chem. Eur. J. 1999, 5, 57-64.

% Akai, S.; Chem. Lett. 2014, 43, 746-754.

" D. Klomp, T. Maschmeyer, U. Hanefeld, J. A. Peters; Chem. Eur. J. 2004, 10, 2088-2093.
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metalu. Ten mechanizm jest charakterystyczny dla metali grup gléwnych. W EDKR

stosowany jest tlenek glinu®.

M Mn*
0 ~ Mz M.
s 9 . o

(@] O
R1 R2 R3’\R4 R1 \H//‘;§4 R1/§\ + JJ\

=0

2 R2 R® "R*

Py

Schemat 23. Racemizacja alkoholi drugorzedowych via MPVO.

3.2. Dynamiczny rozdzial kinetyczny alkoholi drugorzedowych

Klasyczna reakcja enzymatycznego dynamicznego rozdziatu Kkinetycznego
alkoholi drugorzedowych polega na racemizacji alkoholu i jednoczesnym,

stereoselektywnym acylowaniu grupy alkoksylowej (Schemat 24).

OH Enzym OAc
B Donor grupy acylowej B
R1/\ R2 > R1 o~
Proces szybki

R2
Racemizacja (kompleks metalu)

OH Enzym
)\ Donor grupy acylowej OAc
2

:

1 2
Ri Proces wolny R R

Schemat 24. Chemoenzymatyczny DKR alkoholi drugorzedowych.

W chemoenzymtyacznym DKR alkoholi drugorzedowych do racemizacji substratu
wykorzystuje sie¢ kompleksy rutenu (najczesciej), rodu, irydu oraz glinu. Ostatnio rowniez
do tej grupy dotaczyly kompleksy zelaza, ktorych podstawowa zaletg jest stabilno$¢ w
warunkach reakcji. Kazdy z nich musi by¢ kompatybilny z enzymami katalizujacymi
rozdziat kinetyczny®®. Dlatego tez nalezy wzia¢ pod uwage szereg czynnikow takich jak:
oddzialywanie metalu ze strukturg biatkowa enzymu czy tez dobor odpowiednich

warunkéw (rozpuszcezalnik, temperatura).

% A. Berkessel, M. L. Sebastian-Ibarz, T. N. M-ller; Angew. Chem. Int. Ed. 20086, 45, 6567 —6570.
%V, Gotor, |. Alfonso, E. Garcia-Urdiales; Asymmetric Organic Synthesis with Enzymes 2008, Wiley-
VCH, 92, 94.
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W 1997 roku Bickvall 1 wspotpracownicy opracowali efektywnga metodologie
chemoenzymatycznego DKRu 1-fenyloetanolu (rac-3.5) (Schemat 25). Kompleks K3.1
okazat si¢ by¢ nieckompatybilny z enzymem. Zastosowanie katalizatora K3.2 (katalizator
Shvo)'® jako czynnika racemizujacego substrat z jednoczesna transestryfikacja octanem
katalizowang przez Novozym 435 pozwolito otrzymaé produkt (R)-3.6 z doskonatym
nadmiarem enancjomerycznym (ee>99%). Do aktywacji katalizatora K3.2 niezbg¢dna jest

wysoka temperatura reakcji.

OH Novozym 435 OAc OH o
ROAc (3eq) -
> ~ +
Ph}\ Ru kat. (2mol%) Ph/\ + ph/g\ Ph)K
t-BuOH, a
rac-3.5 (R)-3.6
>99% ee

a: acetofenon (1eq), 70 °C, pod argonem, 17-87 godz.

N

Ph o O Ph
PPh;);RuCI
[(PPh)sRUC,] Ph%m\ th/:%\Ph
K3.1 Ph_ W HZ 1 Ph

oC to oC CO
K3.2
Schemat 25. EDKR 2-fenyloetanolu.

W celu uzyskania produktu z najwyzsza wydajnoscig wyselekcjonowano odpowiedni
donor grupy acylowej- octan p-chlorofenylu, ktory wykluczyt tworzenie si¢ produktow
ubocznych oraz nie interferowal z katalizatorem. W 1999 roku ta sama grupa
przeprowadzita badania optymalizacyjne uwzgledniajace wptyw rozpuszczalnika i
substratu na przebieg reakcji'®. Produkty z najlepszymi wydajnosciami i nadmiarami
enancjomerycznymi uzyskano w toluenie. Kilka lat pozniej grupa Parka zaproponowata
zmodyfikowany i bardziej efektywny katalizator rutenowy Ka3.3, ktory skutecznie

racemizowat 1-fenyloetanol (rac-3.5) w temperaturze pokojowej (Schemat 26).

1008 L. Conley, M. K. Pennington-Boggio, E. Boz, T. J. Williams; Chem. Rev. 2010, 110, 2294-2312.
01 3) A. L. E. Larsson, B. A. Persson, J.-E. Bickvall; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1997, 36, 1211-1212; b)
B. A. Persson, A. L. E. Larsson, M. Le Ray, J. E. Backvall; J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 1645.
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o Aoa. K33 OAc Ph NH{

ph}\ Novozym 435,a  Ph~ N,
on—&£ ~Ph
rac-3.5 (R)-3.6 Ph /RU\\CI
wyd. 97%, e.e.>99% oC
K3.3

a: 25 °C, 30 godz., Na,CO;3 albo MS, KOtBu

Schemat 26. EDKR w temperaturze pokojowej.

Katalizator K3.3 wymagatl aktywacji tert-butanolanem potasu (KOtBu). Wykazano
rowniez, ze dodatek weglanu sodu lub sit molekularnych (MS) wspomagat racemizacje
substratu (prawdopodobnie poprzez wiazanie czasteczki wody pochodzacej z lipazy)'%%.
Procedur¢ EDKRu zastosowano rowniez do syntezy sfunkcjonalizowanych alkoholi
drugorzedowych, ktore stanowig cenne bloki budulcowe w syntezie organicznej (Schemat
27a). Taka grupg substratow sg m.in. a-hydroksyestry (rac-3.7) i B-hydroksyestry (rac-
3.9). Reakcje prowadzono w cykloheksanie (a-hydroksyestry) lub eterze tert-
butylometylowym (TBME) (5-hydroksyestry), w obecnosci immobilizowanej lipazy z
Pseudomonas cepacia (PS-C), jako donor grupy acylowej zostal uzyty p-
chlorofenylooctan, a jako czynnik racemizujacy- katalizator Shvo (K3.2)'%. Zastosowany
w tym przypadku katalizator rutenowy nie wymagal dodatku zasady jako drugiego
katalizatora. Jest to niezwykle wazne w przypadku B-hydroksyestrow ze wzgledu na
mozliwos¢ zajscia f-eliminacji w warunkach zasadowych. Otrzymano acylowane estry
(5)-3.8 i (R)-3.10 z dobrymi wydajno$ciami i nadmiarami enancjomerycznymi dla
substratow z grupa arylowg. Grupa Parka natomiast przeprowadzita badania nad
opracowaniem EDKR B-hydroksymaslanow, uzyskujac (w podobnych warunkach jak
poprzednio opisane, schemat) odpowiednie acylowane estry z prawie ilosciowa

wydajnoscia i wysokimi nadmiarami enancjomerycznymi (86-99%)"%.

192 Choi J. H., Kim Y. H., Nam S. H., Shin S. T., Kim M. J., Park J. Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 2373.
103 @) F. F. Huerta, Y. R. S. Laxmi, J. E. Backvall; Org. Lett. 2000, 2, 1037. (b) F. F. Huerta, Y. R.S.

Laxmi, J. E. Backvall Org. Lett. 2001, 3, 1209.
104 M. J. Kim, Y. K. Choi, M. J. Kim, J. Park; J. Org. Chem. 2001, 66, 4736.
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OAc
}O\H PS-C, K3.2 5
]
R7>CO,R!  pCICgH,0Ac R COR
rac-3.7 cykloheksan (S)-3.8 on on
60-80% wyd. b }\/Rz enzym, K3.2 = c i
a. .
30-98% e.e. R p-C|C6H4OAC R/\/
toluen
OH PS.C. K3.2 OAc rac-3.11 (R)-3.12
COR —————— __A_COR!
R}\/ 2% pCICgH0Ac  R7 72 R2= N, 75-98% wyd., 85-99% e.e.
r00.3.9 TBME (R)-3.10 R®= CN, 72-98% wyd., 44-99% e.e.
69-75% wyd. R?= Cl, 39-91% wyd., 85-97% e.e.
70-99% e.e.
R=alkil, aryl
R'=Me, Et

Schemat 27. EDKR racemicznych alkoholi drugorzedowych.

Te samg procedure wykorzystano rowniez w syntezie enancjomerycznie czystych
azydoalkoholi, 3-hydroksynitryli i haloalkoholi (Schemat 27b)!®*. Otrzymano
odpowiednie estry z wydajnosciami powyzej 70% (dla azydoalkoholi i nitryli) i wysokimi
nadmiarami enancjomerycznymi. W przypadku EDKRu haloalkoholi zaobserwowano
znaczny spadek wydajnosci reakeji, gdy substratem byly bromoalkohole.

W tym samym czasie grupa Bickvalla zaproponowata réowniez EDKR y- and &-
hydroksyestrow'®. Sa one dogodnymi substratami do syntezy odpowiednich laktonow,
ktore sg uzywane w przemysle kosmetycznym jako atraktanty oraz feromony107. Reakcje
prowadzono w toluenie, z PS-C i p-chlorofenylooactanem jako donorem grupy acylowej.
Produkty EDKRu (acylowane estry t-butylowe) otrzymano z wysokimi nadmiarami
enancjomerycznymi (95-99%) i wydajnosciami od 52% do 91%. Potaczenie katalizatora
rutenowego 1 reakcji enzymatycznej ma zastosowanie réwniez w DKR symetrycznych
drugorzedowych dioli (jako meso/dl mieszanin)'®. Produkty otrzymano z wysokimi
nadmiarami enancjomerycznymi, niezaleznie od substratu (1,2-diole, 1,3-diole i 1,4-
diole). Niemniej jednak w reakcjach, w ktorych zastosowano 1,3-diole i 1,4-diole

otrzymano produkty z niska diastereoselektywnoscia.

1% (a) Pamies O., Backvall J. E. J. Org. Chem. 2002, 67, 1418. (b) Pamies O., Backvall J. E. Adv. Synth.
Catal. 2002, 344, 947. (c) Pamies O., Backvall J. E. J. Org. Chem. 2002, 67, 9006.

1% (@) Jung H. M., Koh J. H., Kim M. J., Park J. Org. Lett. 2000, 2, 2487. (b) Pamies O., Backvall J. E. J.
Org. Chem. 2002, 67, 1261.

Y7\Wu Y., Esser L., De Brabander J. K. Angew. Chem. Int. Ed. 2000, 39, 4308.

108 3) B. A. Persson, F. F. Huerta, J. E. Backvall; J. Org. Chem. 1999, 64, 5237; b) M. Edin, J. E. Backvall;
J. Org. Chem. 2003, 68, 2216.
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Nastepne lata badan nad EDKRem alkoholi drugorzedowych skupiaty si¢ gidwnie na
poszukiwaniu nowych, efektywnych katalizatorow racemizacji (Rysunek 3). Glownym
celem bylo stworzenie katalizatora stabilnego w warunkach reakcji i kompatybilnego z
enzymem. Badania nad nowymi Kkatalizatorami obejmowaly zaréwno bezposrednie

modyfikacje ich struktury, jak i ich immoblizacje 109,

ﬁ/ ™S

C|/I-|r / (6]
crr N Ir |
MeO N\/) NH OC‘FevTMS
Ru. 4 'CO
OC-"M-CO,Me OoC
CcO
K3.4 K3.5 K3.6 K3.7

Rysunek 3. Wybrane kompleksy metali przejsciowych stosowanych w EDKR alkoholi drugorzgdowych.

Grupa Kima opracowata katalizator K3.4, ktéry efektywnie racemizowat proste arylowe
alkohole drugorzedowe w temperaturze pokojowej bez dodatku zasady, ale nadal w
warunkach gazu obojetnego. Produkty w kazdym przypadku otrzymano z bardzo wysoka
wydajno$cia (>87%) i nadmiarem enancjomerycznym (91-99%)°. Kompleksy irydu
(K3.5 i K3.6)! zastosowano jako efektywne Katalizatory racemizacji do EDKRu
alkilowo-arylowych i dialkilowych alkoholi drugorzgdowych. Rowniez w tym przypadku
reakcje przebiegaly w warunkach gazu obojetnego. Dodatkowo katalizator K3.6 nie
wymagal wysokiej temperatury reakcji. W 2017 roku grupa Backvalla zaprezentowala
pierwszy, niewymagajacy warunkow gazu oboj¢tnego kompleks Zelaza K3.7M2, ktory w
tym samym roku zmodyfikowata grupa Zhou, osiagajac podobne rezultatym. Katalizator
ten efektywnie racemizowal benzylowe i alifatyczne alkohole drugorzedowe. Niemnigj
jednak wymagat zasadowych warunkéw reakcji, wysokiej temperatury oraz dodatku N-
tlenku trimetyloaminy (jako czynnika aktywujacego katalizator).

Chemoenzymatyczny DKR wykorzystano rowniez w syntezie chiralnych alkoholi

allilowych. Grupa Kima zaproponowata potaczenie transestryfikacji racemicznych

199 0, Langvik, T. Saloranta, D. Yu. Murzin, R. Leino; ChemCatChem 2015, 7, 4004 — 4015.
Y00 yun, J. Y. Park, J. Park, M.-J. Kim; J. Org. Chem. 2019, 84, 16293—16298.

111 3) A. C. Marr, C. L. Pollock, G. C. Saunder; Organometallics 2007, 26, 3283 — 3285; b) Y. Sato, Y.
Kayaki, T. Ikariya; Chem. Commun., 2012, 48, 3635-3637.

12K, P.J. Gustafson, A. Gudmundsson, K. Lewis, J.-E. Bickvall; Chem. Eur. J. 2017, 23, 1048 — 1051.
3Q. Yang, N. Zhang, M. Liu, Sh. Zhou; Tetrahedron Lett. 2017, 58 2487—2489.
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octanow rac-3.13 z jednoczesng ich racemizacjag kompleksem palladu (0) (K3.8).
Zaobserwowano, iz W trakcie reakcji w obecnosci 2-propanolu zachodzity dwie reakcje
uboczne, eliminacji i substytucji, w wyniku ktérych powstawaty produkty 3.15 i 3.16
(Schemat 28)**.

OAc CAL, 'PrOH OH oPr
+ +
/g\/\Ar K3.8 )\/\AI’ N\Ar )\/\Ar
rac-3.13 (R)-3.14 3.15 3.16

61-78% wyd.; >97% e.e.

K3.8: Pd(PPhs),-dppf
Schemat 28. EDKR octanow allilu.

Produkt o strukturze (R)-3.14 otrzymano z wysokimi nadmiarami enancjomerycznymi
(e.e. > 97%) oraz z wydajnosciami 61 — 78%.

Enancjomerycznie czyste octany alkohole allilowe mozna réwniez otrzymac¢ W reakcji
EDKRu przez acylowanie racemicznych alkoholi allilowych. Racemizacja substratow
zachodzita poprzez mechanizm przeniesienia wodoru lub kompleks z-allillowy. W 2007
roku grupa Bickvalla opracowata EDKR racemicznych alkoholi allilowych rac-3.17
(Schemat 29). Otrzymano enancjomerycznie czyste octany allilowe o konfiguracji R ((R)-
3.18) z praktycznie ilosciowa wydajnoscig. Octany allilu (R)-3.18 poddano nastgpcze;j

reakcji utleniania, w wyniku ktorej otrzymano odpowiednie acyloiny**”.

R? Ph
5 mol% K3.9 RS Ph
| R2 t-BUOK, Na,CO5 | ﬁ/Ph
- 2
R’ CALB, 80 °C R R Pr” | “Ph
OH toluen N
octan i-propenylu OAc OC‘REJ:S'
rac-3.17 (R)-3.18 K3.9
wyd. 71-99%
e.e. 97-99%

Schemat 29. EDKR race micznych alkoholi allilowych via przeniesienie wodoru.

4y, K. Choi, J. H. Suh, D. Lee, I. T. Lim, J. Y. Jung, M.-J. Kim; J. Org. Chem. 1999, 64, 8423-8424.
115 K. Bogar,P. Hoyos Vidal, A. R. Alcantara Leon, J.-E. Bickvall; Org. Lett., 2007, 9, 3401-3404.
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Siedem lat p6zniej rowniez grupa Béckvalla opracowata EDKR stosujgc jako substraty
czwartorzedowe alkohole allilowe, tym razem stosujgc zywic¢ jonowymienng jako
alternatywny czynnik racemizujacy (kataliza kwasowo-zasadowa w ukladzie
heterogenicznym)**®. Podobnie jak racemizacja enzymatyczna®’ jest to metoda bardziej
przyjazna srodowisku. Pierwsze doniesienia o stosowaniu zywic do EDKRu pojawity si¢
w 2005 roku™'®, ale nadal nie jest to metoda tak powszechnie stosowana jak racemizacja
kompleksami metali przejsciowych.

Innym podejsciem do syntezy optycznie czynnych alkoholi allilowych jest
zastosowanie katalizatora oksowanadowego K3.10 [VO(OSiPhg)s] w polaczeniu z
rozdziatem kinetycznym katalizowanym przez lipaz¢ B z Candida antarctica (Schemat
30a).

octan winylu
K3.10 [VO(OSiPhj3)s]

a. RW RW . RW + RZY\/

R? OH CALB R? OAc R OH OH
aceton, 25 °C
rac-3.19 (R)-3.20 (S)-3.19 3.21
wyd. 81-96%
e.e. 91-99%
R? octan winylu ; ) o
1 K3.11 R R o,
b. RS - YN o= _~g
OH CALB, 35-50 °C OAc R3 O
MeCN lub aceton
rac-3.22 (R)-3.23 K3.11
wyd. 27-99%
e.e. 92-99%

Schemat 30. EDKR racemicznych alkoholi allilowych via kompleks w-allilowy.

Otrzymano estry allilowe z bardzo dobrymi wydajnosciami (>81%) i wysokimi
nadmiarami enancjomerycznymi (e.e.>91%)"°. Substraty — alkohole allilowe rac-3.19
byly jednakowo dipodstawione w pozycji allilowej (R'=R?). W wyniku wydhiZenia czasu
reakcji gtéwnym produktem byly octany (R)-3.20. Badania nad opracowaniem

efektywnych katalizatoréw wanadowych doprowadzity do powstania katalizatora drugiej

116 ch. Manzuna Sapu, T. Gorbe, R. Lihammar, J.-E. Bickvall, J. Deska; Org. Lett. 2014, 16, 5952 — 5955.
173, Poptonski, T. Reiter, W. Kroutil; ChemCatChem 2018, 10, 763-768.

18p Odman, L. A. Wessjohann, U. T. Bornscheuer; J. Org. Chem. 2005, 70, 9551 — 9555.
1195 Akai, K. Tanimoto, Kanao, Y,; Egi, M.; Yamamoto, T.; Kita, Y.; Angew. Chem. Int. Ed. 2006, 45,
2592-2595.
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generacji — fosfonianu wanadylu zwigzanego na polimerze K3.11, ktory zapewnit lepsza

racemizacj¢ substratow*?

(Schemat 30b). Gléwnym produktem reakcji byty octany (R)-
3.23, ktore otrzymano z bardzo dobrymi wydajnosciami 1 nadmiarami
ennacjomerycznymi. Wyjatek stanowit substrat z grupa R'= p-metoksyfenyl. Niestety
kilkudniowa inkubacja katalizatora K3.11 z lipazag powodowata jego dezaktywacje. W
zwigzku z tym opracowano takze trzeci rodzaj katalizatora oksowanadowego, V-MPS, w
ktorym czg$¢ oksowanadowa jest kowalencyjnie zwigzana z wewngtrzng powierzchnia

121

krzemionki mezoporowatej~-, co zapewnito mu wigksza kompatybilno$¢ z enzymem i

stabilno$¢ w warunkach reakcji.

120 Akai, S.; Hanada, R.; Fujiwara, N.; Kita, Y.; Egi, M.; Org. Lett. 2010, 12, 4900-4903.

121 3) Egi, M.; Sugiyama, K.; Saneto, M.; Hanada, R.; Kato, K.; Akai, S.; Angew. Chem. Int. Ed. 2013, 52,
3654-3658; b) F. Kiihn, S. Katsuragi, Yasuhiro Oki, C. Scholz, Sh. Akai, H. Gréger; Chem. Commun.,
2020, 56, 2885—2888.
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4. Podsumowanie czesci literaturowej

W czesci literaturowej opisano zastosowanie enzymow w  Stereoselektywnej
syntezie organicznej. Pierwsza cze$¢ jest po§wiecona reakcji enzymatycznej estryfikacji.
Jest ona szeroko stosowana w syntezie pochodnych kwasu mlekowego, kwasoéw
thuszczowych, biosurfaktantow (przemyst spozywczy i kosmetyczny) oraz w produkcji
biodiesla. Zasadnicza wadg chemicznej, jak i enzymatycznej estryfikacji jest jej
odwracalnos¢. Rozwigzaniem jest zastosowanie czynnikéw fizycznych wigzacych wode
powstajaca w reakcji np. sit molekularnych. Rozdzial kinetyczny wykorzystujacy
enzymatyczng estryfikacje jest stosowany w syntezie chiralnych zwigzkéw biologicznie
aktywnych, niemniej jednak jest to maty udzial w pordwnaniu z enzymatycznym
acylowaniem lub hydroliza. Ciekawym podejsciem jest zastosowanie innych donoréw
grup alkoksylowych tj. weglanéw dialkilowych 1 ortoestréw. W pierwszych
doniesieniach literaturowych stanowily one czynnik chemiczny usuwajacy wode z
mieszaniny reakcyjnej.

W drugiej cze¢$ci opisano zastosowanie enzymow w dynamicznym rozdziale kinetycznym
alkoholi drugorzedowych. Najczgéciej wykorzystywanym systemem jest potaczenie
enzymatycznego acylowania grupy hydroksylowej z jednoczesng racemizacja substratu.
Rekcje acylowania i racemizacji przebiegaja na centrum stereogenicznym substratu.
Dzigku temu prawdopodobienstwo racemizacji produktu zostaje wyeliminowane. Wsrod
szeregu metod racemizacji chiralnych substratow stosowanych w EDKR nadal
najpopoularniejszg jest kataliza kompleksami metali grup przej$ciowych. Praktycznie w
kazdym przypadku niezbgdna jest optymalizacja warunkoéw reakcji z uwzglednieniem
biokatalizatora, rozpuszczalnika oraz katalizatora metalicznego kompatybilnego z
enzymem. Badania nad rozwojem EDKR pozwolity wyeliminowa¢ warunki zasadowe
reakcji, dodatek akceptora/donora wodoru oraz stworzy¢ Kkatalizatory stabilne w
warunkach reakcji. Niemniej jednak nadal problemem pozostaje regeneracja katalizatora
oraz (w niektorych przypadkach) oczyszczanie produktow reakcji. Nie ma doniesien
literaturowych na temat EDKR laczacym enzymatyczng estryfikacje racemicznych

kwasow karboksylowych, ktore bytyby racemiznowane przez katalizatory metaliczne.
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5. Badania wlasne

5.1. Koncepcja i cel badan

Jak pokazano w cze$ci literaturowej enzymatyczna estryfikacja kwasow
karboksylowych prowadzaca do otrzymania estrow tych kwasow jest procesem
wymagajacym specjalnych warunkow ze wzgledu na odwracalno$¢ reakcji (Schemat
31A). Oznacza to, ze aby przesung¢ rownowage reakcji w Kierunku tworzenia produktow,
nalezy okresli¢ wplyw szeregu czynnikdw na przebieg reakcji modelowych, takich jak:
enzym, rozpuszczalnik, temperatura i czas. Stosowane sg rowniez czynniki chemiczne i
fizyczne usuwajace wode z medium reakcyjnego, co poprawia zarowno wydajnosc, jak i
enancjoselektywnos¢ reakcji. Wydawato sie¢ interesujagcym sprawdzenie innych niz
alkohole donoréw grup alkoksylowych (D-ORY). Ich zastosowanie zmienitoby charakter

procesu na reakcj¢ nicodwracalng, co pokazano na Schemacie 31B.

Reakcja estryfikacji enzymatycznej

R'OH
A. o enzym o
——— J__R" + HO

Proponowany proces nieodwracalny D-OR':
1
0 D-OR o (o) RO oR'
B.| I R' + D-OH RI0™OR! 2
R™ “OH R™ N0 R® "OR!

D-OR" - donor grupy alkoksylowej
D-OH - nietrwaly w warunkach reakcji

Schemat 31. Enzymatyczna estryfikacja kwasow karboksylowych alkoholami vs enzymatyczna estryfikacja
donorami grup alkoksylowych.

Donorem grupy alkoksylowej moga by¢ weglany dialkilowe lub ortoestry (D-OR?), ktore
byly dotychczas stosowane jako czynniki chemiczne usuwajace wod¢ z mieszaniny
reakcyjnej. Zgodnie z przyjetym zalozeniem (Schemat 31B) w reakcji kwasu
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karboksylowego z donorem D-OR® powstawatby odpowiedni ester oraz zwiazek D-OH,
ulegajacy nieodwracalnej reakcji nast¢pczej. Uzyskanie w tym przypadku pozytywnych
rezultatow umozliwitoby podjecie kolejnych badan nad rozszerzeniem enzymatycznego
rozdziatu kinetycznego do enzymatycznego dynamicznego rozdziatu kinetycznego. W
procesach takich wymagane jest zastosowanie reagentdw racemizujacych chiralny
substrat. Z przedstawionych danych w czgsci literaturowej dysertacji wynika, ze
dogodnymi czynnikami racemizujacymi sa kompleksy metali przejsciowych. Do tej pory
kompleksy te wykorzystywane byly tylko do racemizacji alkoholi drugorzedwych
potaczonej z ich rozdzialem kinetycznym poprzez acylowanie. Nie ma doniesien
literaturowych dotyczacych EDKRu z zastosowaniem enzymatycznej estryfikacji
kwasow karboksylowych. Opracowanie takiej metodologii doskonale uzupehnitoby juz
istniejagce metody EKRu i EDKRu. Mialoby takze duze znaczenie z praktycznego punktu

widzenia ze wzgledu na prostote wydzielenia i oczyszczenia produktow reakcji.
Wyznaczone cele pracy:

1. Wykonanie badan nad zastosowaniem innych niz alkohole donorow grupy
alkoksylowej do enzymatycznej estryfikacji wybranych achiralnych i chiralnych
kwasow karboksylowych.

2. Badania nad optymalizacja warunkow powyzszej reakcji uwzgledniajace wptyw
budowy donora (D-OR%), enzyméw, rozpuszczalnika, temperatury i czasu.

3. Wykonanie badan potwierdzajace lub wykluczajace mozliwos¢ rozszerzenia
rozdziatu kinetycznego wybranych kwaséw karboksylowych do dynamicznego

enzymatycznego rozdziatu kinetycznego.

Jako substraty bedg wykorzystane achiralne i chiralne, racemiczne kwasy karboksylowe,
ktore sg uzyteczne w syntezie zwigzkOw biologicznie aktywnych. W pierwszym etapie
zostang wykonane badania nad sprawdzeniem mozliwosci wykonania enzymatycznej
reakcji estryfikacji z uzyciem weglanow dialkilowych i ortoestrow. W nastgpnym etapie
zostanie wyznaczony wplyw budowy donora, enzymu, rozpuszczalnika, temperatury i
Czasu na przebieg tej reakcji. W ostatnim etapie zostanie sprawdzona mozliwo$é
zastosowania uktadow enzym-metal w dynamicznym rozdziale kinetycznym

racemicznych kwasow karboksylowych.
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5.2. Zastosowanie enzymatycznej estryfikacji weglanami alkilowymi do syntezy

estrow wybranych kwasow karboksylowych.

Pierwszy etap badan obejmowatl zastosowanie weglandéw alkilowych do procesu
nieodwracalnej enzymatycznej estryfikacji. Zwiazki tej klasy majg dwie zasadnicze
zalety: niskg temperatur¢ wrzenia oraz niskg cene¢. Ide¢ reakcji przedstawiono na

Schemacie 32.

O (0] 0]

J, oom, J e N

R OH EtO OEt R OEt EtO OH
A

CO, + EtOH

Schemat 32. ldea nieodwracalnej estryfikacji kwaséw karboksylowych weglanami.

Zatozono, ze enzym reaguje bezposrednio z weglanem dajac odpowiedni ester oraz drugi
produkt A, nietrwaly w warunkach reakcji, ktorego rozpad do alkoholu i dwutlenku wegla
powinien by¢ Sitag napedowa procesu. Nalezy tez zwroci¢ uwage na fakt, ze caty proces
sktada si¢ z dwoch reakcji, z ktorych kazda moze by¢ katalizowana przez ten sam lub

rézne enzymy.

5.2.1. Badania nad oznaczeniem wplywu biokatalizatora na reakcj¢ enzymatycznej

estryfikacji weglanami alkilowymi

Do badan modelowych zastosowano kwas 3-fenylopropanowy (1a). Dobor
odpowiedniego biokatalizatora obejmowat 45 komercyjnie dostgpnych enzymow, ktore
podzielono na 9 grup (badania przesiewowe opisane w Czgsci eksperymentalnej,
Podrozdziat 7.2). Kazda z grup sktadata si¢ z enzymow prezentujacych rézne wtasciwosci
katalityczne. Reakcje prowadzono w toluenie, 40 °C i przez 24 godziny (Schemat 33,

Procedura Ogolna 1).
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0

O PhMe, 40 °C
©/\)J\OH enzymy Woa
24 godz.
EtOC(O)OEt
1a 2a

Schemat 33. Estryfikacja kwasu 1la weglanem dietylowym.

Tworzenie si¢ estru etylowego 2a zaobserwowano jedynie w mieszaninie reakcyjnej z
ostatnig z testowanych grup enzymow (nr 9: A: papaina, B: acylaza | z Aspergillus
melleus, C: lipaza z kietkow pszenicy, D: Amano lipaza AK z Pseudomonas fluorescens,
E: Novozym 435). Ester 2a otrzymano w tych warunkach z wydajnosciag 96% (Tabela 1,
L.p. 1). Uwzgledniajac mechanizm reakcji przedstawiony przez Morrone (Czg$é
literaturowa, Podrozdziat 2.4), caly proces powinien sklada¢ si¢ z trzech reakcji
czastkowych (estryfikacji, hydrolizy i1 dekarboksylacji). Kazdy z enzymow (lub jeden z
nich) moze katalizowa¢ wszystkie lub tylko jedng z tych reakcji. Dlatego tez
przeprowadzono szereg eksperymentow majacych na celu okreslenie wydajnosci reakcji
dla poszczegdlnych enzymow oraz ich mieszanin- dwoch, trzech lub czterech enzymoéw.
Wyniki zamieszczono w Tabeli 1. Nieoczekiwanie w przypadku zastosowania
pojedynczego enzymu nie zaobserwowano tworzenia si¢ produktu (Tabela 1, Lp. 2 — 6).
Stwierdzono, ze za efekt katalityczny odpowiedzialne sg przynajmniej dwa sposrod
badanej mieszaniny enzymdow. Zatem druga seria eksperymentéw sktadata si¢ z reakcji
katalizowanej przez dwa enzymy (Tabela 1, I.p. 7 - 16). W szesciu reakcjach ester 2a
zostal otrzymany z wydajnoscia wyzsza niz 5% (Tabela 1, Lp. 9, 10, 13 — 16). W
przypadku mieszaniny zawierajacej acylaze 1 z Aspergillus melleus (B) i Novozym 435
(E) wydajnos¢ reakcja byta znaczaco wyzsza (14%, Tabela 1, l.p. 14), niemniej jednak
zdecydowanie nizsza niz wydajno$¢ reakcji katalizowanej przez mieszaning pigciu
enzymow (A, B, C, D, E). Kolejna seria eksperymentow obejmowata mieszaniny 3
enzymoéw (Tabela 1, 1.p. 17 — 26). Podobnie jak w poprzedniej serii istotny wptyw na
wydajnos¢ reakcji w tym przypadku miata obecno$é dwoch enzyméw: B i E (Tabela 1,
I.p. 19, 24, 25). Produkt 2a zostal otrzymany z wydajnoscia 42%-50%. W serii
eksperymentow wykorzystujacych 4 enzymy rowniez zaobserwowano kluczowy wpltyw
dwoch enzyméw: acylazy 1 z Aspergillus melleus (B) oraz Novozymu 435 (E) na
przebieg reakcji.
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Tabela 1. Estryfikacja kwasu 1la mieszaning enzymow (A, B, C, D, E).

L.p. Enzym W [%]
1. A B CDE 96
2. A <1
3. B <1
4, C <1
5. D <1
6. E <1
7. A, B <1
8. C,D <1
9. B,C 5
10. B,D 5
11. A C <1
12. A, D <1
13. A E 5
14. B, E 14
15. C,E 5
16. D, E 5
17. A B, C <1
18. A, B, D <1
19. A B E 50
20. A C,D <1
21. A CE 13
22. A D E 10
23. B,C,D <1
24, B,CE 44
25. B,D, E 42
26. C,D,E 5
27. A BC,D <1
28. A B,C E 38
29. A B,D,E 66
30. A C D, E 78
31. B,C,D,E 66
32. A B CDF <1
33. A B CD,G <1
34, A B,CDFG 10
35. F,G <1

®Warunki reakcji: 6 (1 mmol), PhMe ( 1ml), EtOC(O)OEt (2 mmol), enzymy (per 4 mg), 40°C, 24 godz.

®A: papaina, B: acylaza | z Aspergillus melleus, C: lipaza z kielkow pszenicy, D: Amano lipaza AK z
Pseudomonas fluorescens, E: Novozym 435, F: dezaktywowany Novozym 435, G: lipaza z Candida
antarctica

Produkt 2a uzyskano z wydajno$ciami 38%-78% (Tabela 1, l.p. 28 — 31). Ponadto
zaobserwowano, ze brak Novozymu 435 zdecydowanie obniza wydajno$¢ reakcji (<1%,
Tabela 1, 1.p. 27), co stanowi przeciwwage do reakcji bez acylazy I z Aspergillus melleus,

w ktorej odnotowano zwigkszenie wydajnosci w porownaniu do reakcji zawierajacych
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obydwa enzymy (Tabela 1, L.p. 30). W celu ustalenia roli jakg petni Novozym 435 (lipaza
B z Candida antarctica zamkniety w matrycy polimerowej) w takich samych warunkach
reakcji przeprowadzono eksperymenty =zastepujac go natywnag lipazag z Candida
antarctica, a w Kkolejnej reakcji dezaktywowanym Novozymem 435. Zaréwno w
pierwszym, jak i drugim przypadku otrzymano $ladowe ilosci estru 2a (<1%, Tabela 1,
L.p. 32 1 33). Natomiast po zastgpieniu Novozymu 435 przez enzym natywny oraz
dezaktywowany (w jednym eksperymencie) otrzymano produkt z wydajnosciag 10%
(Tabela 1, l.p. 34). Przedstawione wyniki wskazuja, ze immobilizacja enzymu ma
zasadniczy wplyw na zaobserwowany efekt katalitycznylzz. Przeprowadzono réwniez
reakcje z albuming wolowa w celu identyfikacji efektu stabilizujacego poprzez obecnosé¢
innych biatek w mieszaninie zamiast enzymow A, B, C i D. Zaobserwowano $ladowe
ilosci produktu 2a (<1%). Podobne rezultaty otrzymano w przypadku zastosowania
Novozymu 435 w takiej samej ilo$ci (wagowo: 20mg) jak mieszanina pi¢ciu enzymow
(A, B, C, D i E, calkowita masa=20mg). Zatem zwigkszenie ilosci biatka (czy tez samego

enzymu) nie jest odpowiedzialne za zaobserwowany efekt katalityczny.

5.2.2. Wplyw wody na wydajnos$¢ procesu i proponowany mechanizm reakcji

Kolejnym problemem jaki postawiono, bylo okreslenie roli wody, ktora wedlug
mechanizmu Morrone ma zasadniczy wptyw na zainicjowanie reakcji. Woda, tworzaca
si¢ w czasie zainicjowanej przez alkohol alkilowy estryfikacji, hydrolizuje weglan obecny
w mieszaninie reakcyjnej. W rezultacie powstaje alkohol alkilowy, ktory bierze udziat w
kolejnym cyklu estryfikacji kwasu karboksylowego. Dlatego tez wykonano dwa
eksperymenty, ktorych przebieg kontrolowano przy uzyciu chromatografii gazowe;.

Analizie poddano dwie mieszaniny reakcyjne:

A. Mieszanina reakcyjna zawierajaca enzymy, toluen, weglan dietylowy oraz kwas
karboksylowy 1a,

B. Mieszanina reakcyjna zawierajgca enzymy, toluen, weglan dietylowy oraz
dodatek wody.

122 3) Cabrera Z., Fernandez-Lorente G., Fernandez-Lafuente R., Palomo J. M., Guisan J. M. J. Mol. Catal.

B: Enzym., 2009, 57, 171 — 176; b) A. Tambe, R. Vyasarayani and A. Datla, Enzyme Eng., 2015, 4,
1000130.
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Mieszaniny pozostawiono na wytrzgsarce w temperaturze pokojowej przez 24 godziny.
Etanol w $ladowej ilosci (<1%) pojawia si¢ jedynie w obecno$ci kwasu karboksylowego
la (Mieszanina reakcyjna A). Natomiast w mieszaninie reakcyjnej niezawierajacej kwasu
(Mieszanina reakcyjna B) nie zostal zaobserwowany, co wyklucza jego rolg jako
czynnika inicjujacego- weglan nie ulega hydrolizie. Jaki zatem wplyw na przebieg reakc;ji
ma obecnos$¢ wody w mieszaninie reakcyjnej?

Aby odpowiedzie¢ na powyzsze pytanie przeprowadzono seri¢ eksperymentow w celu
ustalenia wplywu zawarto$ci wody na przebieg reakcji. Zawarto§¢ wody w mieszaninie
reakcyjnej wyznaczano bezposrednio po jej sporzadzeniu metoda miareczkowania Karla
— Fischera. Ponadto sprawdzono wptyw trifluoroetanolu (TFE) na przebieg reakcji, ktory
podobnie jak woda moze wplywac¢ na strukture enzymu poprzez tworzenie wigzan
wodorowych. Wyniki uwzgledniajace wplyw zawartosci wody na przebieg reakcji

zamieszczono w Tabeli 2.

Tabela 2. Wptyw zawartosci wody oraz TFE na wydajnos¢ reakcji estryfikacji.

L.p Dodatek Zawarto$¢ wody [%]° W [%]
1. - 0.080 96
2. 15 ul H,0 0.094 46
3. 30 ul H,O 0.153 35
4. 45 ul H,0 0.115 24
5. 5mgNaBO,x 4H,0 0.083 81
6. 10 mg NaBO, x 4H,0 0.126 75
7. 15 mg NaBO, x 4H,0 0.082 67
8. 5 mg Na,PO4 x 12H,0 0.086 57
9. 10 mg Na,PO, x 12H,0 0.091 43
10. 15 mg Na,PO4 x 12H,0 0.099 32
11. 30 ul TFE - 41
12. 60 ul TFE - 18
13. 90 ul TFE - 14

®Warunki reakcji: 1a (1 mmol), PhMe (1ml), EtOC(O)OEt (2 mmol), enzymy: A, B, C, D, E (per 4 mg),
40°C, 24 godz., dodatek

®Wyznaczony poprzez miareczkowanie mieszaniny reakcyjnej metoda Karla — Fischera w Instytucie
Chemii Fizycznej PAN

Dodatek wody (Tabela 2, I.p. 2 — 4), hydratéow boranu sodu (Tabela 2, I.p. 5 — 7) oraz
hydratow fosforanu sodu (Tabela 2, l.p. 8 — 10) powodowat spadek wydajnosci reakc;ji.
Podobng sytuacje zaobserwowano w przypadku obecnosci trifluoroetanolu (Tabela 2, I.p.

11 — 13), co prawdopodobnie zwigzane jest z tworzeniem nowych wigzan wodorowych z
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enzymami obecnymi w mieszaninie reakcyjnej. Istotng sprawg jest tu rdwniez rdznica
aktywno$ci wody pomiedzy woda niezwigzang i1 zwigzang w postaci hydratow. W
reakcjach zawierajacych dodatek wody niezwigzanej ester 2a otrzymano zZ nizsza
wydajnoscig (24-46%, Tabela 2, |.p. 2-4) niz w reakcjach z dodatkiem hydratow (32-
81%, Tabela 2, I.p. 5-10).

Analizujgc powyzsze badania zaproponowano inny mechanizm badanej reakcji niz grupa

badawcza Morrone, przedstawionego w Rozdziale 2.4. (Schemat 34).

3 ¥

_ROCO,R ROH

Enz-OH \\ /‘ j\

EnzO OR
coO, EAC
K'¢obr
O
HO ORO
EnzO~ “OH ,7 EnzOXO)J\R1
EHC [(R'COOR! A

Schemat 34. Proponowany mechanizm reakcji.

W  pierwszym etapie wolna grupa hydroksylowa enzymu reaguje z weglanem
dialkilowym prowadzac do powstania produktu posredniego, ktérym jest kompleks EAC
oraz odpowiedniego alkoholu alkilowego (proces podobny do tworzenia acylowanego
enzymu). Nastepnie kompleks EAC reaguje z kwasem karboksylowym tworzac produkt
posredni A, ktory szybko ulega przeksztalceniu do odpowiedniego estru produktu
posredniego EHC. Kompleks EHC ulega reakcji rozpadu do wolnego enzymu i
dwutlenku wegla. Uwolnienie czasteczki dwutlenku wegla jest sita napedowa catego
procesu.

Poniewaz najbardziej efektywnym biokatalizatorem badanej reakcji jest mieszanina
pigciu enzymow, nalezy rowniez rozpatrzy¢ efekt synergii enzymoéw (lub/i no$nika
uzytego do immoblizacji), ktory moze by¢ odpowiedzialny zaobserwowane
przyspieszenie szybkosci reakcji. W przypadku katalizatorow nieorganicznych taki efekt

zaobserwowano w reakcji kondensacji katalizowanej przez podwdjne kompleksy
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metali*?®,

W czgsci literaturowej pokazano, ze oddziatywania biatko-biatko (PPI)
odgrywaja nieoceniong rol¢ w biochemii oraz biologii molekularnej. Zastosowanie tych
oddziatywan 1 samego efektu synergistycznego na polu reakcji chemicznych
katalizowanych przez enzymy stanowi Ciekawa koncepcj¢ rozwoju biokatalizy. Merz
udowodnit, ze w $rodowisku polarnym oddzialywania bialko-rozpuszczalnik moga
wspotzawodniczy¢ z oddziatywaniami biatko-bialko™*. Zatem oddzialywania enzym-
enzym powinny by¢ silniejsze w niepolarnym rozpuszczalniku. Z drugiej strony,
Klibanov wykazal, ze enzymy w rozpuszczalnikach organicznych dzialaja bardziej

125 Wyniki przedstawione w Tabeli 2

efektywnie jezeli w ukladzie znajduje si¢ woda
jednoznacznie pokazuja, ze systematyczny dodatek wody lub TFE zmniejsza wydajno$¢
reakcji, co pozostaje zgodne z badaniami Merza. Wigksza ilos¢ wody moze powodowaé
rowniez szybsza hydrolize weglanu. Ponadto, w takich warunkach reakcji, produkt (ester)

takze moze ulega¢ hydrolizie.

5.2.3. Wplyw struktury substratu na przebieg reakcji

W celu okres$lenia wptywu struktury substratu na przebieg reakcji, do reakcji
enzymatycznej estryfikacji weglanami dialkilowymi wybrano kwasy z podstawnikiem
aromatycznym oraz o roznej dlugosci i rozgalezieniu tancucha alkilowego. Estry tych
kwasoéw sa szczegélnie uzyteczne w przemysle spozywezym oraz kosmetycznym'?,
Reakcje prowadzono w toluenie w 40 °C (Schemat 35). Jako biokatalizator zastosowano

mieszaning 5 enzymow (A, B, C, D, E). Wyniki zamieszczono w Tabeli 3.

12 A, Sato, Y. Nakamura, T. Maki, K. Ishihara, H. Yamamoto, Adv. Synth. Catal. 2005, 347, 1337.

24D, S. Hartsough, K. M. Merz J. Am. Chem. Soc. 1993, 115, 6529.

125 a) A. M. Klibanov, Nature 2001, 409, 241; b) A. M. P. Koskinen, A. M. Klibanov, Enzymatic Reactions
in Organic Media Springer, 1996.

126 3) Patent Appl.. WO 2002015691; 2002 b) G. Mosciano; Organoleptic Characteristics of Flavor
Materials: Parfum. Flavor; 2005, 6th Edition; c) K. Sunnerheim, A. Nordgvist, G. Nordlander, A. K. Borg-
Karlson, C. R. Unelius, B. Bohman, H. Nordenhem, C. Hellqvist, A. Karlén; Journal of Agricultural and
Food Chemistry 2007, 55, 9365-9372.
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PhMe, 40°C

RCOOH — MY RCOOR!
24-48 godz.
R'OC(0O)OR'
1a-i 2a-i, R'=Et
3a-i, R'=Me

Schemat 35. Wptyw struktury kwaséw 1a-i na reakcj¢ estryfikacji weglanami dialkilowymi.

Tabela 3. Estryfikacja kwasow karboksylowych la-i mieszaning enzymow (A-E).

L.p. Substrat R'  Prod. W [%]° W [%]°
1. OH Me  3b 35 91
1b 0

2. - Et 2b 46 93
3. 1c oH  Me 3¢ 87 100
4. m Et 2¢ 98 100
5. o Me 3a 89(78) 100(100)*
5. Wo“ Et  2a 96(86)° 100(100)°
7. 0" o Me  3d 26 89
g O Bt 2d 75 100
9. D Me 3e 71 100

1e o
10 \Ow Bt 2 81 100
11 i Me 3f 67 100

OH

2. " Clw Bt of 73 100
13 0 Me  3g 70 100

1 OH
4 J@M Bt 2g 72 100
15. " OH Me (R)-3h 49 (94%e.e.)’ 96 (e.e. nb)
16. o Et 2h 71 (e.e. nb) 100 (e.e. nb)
17 @ Me 3i 34 (e.e. nb) 92 (e.e. nh)

i OH

18, W Et (R)-2i 64(55%ee) 100 (e.e. nb)

*Warunki reakcji: 1a-i (1 mmol), PhMe (1ml), R"OC(O)OR" (2 mmol), enzymy: A, B, C, D, E (per 4 mg),

40°C, 24 - 48 godz.
®Czas reakcji: 24 godz.
“Czas reakcji: 48 godz.

Reakcje prowadzone w weglanie bez dodatkowego rozpuszczalnika
°e.e. okreslono za pomocg HPLC z kolumng chiralng Chiralcel OD-H

Kazda reakcja byta prowadzona przez 24 i1 48 godzin. W ciggu 48 godzin wigkszos¢

produktow otrzymano z ilociowa wydajnoscia, oprocz estrow 2b i 3b (Tabela 3, I.p. 1,
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2), estrow metylowych kwasow 1d, 1h i 1i (Tabela 3, I.p. 7, 15, 17). W przypadku reakcji
prowadzonych przez 24 godziny wyniki byly zrdznicowane. Estry z najwyzsza
wydajnos$cia otrzymano podczas estryfikacji kwaséw zawierajagcych niepodstawiony
pierScien aromatyczny (Tabela 3, I.p. 3 — 6). Wydajnos¢ reakcji zdecydowanie rosta wraz
z dhugoscia tancucha alkilowego pomiedzy grupa aromatyczng a karboksylowa (Tabela 3,
l.p. 1-6). Kwasy 1f i 1g zawierajgce pierScien aromatyczny z podstawnikiem
elektronoakceptorowym w pozycji para ulegaty reakcji wolniej (Tabela 3, l.p. 11 — 14)
niz kwas le z podstawnikiem elektronodonorowym w tej samej pozycji w pierscieniu
(Tabela 3, 1.p. 9 i 10). W przypadku kwasu 1d niska wydajnos¢ reakcji prawdopodobnie
jest spowodowana zawadg steryczng w pozycji Orto pierscienia aromatycznego (Tabela 3,
I.p. 7), natomiast w przypadku kwasu la malg odlegloscig grupy aromatycznej od
centrum reakcji. Zbadano réwniez wptyw rozpuszczalnika na wydajnos¢ reakcji. W tym
celu przeprowadzono eksperymenty w samym weglanie dialkilowym (Tabela 3, I.p. 5d i
6d). Otrzymano estry 3a i 2a z mniejsza wydajnos$cia, co prawdopodobnie zwigzane jest
ze zmiang polarno$ci rozpuszczalnika. W ciggu 48 godzin estry 3a i 2a otrzymano z
ilosciowa wydajnoscia, zatem reakcja moze by¢ takze prowadzona w weglanach jako
reaktantach 1 rozpuszczalnikach. Jest to korzystna sytuacja ze wzgledu na niska
toksyczno$¢ weglanow. Kolejna seria eksperymentéw umozliwita sprawdzenie
enancjoselektywnosci reakcji. Ester metylowy (R)-3h otrzymano z 94% e.e., natomiast
ester etylowy (R)-2i z 55% e.e. (Tabela 3, l.p. 15° i 18%). Stanowi to dobry punkt wyjscia
do badan optymalizacyjnych nad opracowaniem EKR tych kwaséw.

5.2.4. Podsumowanie podrozdzialu

Systematyczne badania modelowe wykazaly, ze efektywnym systemem
biokatalitycznym w estryfikacji kwasow karboksylowych weglanami dialkilowymi jest
mieszanina pigciu enzymow. Kluczowe znaczenie dla przebiegu reakcji miaty dwa
enzymy: immobilizowany Novozym 435 oraz natywna acylaza z Aspergillus oryzae.
Zbadany zostal réwniez wpltyw nosnika uzytego do immobilizacji natywnej lipazy z
Candida antarctica poprzez dezaktywacj¢ Novozymu 435. Zaproponowano mechanizm
reakcji, w ktorym weglan jest donorem grupy alkoksylowej. Ponadto wykonano badania
okreslajagce wptyw wody na aktywnos$¢ ukladu biokatalitycznego, a tym samym na

wydajno$¢ reakcji. Udowodniono, ze wraz ze wzrostem zawarto$ci wody w mieszaninie
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reakcyjnej wydajnos¢ reakcji spada, co jest prawdopodobnie spowodowane hydrolizg
produktu reakcji (estru) albo (jezeli systemem biokatalitycznym jest uktad ztozony z
wigcej niz jednego enzymu) ostabieniem oddzialywan enzym-enzym i tym samym
zmniejszeniem aktywnosci ukladu biokatalitycznego. Zbadano takze specyficznosé
substratowa dla badanej mieszaniny enzymoOw stosujgc jako substraty pochodne
aromatycznych kwasoéw karboksylowych roznigce si¢ dlugoscig oraz rozgatl¢zieniem
tancucha alkilowego pomiedzy grupa aromatyczna a karboksylowa. Po 24 godzinach
reakcji uzyskano nizsze wydajnosci dla estrow metylowych. Stwierdzono wyrazna
selektywnos¢ substratowg enzymu ze wzgledu na: oddalenie centrum reakcji od
pier§cienia aromatycznego oraz zmiany podstawnikéw w pierScieniu aromatycznym.
Natomiast po 48 godzinach w kazdym przypadku produkty reakcji otrzymano z iloSciowa
wydajnoscig. W reakcji z racemicznymi substratami otrzymano enancjomerycznie
wzbogacone estry. Jest to pierwszy systematycznie zbadany multienzymatyczny system,
ktory efektywnie 1 stereoseletywnie katalizuje reakcje nieodwracalnej estryfikacji

weglanami alkilowymi.

5.3. Enzymatyczna estryfikacja pochodnych kwasu 3-arylo-4-pentenowego

Grupa donorow grupy alkoksylowej w enzymatycznej estryfikacji moga by¢ takze
ortoestry. Z danych literaturowych wynika, Ze reakcja pomigdzy kwasami
karboksylowymi a ortoestrami przebiega samoistnie, bez czynnika inicjujgcego lub
katalizatora, jednak z reguly z niska wydajnoscia i w bardzo wysokiej temperaturze'?’.
Zatem zastosowanie enzymu moze rowniez zwigkszy¢ wydajnos$¢ reakcji. Ide¢ procesu

przedstawiono na Schemacie 36.

0 OEt o OH
OEt _enzym OEt
+ R1 e + R
R)J\OH RJ<OEt _ R)J\OEt RJ<OEt
A
o}
I+ EtoH
R" “OEt

Schemat 36. Idea estryfikacji kwasow karboksylowych ortoestrami.

27 Trujillo, J. I.; Gopalan, A. S.; Tetrahedron Lett. 1993, 34, 7355-7358.
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W tym przypadku dominujgcym procesem moze by¢ enzymatyczna estryfikacja kwasu
karboksylowego ortoestrem np. trictylowym, wowczas powinien powsta¢ odpowiedni
ester etylowy oraz nietrwaly produkt posredni A, ktory ulega nieodwracalnemu

rozpadowi do estru etylowego oraz etanolu.

5.3.1. Synteza racemicznych pochodnych kwasu 3-arylo-4-pentenowego

Jako substraty modelowe do badan wybrano pochodne kwasu 3-arylo-4 —
pentenowego posiadajace podstawniki w pozycji para grupy fenylowej. Zwigzki te
wybrano ze wzgledu na istotng role, jaka peilniag w syntezie szeregu innych zwigzkoéw
aktywnych biologicznie. Jezeli podstawnikiem jest atom fluoru, to zwigzek (4a) stanowi
cenny substrat do syntezy Paroksetyny, ktora jest selektywnym inhibitorem receptora

serotoniny*?%1%°

. Z kolei kwas zawierajacy grupe metoksylowa (4b) stanowi substrat do
syntezy substancji aktywnej biologicznie (+)-SCH 54016, ktéora ma wiasciwosci

obnizajace poziom cholesterolu we krwi'®® (Schemat 37).

OMe F
o]
OH 0]
— = . 0
OO0 :
R

N

O H
(+)-SCH 54016 4a, R=F (-)-Paroksetyna

4b, R=OMe

Schemat 37. Kwasy 3-fenylo-4-pentenowe jako prekursory zwigzkéw aktywnych biologicznie.

Pierwszy ectap badan obejmowal syntez¢ racemicznych substratoéw (Schemat 38). W
reakcji Grignarda z aldehydu p-fluoro- i p-metoksybenzoesowego oraz bromku
winylomagnezowego otrzymano drugorzgdowe alkohole allilowe 5a i1 5b z

wydajnos$ciami wynoszgcymi odpowiednio 93% i 95% (Procedura Ogolna 2).

28 Liu L. T., Hong P. C., Huang H. L., Chen S. F., Wang C. L. J., Wen Y. S. Tetrahedron: Asymmetry,
2001, 12, 419 — 426.

»yu M. S., Lantos 1., Peng Z. Q., Lu J., Cacchio T. Tetrahedron Lett., 2000, 41, 5647 — 5651.

130 Chen L. Y., Zaks A., Chackalamannil S., Dugar S. J. Org. Chem., 1996, 61, 8341 — 8343,
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AN
=0 ZMgBr MeSO;H, 25°C OH
4()» OH -
R THF, 0°C THF/H,0 R

R
5a: R=F, 95% 6a: R=F, 69%
5b: R=OMe, 93% 6b: R=OMe, 87%
0
OH
1.MeC(OEt), AcOH Z

2.10% NaOH, EtOH

rac-4a: R=56%
rac-4b: R=73%

Schemat 38. Synteza racemicznych kwasow 4a i 4b.

Nastepnie zwigzki te poddano reakcji izomeryzacji w obecnosci kwasu
metanosulfonowego do alkoholi cynamonowych 6a oraz 6b uzyskujac produkty z
wydajnosciami odpowiednio 69% i 87% (Procedura Ogolna 3). Ta reakcja prowadzona w
wickszej skali (> 2g) wymagala optymalizacji, ze wzgledu na znaczny spadek
wydajnosci. Wyniki badan optymalizacyjnych nad reakcjg izomeryzacji przedstawiono w
Tabeli 4.

Tabela 4. Badania nad optymalizacja reakcji izomeryzacji alkoholu 5a i 5b.

L.p. Alkohol skala THF/woda kwas [mol/eq] W [%0]
1. 5a 100 mg 4 mi/1 ml 2 69
2. 5a 29 20 mi/10 ml 3 63
3. 5b 100 mg 4 mi/1 ml 2 87
4. 5b 29 20 mi/10 ml 3 81

Nastepnie alkohole cynamonowe 6 poddano przegrupowaniu Johnsona- Claisena z
ortooctanem trietylu i otrzymano odpowiednie estry etylowe, ktére poddano reakcji
hydrolizy w warunkach zasadowych uzyskujac racemiczne kwasy 3—(p—fluorofenylo)—4—
pentenowy  (rac-4a) i1 kwas  3—(p—metoksyfenylo)-4—pentenowy  (rac-4b)
z wydajnosciami catkowitymi wynoszacymi odpowiednio 56% i 73% (Procedura Ogolna
4).

Aby mozna byto opracowa¢ metode oznaczania nadmiaru enancjomerycznego produktéw
(e.e.p) uzyskanych w wyniku reakcji enzymatycznych za pomoca HPLC niezbedne byto

wykonanie syntezy racemicznych estrow etylowych i metylowych kwasow rac-4a i rac-
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4b. Estry otrzymano w reakcji chlorku odpowiedniego kwasu z etanolem lub metanolem
(Schemat 39). Chlorek kwasowy otrzymano w reakcji kwasu z chlorkiem tionylu w
dichlorometanie. Ester rac-7a otrzymano z wydajnoscig 63%, ester rac-7b z wydajnoscia
85% (Procedura Ogolna 5).

o]
OEt
=
1. SOCl,, DCM
o) 2. EtOH R
OH rac-7Ta: R=F, 63%
_ rac-7b: R=OMe, 83%
R o]
4a: R=F OMe
4b: R=OMe 1.50Cl,, DCM Z
2. MeOH

rac-8a: R=F, 72%
rac-8b: R=OMe, 89%

Schemat 39. Synteza racemicznych estréw etylowych 7 i metylowych 8 nienasyconych kwasow 4.

Dobor odpowiednich warunkéw analizy chromatograficznej produktow uzyskanych w
reakcjach enzymatycznych okazat si¢ problematyczny. Wykonano szereg eksperymentow
dla kolumn z dwiema réznymi chiralnymi fazami stacjonarnynmi: CHIRALCEL OD-H i
CHIRALPAK AS-H firmy Chiralcel®. W przypadku zastosowania kolumny
CHIRALPAK OD - H nie wyznaczono odpowiednich warunkoéw podzialu pomimo
zmiany uktadu elucyjnego oraz przeptywu. W przypadku kolumny CHIRALPAK AS — H
duzy wplyw na specyficznos¢ metody miata temperatura otoczenia: zadowalajacy
rozdzial enancjomerow estrow estylowych i metylowych kwasow 4a i 4b uzyskiwano w
temperaturze mniejszej lub rownej 25 °C (czasy retencji i warunki analizy

chromatograficznej: Cz¢$¢ eksperymentalna, Podrozdziat 7.3).
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5.3.2. Zastosowanie ortoestrow trietylowych jako donoréw grupy alkoksylowej w
enzymatycznym rozdziale Kkinetycznym pochodnych kwasu 3-arylo-4-

pentenowego

W kolejnej cze$ci badan wykonano screening enzymatyczny, w wyniku ktérego
ustalono, ze reakcje kwasow rac-4a i rac-4b z ortooctanem trietylowym jest katalizowana
przez enzymy. Jako rozpuszczalnik wybrano toluen, w ktérym w temperaturze 40 °C,
rozpuszczajg si¢ zardwno substraty, jak i produkty reakcji enzymatycznej. Reakcje
prowadzono przez 24 godziny (Schemat 40, Procedura Ogoélna 7). Jako biokatalizatory
reakcji wykorzystano szereg enzymow komercyjnych i wybrane preparaty enzymatyczne
w postaci proszkow acetonowych z organoéw zwierzecych (przygotowanych w Zespole
XX ICHO PAN). Uzyskane wyniki zamieszczono w Tabeli 5.

o) o o
OH Enzym, R'C(OEt), é}RZ . OH
Z PhMe, 24 godz., 40°C /@\ = P
R R -

rac-4a: R=F S-Ta: R=F, R%=Et R-4a: R=F
rac-4b: R=OMe S-7b: R=OMe, R?=Et R-4b: R=OMe
R'= Me lub Ph,

Schemat 40. Enzymatyczna estryfikacja kwasow rac-4a i rac-4b ortooctanem trietylu.

Produkt (S)-7a uzyskano z najwyzszym nadmiarem enancjomerycznym (47% i 45%)
stosujac lipaze z Rhizopus arrhizus oraz Novozym 435A (Tabela 5, I.p. 7 i 10). Niemniej
jednak enancjoselektywno$¢ reakcji byla niska (E = 3). W przypadku wykorzystania
lipazy z Mucor javanicus nie zaobserwowano konwersji substratu (Tabela 5, l.p. 6).
Kolejng seri¢ eksperymentéw przeprowadzono stosujac proszki acetonowe z organdw
zwierzecych (przygotowane w Zespole XX Instytutu Chemii Organicznej PAN). Ester
(S)-7a otrzymano z wydajno$cig powyzej 40% (Tabela 5, 1.p. 13 — 17) oraz zdecydowanie
wyzszym nadmiarem enancjomerycznym (84%). Najwyzsza enancjoselektywnosé¢
uzyskano w reakcji katalizowanej przez preparat enzymatyczny watroby gesiej (GLAP, E
=24) (Tabela 5, I.p. 13).
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Tabela 5. Estryfikacja kwasu rac-4a ortooctanem trietylu MeC(OEt)s.

L.p. Enzym Prod. W [%] ee [%]° E[T
1. Lipaza z kietkéw pszenicy (S)-7a 13 8 1
2. Lipaza z Pseudomonas cepacia (S)-7a 24 10 1
3. Lipaza z Pseudomonas roqueforti (S)-7a 31 40 3
4. Lipaza z Mucor miehei imm. (S)-7a 38 32 2
5.  Lipaza z Pseudomonas cepacia imm. (S)-7a 35 38 3
6. Lipaza z Mucor javanicus (S)-7a - - -
7. Lipaza z Rhizopus arrhizus (S)-7a 16 47 3
8. Lipaza z Rhizopus niveus (S)-7a 9 19 2
9. Lipaza z Aspergillus oryzae (S)-7a 26 34 2
10. Novozym 435A (S)-7a 29 45 3
" Lipaza z C-hromobacterium ()-7a 26 - ,

viscosum

12. Lipaza Amano AK (S)-7a 10 25 2
13. GLAP (S)-7a 41 84 24
14. BKAP (S)-7a 40 47 4
15. BLAP (S)-7a 55 68 13
16. WLAP (S)-7a 44 62 7
17. JLAP (S)-7a 48 75 14

18° Novozym 435 (S)-7a 45 97 160

19° GLAP (S)-7a 47 99 >200

®Warunki reakcji: 4a (0.15 mmol), PhMe (0.60 ml) ortooctan (0.3 ml), enzym 10 mg, 40°C, 24 godz.

®e.e. okreslono za pomoca HPLC z kolumng chiralng Chiralcel AS-H.

“Obliczono: E=In[1-c(1+eep))/In[1-c(1-eep)].

d\Warunki reakcji: 4a (0.15 mmol), PhMe (0.60 ml) ortobenzoesan trietylu- PhC(OEt); (0.3 ml), enzym 10
mg, 40°C, 24 godz.

Uwzgledniajac enancjoselektywnos¢ reakcji z ortooctanami trietylowymi dla najbardziej
efektywnych enzymow potworzono eksperymenty stosujac ortomroéwczan trietylu.
Niestety nie odnotowano enancjoselektywnosci reakcji wickszej niz 1. Nastepnie kwas
rac-4a poddano dodatkowo estryfikacji z uzyciem ortobenzoesanu trietylu w takich
samych warunkach reakcji (Tabela 5, I.p. 18 i 19%). Otrzymano ester etylowy (S)-7a z
wydajnoscig odpowiednio 45% i 47% oraz nadmiarami enancjomerycznymi 97% i 99%
(E=160 i E>200) w reakcjach katalizowanych przez Novozym 435 i GLAP. Wynik ten
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oraz eksperymenty z uzyciem ortomrowczanOw zaprzeczaja stusznosci mechanizmu
reakcji podanego przez Morrone, w ktérym grupa boczna (Rl) ortoestru nie ma wptywu
na enenacjoselektywno$¢ reakcji.

Przeprowadzono rowniez EKR kwasu rac-4b. Reakcje byty prowadzone w toluenie przez
24 godziny. Jako biokatalizatory stosowano enzymy komercyjnie dostepne oraz proszki

acetonowe. Wyniki badan zamieszczono w Tabeli 6.

Tabela 6. Estryfikacja kwasu rac-4b ortooctanem trietylu MeC(OEt)s.

L.p. Enzym Prod. W[%] ee [%]° E[-]
1 Lipaza z kietkéw pszenicy (S)-7b 18 11 1
2 Lipaza z Pseudomonas cepacia imm.  (S)-7b 20 10 1
3 Lipaza z Mucor miehei imm. (S)-7b 36 12 1
4 Lipaza z Pseudomonas roqueforti (S)-7b 24 14 1
5. Lipaza z Aspergillus oryzae (S)-7b 45 26 2
6. Novozym 435 (S)-7b 21 48 3
7 GLAP (S)-7b 49 12 1
8 BLAP (S)-7b 48 69 10
9 BKAP (S)-7b 51 49 5
10. WLAP (S)-7b 42 68 9
11. JLAP (S)-7b 34 53 4
aWdarunki reakcji: 4b (0.15 mmol), PhMe (0.60 ml) ortooctan trietylu (0.3 ml), enzym 10 mg, 40°C, 24
godz.

®e.e. okreslono za pomocg HPLC z kolumna chiralng Chiralcel AS-H

“Obliczono: E=In[1-c(1+eep)}/In[1-c(1-eep)].

YWarunki reakcji: 4b (0.15 mmol), PhMe (0.60 ml) ortobenzoesan trietylu- PhC(OEt); (0.3 ml),
enzym 10 mg, 40°C, 24 godz.

Wykorzystanie proszkdw acetonowych z organow zwierzecych (AP-6w) jako
biokatalizatoréw reakcji estryfikacji kwasu posiadajacego grupe metoksylowa w pozycji
para (4b) dato o wiele lepsze rezultaty. Ester (S)-7b uzyskano z najwyzszym nadmiarem
enancjomerycznym (69%) i wydajnoscia (48%) w reakcji katalizowanej przez preparat
enzymatyczny z watroby wotowej (BLAP, Tabela 6, I.p. 8) w serii eksperymentow z
proszkami acetonowymi (Tabela 3, L.p. 7-11). W przypadku enzymoéw komercyjnych
nadmiar enancjomeryczny produktu (S)-7b nie przekroczyt 30% (Tabela 3, l.p. 1-5) w

reakcji z ortooctanem trietylu. Dodatkowo przeprowadzono reakcje z ortobenzoesanem
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trietylu katalizowana przez Novozym 435 (Tabela 6, 1.p. 6%) otrzymujac ester (S)-7b z

nadmiarem enancjomerycznym rownym 48%.

5.3.3. Zastosowanie ortoestrow trimetylowych oraz innych donoréw grupy

metoksylowej

Opisane powyzej eksperymenty wskazuja, ze grupa R' w lancuchu bocznym
ortoestru (R'C(OR?)3) ma wplyw na enancjoselektywno$é reakcji. Aby sprawdzic wplyw
grupy estrowej R? kolejna cze$é eksperymentéw zostala wykonana z ortoestrami
trimetylowymi (R?=Me) oraz innymi donorami grupy metoksylowej (Schemat 41).
Reakcje prowadzono w toluenie, 40 °C oraz przez 24 godziny (Procedura Ogoélna 8). Do

badan wykorzystano jedynie kwas rac-4a. Wyniki badan zamieszczono w Tabeli 7.

o) o o
OH Enzym, R'C(OMe); lub donor @Me OH
Z PhMe, 24 godz., 40°C /@\ = P
F . .
R-4a

rac-4a S-8a

Schemat 41. Estryfikacja kwasu 4a donorami grupy metoksylowej.

Tabela 7. Estryfikacja kwasu 4a ortoestrami trimetylu (R'=Me lub R'=Ph).

L.p. Enzym  R'C(OMe); Prod. W][%] ee. [%] E[]°

1. GLAP R'=Me (S)-8a 32 83 22
2. BKAP R'=Me (S)-8a 10 50 3
3. BLAP R'=Me (S)-8a 22 69 7
4, WLAP R'=Me (S)-8a 15 12 1
5. JLAP R'=Me (S)-8a 26 80 12
6. JLAP R'=Ph (S)-8a 36 90 31
7. BLAP R'=Ph (S)-8a 42 82 18
8. GLAP R'=Ph (S)-8a 42 92 48

®Warunki reakcji: 4a (0.15 mmol), PhMe (0.60 ml) ortoester trimetylu (0.3 ml), enzym 10 mg, 40°C, 24
godz.

“e.e. okreslono za pomoca HPLC z kolumnag chiralng Chiralcel AS-H

“Obliczono: E=In[1-c(1+eep)]/In[1-c(1-eep)].
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Jako biokatalizatory zastosowano preparaty enzymatyczne z organow zwierzg¢cych.
Podczas estryfikacji kwasu rac-4a ortooctanem trimetylu otrzymano produkt (S)-8a z
nizszymi wydajno$ciami niz w przypadku estryfikacji ortooctanem trietylu (Tabela 7, I.p.
1 — 5). Nadmiary enancjomeryczne produktu (S)-8a byly zblizone z wyjatkiem reakcji
katalizowanej przez WLAP, gdzie nadmiar enancjomeryczny produktu byt zdecydowanie
nizszy (12%) (Tabela 7, l.p. 4). Do reakcji z ortobenzoesanem trimetylu wybrano trzy
najbardziej efektywne biokatalizatory: JLAP, BLAP, GLAP (Tabela 7, l.p. 6 — 8).
Produkt (S)-8a uzyskano z najwyzsza enancjoselektywnosciag w reakcji katalizowanej
przez GLAP (Tabela 7, l.p. 8). W pozostatych dwoch przypadkach produkt (S)-8a
otrzymano z nizszym nadmiarem enacjomerycznym (Tabela 7, I.p. 6 i 7). Zmiana grupy
etylowej na metylowa (R?) w donorze wplynela negatywnie na wydajno$é reakcji
(reakcje z ortooctanem trimetylu), jak i na jej enancjoselektywnos$¢ (reakcje z
ortobenzoesanem trimetylu).

Wracajac do mechanizmu zaproponowanego przez Morrone struktura donora grupy
alkoksylowej nie powinna mie¢ wplywu na enancjoselekywnos¢ reakceji, poniewaz donor
nie reaguje bezposrednio z enzymem. Donor hydrolizuje do alkoholu, ktéry w
katalizowanej przez enzym reakcji z kwasem karboksylowym tworzy odpowiedni ester.
Zatem postanowiono sprawdzi¢ rowniez wplyw struktury innych donoréow grupy

metoksylowej na enancjoselektywnos¢ reakcji. Wyniki badan przedstawiono w Tabeli 8.

Tabela 8. Estryfikacja kwasu rac-4a ré6znymi donorami grupy alkoksylowej katalizowana

przez GLAP.

L.p. Donor Prod. W [%] e.e. [%]° E[]°
1 ortooctan trietylu (S)-8a 41 84 24
2 2,2 - dimetoksypropan (S)-8a 3 85 13
3. ortoweglan tetrametylu (S)-8a 15 72 7
4 1,1 - dimetoksyetan (S)-8a 5 79 9
5. dimetoksybenzyl (S)-8a 11 91 24

®Warunki reakcji: 4a (0.15 mmol), PhMe (0.60 ml), donor grupy metoksylowej (0.3 ml), GLAP 10 mg,
40°C, 24 godz.

®e.e. okreslono za pomocg HPLC z kolumna chiralng Chiralcel AS-H

‘Obliczono: E=In[1-c(1+eep)]/In[1-c(1-eep)]

Zastosowano cztery roézne substraty jako donory grupy metoksylowej: 2,2—

dimetoksypropan, ortoweglan tetrametylu, 1,1 — dimetoksyetan oraz dimetoksybenzyl
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(Tabela 8, l.p. 2-5). Produkt (S)-8a zostal otrzymany z niskimi wydajno$ciami (>15%)
oraz nadmiarami enacjomerycznymi od 72% do 91%.

Zmiana donora spowalnia kinetyke reakcji (nizsze wydajnosci w pordéwnaniu Z
ortooctanem trietylu, Tabela 8, lLp. 1), co nie przeczy mechanizmowi Morrone.
Zaobserwowano natomiast znaczacy spadek enancjoselektywnosci (Tabela 8, l.p. 2-4).
Wedlug proponowanego mechanizmu jest to niemozliwe, gdyz donor grupy alkoksylowe;j
nie reaguje bezposrednio z kwasem. Uzyskane wyniki wskazuja, ze enzymy akceptuja tez
inne donory grupy alkoksylowej. Zmiana donora ma decydujacy wplyw na

enancjoselektywos¢ reakcji.

5.3.4. Podsumowanie podrozdzialu 5.3

Wynonano synteze racemicznych kwasow 3-arylo-4-pentenowych rac-4a i rac-4b oraz
synteze estrow etylowych i metylowych tych kwasow. Dla racemicznych estréw rac-7a,
rac-7b, rac-8a i rac-8b opracowano metod¢e rozdzialu chromatograficznego
enancjomeréw. Dla racemicznych kwasow rac-4a i rac-4b wykonano badania nad
opracowaniem metody ich enzymatycznego rozdziatlu kinetycznego. Zastosowano
enzymatyczng estryfikacje kwasOéw ortoestrami. Parametrem zmiennym reakcji
estryfikacji, ktorego wplyw na enancjoselektywno$¢ procesu badano byt rodzaj
biokatalizatora. W reakcjach, w ktorych substratem byt zaréwno kwas rac-4a, jak i rac-
4b lepsze wilasciwosci biokatalityczne wykazywaly enzymy uzyskane z organow
zwierzecych w postaci proszkow acetonowych. Prawdopodobnie jest to spowodowane
mniejszg specyficznosécig substratowg tak pozyskiwanych biokatalizatorow. Ester (S)-7a
uzyskano z najwyzsza enancjoselektywnoscia (>200) w reakcji z ortobenzoesanem
trietylu  katalizowanej przez GLAP. Ester (S)-7b otrzymano =z najwyzszg
enancjoselektywnoscig rownag 10 w reakcji katalizowanej przez BLAP, co jest dobrym
punktem wyjscia do dalszych badan optymalizacyjnych. Immobilizowane i1 natywne
lipazy dostepne komercyjnie wykazywaty zdecydowanie gorsze wtasciwosci katalityczne.
Stwierdzono, ze ortobenzoesan trietylowy sa lepszym donorem grupy etoksylowej niz
ortooctan trietylu. Zastosowanie szeregu analogicznych ortoestrow, acetali i
ortoweglandéw jako donorow grupy metoksylowej umozliwito uzyskanie odpowiedniego
enancjomerycznie wzbogaconego estru (S)-8a. Otrzymane wyniki wskazuja, ze zmiana

donora grupy alkoksylowej ma zasadniczy wptyw na enancjoselektywnos¢ reakc;ji.
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5.4. Badania nad opracowaniem dynamicznego rozdzialu kinetycznego kwaséw 3-

hydroksy-3-arylopropanowych

Badania przedstawione w poprzednich rozdziatach wskazuja, ze reakcja
nieodwracalnej enzymatycznej estryfikacji stanowi doskonale narzedzie do
enzymatycznego rozdziatu kinetycznego (EKR) racemicznych kwaséw karboksylowych.
Zardéwno zastosowanie ortoestrow, jak i weglandéw pozwala uzyska¢ odpowiednie estry z
wysoka wydajnoscia oraz (w przypadku racemiczych, chiralnych substratow)
enancjoselektywnoscig. Niemniej jednak zdecydowanym ograniczeniem jest w tym
przypadku wydajno$¢ procesu, ktora nie przekracza 50%. Dlatego tez Kkolejny etap
obejmowal wykonanie badan nad dynamicznym rozdziatem kinetycznym racemicznych
kwasow karboksylowych.

Do badan wybrano racemiczne kwasy 3-hydroksy-3-arylopropanowe. Enancjomerycznie
wzbogacone 3-hydroksyestry i ich pochodne stanowia grupe waznych syntonow, z
ktorych chiralne nieracemiczne estry kwasoéw 3-hydroksy-3—arylopropanowych sg

prekursorami m. in: fluoksetyny’®" | antybiotykéw p-laktamowych®

134

, Inhibitora
reduktazy HMG koenzymu A oraz chiralnych p-blokerow™*. Dlatego tez synteza
chiralnych, nieracemicznych pochodnych tych kwasow jest wazna z punktu widzenia
chemii medycznej i farmacji. Dwa najczesciej wykorzystywane podejscia to reakcja
aldolowa'® oraz katalityczne wodorowanie asymetryczne'®®. Metody enzymatyczne
rowniez sa eksploatowane, gldwnie asymetryczna redukcja ketonow™®’  oraz
enzymatyczny rozdziat kinetyczny racemicznych 3-hydr0ksyestréw138. Znane metody
enzymatyczne maja niestety wady. W przypadku redukcji ketondéw jest to regeneracja
kofaktora oraz mate stezenie substratu (oraz produktu) w medium reakcyjnym.

Natomiast w przypadku rozdziatu kinetycznego 3-hydroksyestrow jest t0 mozliwos¢

131 3) R. Chenevert, G. Fortier, Chem. Lett. 1991, 1603-1606; b) E.J. Corey, G.A. Reichard,
Tetrahedron Lett. 1989, 30, 5207-5210; c) A. Kumar, D. H. Ner, S.Y. Dike, Tetrahedron Lett. 1991,
32 1901-1904.
132°psSwaren, I. Massova, J.R. Bellettine, A. Bulychev, L. Maveyraud, L.P. Kotra, M.J. Miller, S.
Mobashery,J P. Samama, J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 5353-5359.
*S. Colie, C. Talllefumler Y. Chapleur, R. Llebl A. Schmidt, Bioorg. Med. Chem. 1999, 7, 1049-

1057.
134 K. Wunsche, U. Schwaneberg, U.T. Bornscheuer, H.H. Meyer, Tetrahedron: Asymmetry 1996, 7,
2017—2022.

135 a) K. Wadhwa, J. G. Verkade, J. Org. Chem. 2009, 74, 4368-4371; b) C.W. Downey, M.W.
Johnson, D.H. Lawrence, A.S. Flelsher K.J. Tracy, J. Org. Chem. 2010, 75, 5351-5354.

% a) R. Noyori, Asymmetric Catalysis in Organic Chemistry, Wiley& Sons, New York, 1994, pp. 62;
bS)T Ireland, G. Grossheimann, J. C. Wieser, P. Knochel, Angew. Chem. Int. Ed. 1999, 38, 3212-3214.

S.K. Padhl D. Titu, N.G. Pandlan A. Chadha, Tetrahedron 2006, 62, 5133-5140.
138 ) N.W. Boaz, J. Org. Chem. 1992, 57, 4289-4292; b) P. Borowiecki, M. Bretner, Tetrahedron:
Asymmetry 2013, 24 925-936.
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racemizacji produktu w trakcie odbezpieczania grupy hydroksylowej. Nowa,
enzymatyczna metoda pozwalajgca oming¢ te niedogodnosci bylaby §wietng alternatywa
dla istniejacych metod chemicznych i enzymatycznych.

Idea tej metody jest racemizacja kwasu 3-hydroksy-3-aryloopropanowego potaczona z
enzymatyczng estryfikacjg, w ktorej jeden z enancjomerdéw reaguje szybciej, tak jak w
klasycznym EKR (Schemat 42).

(R)-9 OFt (R)-10

OH Ph OH
SN \\WK/COZH /*\ Enzym N ‘\\\\K/CO2Et
R{- +  Eto D OEt ‘7k R + PhCOOEt + EtOH
= 2 =

. . . oo
racemizacja racemizacjar

KM KM
Kq ks
OH OH
COLH Ph
RC i . EO/}\OE RSLL REj)\/COZEt + PhCOOEt + EtOH
= t t k
OFf 4 Z ()10
(S)9

KM - kompleks metalu
k1, Ko, k3, k4 - stale szybkosci reakgji

Schemat 42. Idea dynamicznego rodziatu kinetycznego kwaséw 3-hydroksy-3-arylopropanowych.

Badania nad opracowaniem powyzszej metodologii podzielono na trzy etapy:

1. Opracowanie enzymatycznego rozdziatu Kkinetycznego kwasoéw 3-hydroksy-3-

arylopropanowych-optymalizacja warunkoéw reakcji oraz dobor biokatalizatora,

2. Badania nad opracowaniem metody racemizacji hydroksykwasow, (tak aby unikngé

racemizacji produktu- hydroksyestru),

3. Badania nad opracowaniem enzymatycznego dynamicznego rozdziatu kinetycznego
kwasow 3-hydroksy-3-fenylopropanowych; optymalizacja warunkow reakcji oraz dobor

odpowiedniego uktadu katalitycznego enzym-metal.
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5.4.1. Enzymatyczny rozdzial Kinetyczny kwasu 3-hydroksy-3-(4-nitrofenylo)-

propanowego w enzymatycznej nieodwracalnej estryfikacji

Jako zwigzek modelowy do enzymatycznego rozdzialu kinetycznego wybrano
racemiczny kwas 3-hydroksy-3-(4-nitrofenylo)-propanowy (rac-9a) (Schemat 43), ktory
jest prekursorem lekow przeciwmalarycznych™® oraz czynnika cytotoksycznego
(HSAs)™*’. Wykonano synteze racemicznego kwasu 9a. W dekarboksylatywnej reakcji
aldolowej etapie otrzymano ester 10a z wydajnoscig 76%, ktory nastepnie poddano
reakcji hydrolizy otrzymujac kwas 9a z wydajnoscia 92% (Schemat 43, Procedury
Ogoblne 91 10).

/@AO EtOJ\/U\OH /@2\/\‘\ EtOH, KOH /@)\)‘\
0
o

0,
76% rac-10a rac-9a

Schemat 43. Synteza racemicznego kwasu rac-9a.

Do EKR kwasu rac-9a zastosowano metodologi¢ opracowang w Rozdziale 5.3. ,,Badan
wlasnych” opierajacg si¢ na nieodwracalnej enzymatycznej estryfikacji ortobenzoesanem
trietylu. Donor ten zostal wybrany nie tylko ze wzgledu na wysoka enancjoselektywno$é
reakcji, w ktorych byt stosowany, ale réwniez na wysoka temperatur¢ wrzenia, co ma

kluczowe znaczenie w klasycznym EDKR.

Ph
OH O PhC(OEt), OH O oél\o o)
/@MOH rozpuszczalnik /©/'\)‘\0Et . /@MOB
48 godz., 40 °C
O,N Amano AK OoN O.N
rac-9a (S)-10a 11a

Schemat 44. EKR kwasu rac-9a.

139 AL J. Lin, R. E. Miller, J. Med. Chem. 1995, 38, 764-770.
140 R. T. Mulcahy, J. J. Gipp, J. P. Schmidt, C. Joswig, R. F. Borc, J. Med. Chem. 1994, 37, 1610-
1615.
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Substrat 9a moze reagowaé z ortobenzoesanem trietylowym prowadzac do otrzymania
dwoch roznych produktow reakcji: ester etylowy 10a oraz acylowany ester 11a (Schemat
44). Warunki reakcji musialty by¢ tak dobrane, aby otrzymac tylko produkt 10a z wysoka
enancjoselektywnos$cig. W pierwszym etapie zbadano wptyw rozpuszczalnika na przebieg
reakcji. Jako biokatalizator wybrano lipaze Amano AK. Reakcje prowadzono w

temperaturze 40 °C przez 48 godzin. Wyniki zamieszczono w Tabeli 9.

Tabela 9. Wptyw rozpuszczalnika na EKR kwasu rac-9a.

L.p. Rozpuszczalnik  LogP (g) Prod. W°[%] eef[%] EI[-]

1. toluen 2.30 (2.38) 10a° 29 51(S) 5
2. cycloheksan 2.70 (2.20) 10a’ 31 82(S) 14
3. eterizoamylowy 4.25 (2.80) 10a 37 96 (S) 87
4, TBME 1.40 (2.60) 10a 37 99 (S)  >200

#Warunki reakcji: rac-9a (0.1 mmol), ortobenzoesan trietylu (2 equiv.), rozpuszczalnik (2.0 mL),
lipaza Amano AK (10 mg).

Obliczona dla produktu 10a.

°Okreslono za pomocg HPLC (Chiralpak 1A) dla produktu 10a.

d0bliczono: E=In[1-c(1+eep))/In[1-c(1-eep)].

‘w mieszaninie reakcyjnej zidentyfikowano 5% zwigzku 11a

"w mieszaninie reakcyjnej zidentyfikowano 8% zwiazku 11a

Eksperymenty przeprowadzono w rozpuszczalnikach organicznych réznigcych sie
lipofilowoscig (warto$¢ wspodtczynnika podziatu od 1.40 do 4.25), ale o podobne;j
polarno$ci (niskie wartosci statej dielektrycznej od 2.38 do 2.80). W toluenie ester 10a
otrzymano z umiarkowanym nadmiarem enancjomerycznym (51%) oraz wydajnos$cia
(Tabela 9, l.p. 1). Ponadto w reakcji otrzymano tez zwigzek 1la z wydajnoscig 5%. W
cykloheksanie rowniez otrzymano produkt 10a z wydajnoscig 31% oraz acylowany ester
11a z wydajnoscia 8% (Tabela 9, 1.p. 2). Produkt 10a otrzymano z wyzszym nadmiarem
enancjomerycznym (82%) niz w toluenie. Dla estru 11a nie okreslono konfiguracji. W
eterze TBME oraz izoamylowym otrzymano tylko ester 10a z wydajnoscig 37% oraz
zdecydowanie wyzszym nadmiarem enancjomerycznym (Tabela 9, L.p. 3 i 4). Produkt
(S)-10a zostal otrzymany z najwyzsza enancjoselektywnoscia (>200) w eterze tert-
butylometylowym (Tabela 9, I.p. 4). Badania wykazaly, ze zmiana rozpuszczalnika ma
ogromny wplyw na enancjoselektywno$¢ oraz chemoselektywno$¢ reakcji.

Po wyselekcjonowaniu najlepszego rozpuszczalnika, kolejny etap badan obejmowat

sprawdzenie wplywu donora grupy alkoksylowej na przebieg reakcji. Reakcje
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prowadzono w TBME, w 40 °C przez 48 godzin. Jako biokatalizor zastosowano lipaze

Amano AK. Wyniki badan zamieszczono w Tabeli 10.

Tabela 10. Wptyw donora grupy alkoksylowej na EKR kwasu rac-9a.

L.p. Donor grupy alkoksylowej W[%] e.e.[%]° E[-]°
1 PhC(OEt), 41 38 (S) 3
2. C(OEt)4 15 90 (S) 22
3 MeC(OEt)s 17 78 (S) 9
4, PhC(OEt); 37 99 (S) >200

dWarunki reakcji: 9a (0.1 mmol), donor (2 equiv.), TBME (2.0 mL), lipaza Amano AK (10 mg).
®Okreslono za pomocg HPLC (Chiralpak IA).
°Obliczono: E=In[1-c(1+eep)]/In[1-c(1-eep)].?*

W tym celu sprawdzono trzy inne donory: acetal dietylowy benzaldehydu, ortoweglan
tetraetylu oraz ortooctan trietylu (Tabela 10, I.p. 1-3) w TBME. W kazdym przypadku
ester (S)-10a otrzymano z nizszym nadmiarem enancjomerycznym w porownaniu z
reakcjg z ortobenzoesanem trietylu (Tabela 10, I.p. 4). W reakcji z acetalem dietylowym
benzaldehydu produkt 10a zostal otrzymany z podobng wydajnoscig (41%) ale
zdecydowanie nizszym nadmiarem enancjomerycznym (38%) (Tabela 10, l.p. 1) w
porownaniuz reakcja z ortobenzoesanem trietylu. Zastosowanie ortoweglanu tetraetylu
(Tabela 10, l.p. 2) oraz ortooctanu trietylu (Tabela 10, I.p. 3) spowodowato spadek
wydajnosci reakcji. W kazdym przypadku otrzymano tylko jeden produkt- ester (S)-10a.

W przeprowadzonych eksperymentach uzyskano produkt o konfiguracji absolutnej S,
ustalonej na podstawie pomiaru skrecalnosci wiasciwej uzyskanego estru 10a. Zatem
kolejny etap badan obejmowat screening, w celu znalezienia biokatalizatora o przeciwnej
stereoselektywnosci (Schemat 45). W screeningu sprawdzono dwadzie$cia komercyjnie
dostepnych enzymoéw 1 proszkéw acetonowych, z ktorych tylko cztery wykazywaly
aktywno$¢ w EKR kwasu rac-9a: Novozym 435, immobilizowana lipaza z Pseudomonas
cepacia (PS-C), lipaza z kietkow pszenicy oraz proszek acetonowy z watroby gesiej
(GLAP). Kazdy z tych enzymow zostal sprawdzony w czterech poprzednio uzytych
rozpuszczalnikach. Reakcje prowadzono przez 48 godzin w temperaturze 40 °C

(Procedura Ogodlna 14). Wyniki badan zamieszczono w Tabeli 11.
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OH O OH O

OH enzym, rozpuszczalnik OEt
48 godz., 40 °C
O,N PhC(OEt), O,N

2 2
rac-9a (S) lub (R)-10a

Schemat 45. Enzymatyczna estryfikacja kwasu 9a.

Tabela 11. EKR kwasu 9a katalizowany enzymami S i R-selektywnymi.

L.p. Enzym Rozpuszczalnik W [%0] e.e.b E[-]°
[%0]
1. Novozym 435 toluen 41 95 (R) 78
2. Novozym 435 cykloheksan 39 50 (R) 4
3. Novozym 435 eter izoamylowy 43 51(R) 4
4. Novozym 435 TBME 42 19(R) -
5. Amano PS-C toluen 29 rac -
6. Amino PS-C cykloheksan 28 rac -
7. Amano PS-C eter izoamylowy 32 31(S) 2
8. Amano PS-C TBME 31 76(S) 10
9. WGL toluen 22 rac -
10. WGL cykloheksan 19 21(R) 2
11. WGL eter izoamylowy 31 9(R) 1
12. WGL TBME 45 rac -
13 GLAP toluen 37 94(R) 56
14 GLAP cykloheksan 35 33(R) 2
15 GLAP eter izoamylowy 47 rac -
16 GLAP TBME 39 rac -

dWarunki reakcji: 9a (0.1 mmol), ortobenzoesan trietylu (2 equiv.), rozpuszczalnik (2.0 mL), enzym
(natywny 5 mg lub immobilizowany 10 mg).

®Okreslono za pomoca HPLC (Chiralpak 1A).

¢ Obliczono: E=In[1-c(1+eep)]/In[1-c(1-eep)].?

Rowniez w tej serii eksperymentow zaobserwowano znaczacy wplyw rozpuszczalnika na
przebieg reakcji. W przypadku reakcji prowadzonej w eterze TBME oraz katalizowanej
przez Novozym 435 otrzymano produkt (R)-10a z niskim nadmiarem enancjomerycznym
(Tabela 11, l.p. 4, e.e. 19%). Zmiana rozpuszczalnika na na eter izoamylowy lub
cykloheksan spowodowata spadek enancjoselektywnosci reakcji (Tabela 11, L.p. 2 i 3,

E=4). Natomiast w przypadku reakcji w toluenie otrzymano ester (R)-10a z umiarkowana
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enancjoselektywnos$cig- 78 (Tabela 11, I.p. 1). Reakcja zostata pigciokrotnie powtdrzona,
za kazdym razem z tym samym, przefiltrowanym Novozymem 435. Stwierdzono, ze
enancjoselektywnos¢ reakcji nie ulegla zmianie. Lipaza Amano PS-C byla najbardziej
efektywna w rozpuszczalniku o najmniejszej lipofilowosci (Tabela 11, I.p. 8), otrzymano
produkt 10a o konfiguracji S. W eterze izoamylowym otrzymano ester (S)-10a z niskim
nadmiarem enancjomerycznym (Tabela 11, l.p. 7), natomiast w cykloheksanie oraz
toluenie produkt racemiczny (Tabela 11, l.p. 5 i 6). W reakcjach katalizowanych przez
lipazg z kietkdow pszenicy produkt (R)-10a otrzymano z najwyzszym nadmiarem (21%) i
jednocze$nie najnizsza wydajnoscia (19%) w cykloheksanie (Tabela 11, Lp. 10). W
pozostatych trzech reakcjach otrzymano produkt racemiczny lub z bardzo niskim
nadmiarem enancjomerycznym (Tabela 11, I.p. 9, 11 i 12). W reakcjach katalizowanych
przez GLAP nieracemiczny produkt otrzymano w cykloheksanie oraz toluenie (Tabela
11, L.p. 13i 14). Produkt on konfiguracji R z najwyzszym nadmiarem enancjomerycznym
(94%) zostal otrzymany w reakcji prowadzonej w toluenie (Tabela 11, 1.p. 13). Natomiast
w eterach TBME i izoamylowym uzyskano produkt racemiczny, ale z wyzsza
wydajnoscig (Tabela 11, Lp. 15 i 16). Z kolei lipaza Amano PS-C byta S-selektywna,
podobnie jak lipaza Amano AK.

W wyniku przeprowadzonych badan ustalono takie kombinacje enzymu i

rozpuszczalnika, dzieki ktorym mozna otrzymacé produkt S- lub R-selektywnie.

5.4.2. Badania nad wplywem podstawnika w pierscieniu aromatycznym substratu

na EKR kwaséw 3-hydroksy-3-arylopropanowych

Kolejny etap badan obejmowal okreslenie wplywu podstawnika w pierScieniu
aromatycznym w kwasach 3-hydroksy-3-arylopropanowych (rac-9b-i) na przebieg
reakcji EKR. Racemiczne estry rac-10b-i otrzymano zgodnie z procedurami Ogolnymi
11, 12 i 13. Natomiast racemiczne kwasy rac-9b-i uzyskano w wyniku hydrolizy estrow
rac-10b-i zgodnie z Procedurg Og6lng 10 (Schemat 46).
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/@O EtOJ\/u\OH E1OH, KOH _
Y X Et N, DMF
20°godz., 80°C

rac-10b-i rac-9b-i
O O
Woa NaBH,, EtOH
v X 0°, 3 godz.

Schemat 46. Synteza racemicznych estrow rac-10b-i i racemicznych kwasow rac-9b-i.

Wykonano seri¢ eksperymentow w toluenie i eterze TBME, stosujac jako
biokatalizatory: lipazg Amano AK, Novozym 435, immobilizowang lipazg z
Pseudomonas cepacia (Amano PS-C), lipazg z kietkéw pszenicy oraz proszek acetonowy
z watroby gesiej (GLAP). Estry otrzymano jedynie w reakcjach katalizowanych przez
Novozym 435 prowadzonych w toluenie (Schemat 47, Procedura Ogodlna 14). W
pozostatych mieszaninach reakcyjnych nie zaobserwowano tworzenia si¢ produktu po 72

godzinach. Wyniki przedstawiono w Tabeli 12.

OH O OH O
Novozym 435, toluen X
OH - OEt
48 godz., 40 °C
Y X PhC(OEt)5 Y X
rac-9b-i (R)-10b-i

Schemat 47. EKR kwasow 9b-i.

We wszystkich przypadkach enancjoselektywnosci reakcji byty niewielkie. W przypadku
reakcji kwasu 3-hydroksy-3-(2-bromofenylo)-propanowego (99) otrzymano S$ladowe
ilosci estru 10g (Tabela 12, l.p. 6). Ester 10c otrzymano z najwyzszym nadmiarem
enancjomerycznym (83%), ale najnizsza wydajnoscig (Tabela 12, |.p. 2). Estry 10h i 10i
uzyskano z dobrg wydajnoscig i umiarkowanym nadmiarem enancjomerycznym (Tabela
12, Lp. 7 1 8). W przypadku kwasow zawierajacych grupe nitrowa w pozycji orto, a
roznigcych sie  podstawnikiem w pozycji para pierScienia aromatycznego,

zaobserwowano odpowiednio: spadek wydajnos$ci i wzrost nadmiaru enancjomerycznego
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(kwas rac-9c, Tabela 12, lp. 2) oraz wzrost wydajnosci i spadek nadmiaru

enancjomerycznego (kwasy rac-9d i rac-9e).

Tabela 12. EKR racemicznych kwasow 3-hydroksy-3-arylopropanowych (rac-9b-i).

L.p. Substrat Produkt WP [96] e.e.f[%]° E[-]°
1. 9b, X=H, Y=CN 10b 29 58 (R) 5
2. 9c, Y=X=NO, 10c 18 83 13
3. 9d, Y=F, X=NO, 10d 42 52 3
4. 9e,Y=CF3, X=NO; 10e 31 62 7
5. 9f, X=H, Y=OMe 10f 39 60 (R) 6
6. 99,Y=H, X-Br 109 <1 - -
7. 9h, X=F, Y=H 10h 42 68 (R) 4
8. 9i, X=H, Y=H 10i 45 63 (R) 4

al\(l)Varunki reakcji: 0.1 mmol 9b-i, ortobenzoesan trietylu 2 equiv., toluen (2.0 mL), Novozym 435
mg.

®Okreslono za pomoca HPLC (Chiralpak IA, Chiralcel OD-H, Chiralcel OB).
°Obliczono: E=In[1-c(1+eep)]/In[1-c(1-eep)].

Celem przeprowadzonych badan bylo wyznaczenie zalezno$ci: budowa substratu-
enancjoselektywnos¢ EKR. Podstawnik w grupie fenylowej, w odleglo$ci przynajmniej
pieciu wigzan chemicznych od centrum reakcji, ma fundamentalny wptyw na
enancjoselektywnos¢. W wyznaczonych warunkach reakcji EKR kwasy posiadajace
podstawniki elektronoakceptorowe w pierscieniu aromatycznym byty lepiej akceptowane
przez enzymy. Jedynie w przypadku kwasu rac-9a otrzymano ester etylowy z bardzo
dobrg enancjoselektywnoscig. Ponadto niemniejsze znaczenie ma rozpuszczalnik
organiczny oraz biokatalizator, ktérych dobor niejednokrotnie wymaga dlugich badan
optymalizacyjnych.
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5.4.3. Badania nad opracowaniem dynamicznego rozdzialu kinetycznego kwasu 3-

hydroksy-3-(4-nitrofenylo)-propanowego

W poprzednim rozdziale przestawiono wyniki badan nad opracowaniem EKR
kwasu rac-9a. Krokiem milowym prowadzonych badan bytoby rozszerzenie opracowanej
metodologii do dynamicznego rozdziatu kinetycznego. Kluczowym dla procesu bytby
odpowiedni dobor katalizatora metalicznego, ktory racemizowalby  substrat
(hydroksykwas) a nie racemizowatby produktu (ester tego kwasu). Racemizacja
hydroksyestrow jest znanym procesem, natomiast nie s dostgpne dane dotyczace
racemizacji hydroksykwasow. Proces wydaje si¢ by¢ trudniejszy ze wzgledu na wolng
grupe hydroksylowsg (na ktorej zachodzi racemizacja) zarowno w substracie reakcji, jak i

produkcie.

5.4.3.1.Badania nad racemizacjg kwasu 3-hydroksy-3-(4-nitrofenylo)-propanowego 9a i

jego estru 10a

Jako zwigzek modelowy zostal wybrany optycznie czysty kwas (S)-3-hydroksy-3-
(4-nitrofenylo)-propanowy ((S)-9a, [a]2°= —30.2), ktéry otrzymano W wyniku hydrolizy
estru (S)-10a z wydajnoscig 93% (Procedura Ogolna 11). Pierwszy etap badan obejmowat

opracowanie metody racemizacji (Schemat 48).

OH O
KOH, o-fenantrolina
acetofenon OH
24 godz., 40 °C
A TBME O2N
OH O :
9a
/@/V\)A\OH czesciowa racemizacja
O,N
B.
(S)9a OH O
Rhy(OOCCH3), OH
4 godz., 40 °C
TBME O2N
rac-9a

Schemat 48. Racemizacja kwasu 9a.
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Jak opisano w cze$ci literaturowej kompleksy metali stosowane w znanej metodzie
EDKR estrow kwasow 3-hydroksy-3-arylopropanowych efektywnie katalizujg ich
racemizacje. Zatem ich zastosowanie w badanym procesie jest bezcelowe- produkt
rowniez ulegalby racemizacji. W pierwszej kolejnosci sprawdzono mozliwos¢
racemizacji substratu w warunkach zasadowych (Schemat 48A). Stwierdzono, ze po 24
godzinach nastapila cze$ciowa racemizacja kwasu (S)-9a ([a]d’= —12.7). Jako
alternatywny czynnik racemizujacy zastosowano octan rodu (lI), ktory byt stosowany
przez grupe Williamsa w enzymatycznym DKR 1-fenyloetanolu'*!. Ten katalizator i jego
trifluorooctowe pochodne ulegajg reakcjom wymiany ligandow w pozycji aksjalnej142,

143

np. przez reszty kwasu Moshera ™. Jako ligandy mogg stuzy¢ zwigzki posiadajace takie

grupy jak: karboksylowa, hydroksylowa oraz aminowa'**

. Zwiazki te tworza roéwniez
wigzania z niesfunkcjonalizowanymi olefinami'®. Ponadto octan rodu (I1) to odczynnik
fatwodostepny, umiarkowanie wrazliwy na warunki reakcji oraz (w porownaniu z innymi
kompleksami metali) tani. Kwas (S)-9a zmieszano z octanem rodu (1) w temperaturze 40
°C w TBME (Schemat 48 B). Catkowita racemizacja substratu (S)-9a nastapita juz po 4
godzinach. Sprawdzono rowniez czy pomi¢dzy octanem rodu (II) oraz kwasem (S)-9a jest

mozliwe oddzialywanie, n.p. w formie wymiany grupy octanowej na grupe

karboksylowa.

1 P.M. Dinh, J.A. Howarth, A.R. Hudnott, J.M.J. Williams, W. Harris, Tetrahedron Lett. 1996, 42, 7623-
7626;

1423) F. A. Cotton, R. A. Walton, Multiple Bonds Between Metal Atoms, 2™ ed.; Oxford Univ. Press:
New York, 1993; b) S. Garcia-Granda, P. Lahuerta, J. Latorre, M. Martinez, E.Peris, M. Sanau, M. A.
Ubeda, J. Chem. Soc., Dalton Trans. 1994, 539-544; c¢) P. Lahuerta, E. Peris, Inorg. Chem. 1992, 31,
4547; d) J. Kitchens, L. Bear, J. Inorg. Nucl. Chem. 1969, 31, 2415; e) T. R. Jackand J. Powell, Can. J.
Chem. 1975, 53, 2558; f) A. Dobson, S. D. Robinson, Platinum Metal Rev. 1976, 20, 56-63.

%3 3) F. A. Cotton, L. R. Falvello; J. Am. Chem. SOC. 1990, 112, 8979-8980; b) K. Wypehlo, H. Duddedc;
Tetrahedron: Asymmetry 1994, 5, 21-30.

1443) F. A. Cotton, R. A. Walton; Multiple Bonds Between Metal Atoms 1982 John Wiley & Sons, New
York; b) T. R. Felthouse Inorg. Chem. 1982, 29, 73; c¢) E. B. Boyar, S. D. Robinson; Coord. Chem. Rev.
1983, 50, 109.

5 M. Gerards, G. Snatzke; Tetrahedron: Asymmetry 1990, 221.
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Wykres 1. Wykres zmiany absorpcji dla kwasu 9a i katalizatora K1.

Miarodajng i wzglednie szybka metoda umozliwiajaca $ledzenie zmian w ukladzie
reakcyjnym jest spektroskopia UV-Vis. Wykonano widma dla trzech roztworow w
deuterowanym chloroformie: kwasu (S)-9a, octanu rodu (11) K1 oraz mieszaniny obydwu
(Wykres 1).

W przypadku roztworu kwasu (S)-9a maksimum absorpcji znajduje si¢ przy A = 280 nm.
Dla stgzenia 0.01mmol/ml maksymalna wartos¢ absorpcji wynosita 0.75. Octan rodu (1)
w identycznym st¢zeniu nie wykazuje absorpcji w badanym zakresie diugosci fali.
Natomiast widmo UV-Vis w przypadku mieszaniny obydwu zwigzkow jest wyraznie

inne. Mozna zaobserwowaé¢ dwie zmiany:

e maksimum absorpcji znajduje si¢ przy dtugosci fali A=260 nm,

e znaczace obnizenie wartosci absorpcji (0.3 dla st¢zenia 0.01mmol/ml).
Zatem mozna przypuszczaé, zeé W roztworze kwasu 9a i octanu rodu (II) nastepuje
wymiana grupy octanowej ze sfery koordynacyjnej rodu na kwas karboksylowy 9a
(zmiana intensywno$ci pasma oraz przesuni¢cie maksimum absorpcji- efekt
hipsochromowy), co moze znaczgco wptywac na proces racemizacji kwasu. W przypadku
estru takie oddziatywanie jest niemozliwe, gdyz grupa karboksylowa jest zabezpieczona.

Zarowno chiralny kwas 9a, jak i ester 10a w standardowych warunkach EDKR moga

ulega¢ racemizacji na stereogenicznym atomie wegla, ktory nie ulega reakcji
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enzymatycznej. Aby wykluczy¢ (lub potwierdzi¢) drugg z mozliwo$ci wykonano badania
nad racemizacjg estru (S)-10a (Schemat 49, Procedura Ogolna 15). Wyniki przedstawiono
w Tabeli 13.

OH O OH O
/@/‘\)‘\OB warunki: Tabela 13‘ WOH
24 godz., 40 °C
O2N TBME O2N
(S)-10a rac-10a

Schemat 49. Racemizacja estru (S)-10a.

Tabelal3. Racemizacja estru etylowego kwasu (S)-3-hydroksy-3-(4-nitrofenylo)-
propanowego ((S)-10a).

Lp. Warunki? W[%]  ee[%]"
1 Amano AK >99 99(S)
2 PhCOMe, o-fenantrolina 97 63(S)
3 Rh,(OAC), (K1) >99 94(S)
4. Amano AK, K1 >99 99(S)
5 PhC(OEt)3, Amano AK >99 99 (S)
6 PhC(OEt);, K1 >99 96(S)
7 PhC(OEt)s, Amano AK, K1 >99 99 (S)

#Warunki reakcji: 0.1 mmol (S)-11a, TBME (2.0 mL)
®Okreslono za pomoca HPLC (Chiralpak 1A).

Przy doborze warunkéw racemizacji uwzgledniono wszystkie reagenty, ktére beda
zastosowane do EDKR: octan rodu (II), lipaz¢ Amano AK, TBME oraz ortobenzoesan
trietylu. Dodatkowo zbadano czy racemizacja jest katalizowana przez o-fenantroling w
obecnosci acetofenonu. Racemizacje produktu zaobserwowano w tych ostatnich
warunkach (Tabela 13, I. p. 2), gdzie otrzymano ester 10a z 63% ee, a takze w
mieszaninie z samym octanem rodu (Tabela 13, l.p. 3) oraz z octanem rodu (Il) i
ortobenzoesanem trietylu (Tabela 13, L.p. 6). Lipaza Amano AK nie Kkatalizuje
racemizacji estru (S)-10a (Tabela 13, I.p. 1). Ortobenzoesan trietylu nie ma wptywu na
racemizacje produktu. Otrzymane wyniki wskazuja, ze enzym blokuje racemizacj¢ estru

w mieszaninach z octanem rodu (I1) (Tabela 13, l.p. 4 1 7). By¢ moze wynika to z faktu,
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ze octan rodu (II) oddziatywuje n.p. z grupami karboksylowymi lub amidowymi
pochodzacymi z enzymu.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze mozliwa jest efektywna racemizacja centrum
stereogenicznego na atomie wegla C° hydroksykwasu bez racemizacji hydroksyestru.
Ponadto octan rodu (1) jest kompatybilny z lipazg Amano AK, co oznacza, ze mozna ten

uktad zastosowa¢ w EDKR kwasu rac-9a.

5.4.3.2.Badania nad opracowaniem warunko, w ktorych moZzliwy jest dynamiczny

rozdzialu kinetycznego kwasu rac-9a

Opracowanie warunkow racemizacji kwasu (S)-9a umozliwito rozpoczecie nowego
etapu badan, ktorym byto polaczenie enzymatycznej estryfikacji kwasu rac-9a z
jednoczesng racemizacja niereaktywnego enancjomeru tego kwasu. Mieszanina reakcyjna
sktadala si¢ z kwasu rac-9a, wyselekcjonowanego poprzednio, efektywnego
biokatalizatora- lipazy Amano AK, ortobenzoesanu trietylu jako donora grupy
etoksylowej, rozpuszczalnika oraz kompleksu metalu. Jako czynniki racemizujace
sprawdzono nastgpujace katalizatory: Rh,(OOCCHjz)s (K1), [Pd(PPhs)s]/dppf (K2),
PdClI,(dppf) (K3) oraz Ru(p-cymene)Cl,], (K4) oraz katalizator Shvo (K5) (Rysunek 4).

o 0
X [0
\ Ve \O P Pd
oo <
K1 Rh(Il) K2 Pd(0) N

@P—P Ph
Cl- RU Ph Ph
Cl.
/ RU—CI RU\ /
@ —Ph )@\ ¢ oot CO

K
K3 Pd([l) K4 Ru(Il) 5 Katalizator Shvo

Rysunek 4. Kompleksy metali zastosowane jako czynniki racemizujgce.
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Reakcje prowadzono przez 72 godziny w 40°C. Czas reakcji zostal wydhuzony w

poréwnaniu do EKR w celu uzyskania lepszej wydajnosci (Schemat 50, Procedura
Ogolna 16).

/©)\/u\OH
O,N

rac-9a

Amano AK
rozpuszczalnik

72 godz., 40 °C

K1-5, PhC(OEt),

O,N

Schemat 50. EDKR kwasu rac-9a.

Tabela 14. Wyniki EDKR kwasu rac-9a katalizowany lipazg Amano AK.

L.p. Kompleks metalu  Rozpuszczalnik WI[%] ee. [%]°
1. K1 Rh(ll) toluen 78 48 (S)
2. K1 Rh(1I) cycloheksan 73 84 (S)
3. K1 Rh(Il) eter izoamylowy 67 56 (S)
4. K1 Rh(ll) TBME 89 99 (S)
5. K2 Pd(0) toluen 61 rac
6. K2 Pd(0) cycloheksan 69 rac
7. K2 Pd(0) eter izoamylowy 61 24 (S)
8. K2 Pd(0) TBME 91 35 (S)
9. K3 Pd(Il) toluen 68 rac
10. K3 Pd(11) cycloheksan 71 rac
11. K3 Pd(11) eter izoamylowy 58 93 (S)
12. K3 Pd(11) TBME 88 41 (S)
13. K4 Ru(ll) toluen 53 rac
14. K4 Ru(ll) cycloheksan 59 rac
15. K4 Ru(l1) eter izoamylowy 70 rac
16. K4 Ru(l1) TBME 69 55 (S)
17.° K5 kat. Shvo TBME 82 49 (S)

dWarunki reakcji: 0.1 mmol 9a, ortobenzoesan trietylu 2 equiv., rozpuszczalnik (2.0 mL), Amano
AK 10 mg, K1-4 10mol%.
®Okreslono za pomoca HPLC (Chiralpak 1A).
¢ #Warunki reakcji: 0.1 mmol 9a, ortobenzoesan trietylu 2 equiv., rozpuszczalnik (2.0 mL), Amano
AK 10 mg, K5 10mol%, t-BuOK 10 mol%.

79

https:rcin.org.pl



Wyniki zamieszczono w Tabeli 14. W pierwszym ectapie do jako czynnik racemizujacy
zastosowano octan rodu (I1) (K1) (Tabela 14, l.p. 1-4). Niezaleznie od rozpuszczalnika
produkt 10a otrzymano z wyzsza wydajnoscig niz w analogicznej reakcji EKR (>66%).
Enancjomerycznie czysty ester etylowy 10a (99% e.e.) o konfiguracji S otrzymano w
TBME (Tabela 14, 1.p. 4), co byto zgodne z wynikami otrzymanymi w EKR tego kwasu.
W reakcjach prowadzonych w toluenie oraz cykloheksanie produkt (S)-10a otrzymano z
podobnym nadmiarem enancjomerycznym jak w EKR (48% i 84%, Tabela 14, Ip. 1 i 2).
Natomiast znaczacy spadek ennacjoselektywnos$ci zaobserwowano w reakcji
prowadzonej w eterze izoamylowym: EKR- e.e.=96% (Tabela 9, I.p. 3), EDKR-e.e.=56%
(Tabela 14, lp. 3). W kolejnym etapic badan sprawdzono efektywno$¢ innych
kompleksow metali powszechnie uzywanych jako czynniki racemizujagce W

dynamicznym rozdziale kinetycznym(Rysunek 4)**°

. W reakcjach z kompleksem palladu
(0) (K2) w toluenie oraz cykloheksanie otrzymano racemiczny produkt 10a (Tabela 14,
Lp. 51 6). Z podobng wydajnos$cia (61%), ale niskim e.e. (24%) otrzymano ester (S)-10a
w reakcji prowadzonej w eterze izoamylowym (Tabela 14, 1.p. 7). Najwyzszg wydajno$¢
produktu (91%) oraz nadmiar enancjomeryczny (35%) odnotowano w reakcji
prowadzonej w TBME (Tabela 14, 1.p. 8). W reakcjach z kompleksem palladu (I1) (K3)
prowadzonych w toluenie rowniez otrzymano produkt racemiczny (Tabela 14, 1.p. 9 i 10).
Natomiast w reakcji prowadzonej w TBME otrzymano produkt z e.e.=41% (Tabela 14,
I.p. 12), podczas gdy w reakcji w eterze izoamylowym produkt otrzymano z wysokim
e.6.=93% (Tabela 14, l.p. 11). Najmniej efektywnym katalizatorem racemizacji (biorac
pod uwage stereoselektywnosc reakcji) byt kompleks K4. Jedynie w reakcji prowadzonej
w TBME otrzymano nieracemiczny ester (S)-10a (e.e.=55%) (Tabela 14, l.p. 16),
natomiast w pozostalych rozpuszczalnikach otrzymano jedynie produkt racemiczny
(Tabela 14, l.p. 13-15). W ostatnim eksperymencie (Tabela 14, l.p. 17) jako czynnik
racemizujacy zastosowano Katalizator Shvo (K5), z powodzeniem stosowany w EDKR
alkoholi drugorzedowych, w obecnosci t-BuOK, pozostate warunki reakcji zachowano.
Otrzymano ester (S)-10a z wysoka wydajnoscig (82%), ale niskim nadmiarem
enancjomerycznym (49%). Ta czg¢s¢ badan optymalizacyjnych zakonczyta sig
opracowaniem metody otrzymywania estru (S)-10a z wysoka wydajnoscia

wyizolowanego produktu (89%) oraz bardzo wysokim nadmiarem enancjomerycznym

148 2) Y. Ahn, S. -B. Ko, M. -J. Kim, J. Park, Coordin. Chem. Rev. 2008, 252, 647-658; b) S. Agrawal,
E. Martinez-Castro, R. Marcos, B. Martin-Matute, Org. Lett. 2014, 16, 2256—2259.
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(99%), rowniez w skali preparatywnej (Procedura Ogoélna 17). Katalizatory metaliczne
nie miaty wplywu na stercopreferencje enzymow.

Kolejng cze$¢ badan przeprowadzono dla Novozymu 435- R-selektywnego enzymu.
Reakcje prowadzono w temperaturze 40°C przez 72 godziny w obecnosci uprzednio
wybranych czynnikéw racemizujacych K1-4 (Schemat 51, Procedura Ogoélna 16). WyniKi

badan zamieszczono w Tabeli 15.

OH O Novozym 435 (;DH 0
/O)\)‘\OH rozpuszczalnik /@/\)‘\OB
72 godz., 40 °C
OoN K1-4, PhC(OEt);  O2N
rac-9a (R)-10a

Schemat 51. EDKR kwasu rac-9a.

Tabela 15. Wyniki badan nad opracowaniem DKR kwasu rac-9a katalizowana
immobilizowang lipazag Candida cylindracea (Novozym 435).

L.p. Kompleks metalu Rozpuszczalnik W[%] ee[%]°
1. K1 Rh(Il) toluen 78 97(R)
2. K1 Rh(II) cykloheksan 87 48(R)
3. K1 Rh(II) eter izoamylowy 91 50(R)
4. K1 Rh(ll) TBME 69 9(R)
5. K2 Pd(0) toluen 84 45(R)
6. K2 Pd(0) cykloheksan 81 51(R)
7. K2 Pd(0) eter izoamylowy 93 26(R)
8. K2 Pd(0) TBME 56 23(R)
9. K3 Pd(Il) toluen 90 51(R)
10. K3 Pd(II) cykloheksan 92 rac
11. K3 Pd(II) eter izoamylowy 94 69(R)
12. K3 Pd(11) TBME 67 19(R)
13. K4 Ru(ll) toluen 73 65(R)
14. K4 Ru(ll) cykloheksan 79 26(R)
15. K4 Ru(ll) eter izoamylowy 76 25(R)
16. K4 Ru(ll) TBME 41 9(R)

dWarunki reakcji: 0.1 mmol 10a, ortobenzoesan trietylu 2 equiv., rozpuszczalnik (2.0 mL),
Novozym 435 10 mg, K1-4 10 mol%.
®Okreslono za pomoca chiralnego HPLC (Chiralpak IA).
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W pierwszym etapie badan jako czynnik racemizujacy zastosowano octan rodu (I1) K1.
W reakcji prowadzonej w TBME otrzymano enancjomerycznie wzbogacony produkt (R)-
10a z najnizszg wydajnoscia (69%) oraz nadmiarem enancjomerycznym (9%) (Tabela 15,
I.p. 4). W reakcjach prowadzonych w cykloheksanie oraz eterze izoamylowym produkt
(R)-10a otrzymano z dobrymi wydajnosciami (87% i 91%) oraz nadmiarami
enancjomerycznymi (48% i 50%) (Tabela 15, l.p. 2 i 3). Produkt z najwyzszym
nadmiarem enancjomerycznym (97%) o konfiguracji R otrzymano z wydajnoscia (78%)
w reakcji prowadzonej w toluenie (Tabela 15, l.p. 1), co jest zgodne z wynikami
uzyskanymi w EKR kwasu rac-9a. W reakcjach z kompleksami palladu (0) (K2) i
palladu (1) (K3) zaobserwowano pewne prawidtowosci. Produkt z bardzo dobrymi,
podobnymi wydajno$ciami otrzymano w toluenie, cykloheksanie i eterze izoamylowym
(81%-94%) (Tabela 15, l.p. 5-7 oraz l.p. 9-11). Natomiast produkt (R)-10a z najnizsza
wydajnoscig otrzymano w TBME (Tabela 15, I.p. 8 i 12). W reakcji z katalizatorem K3
prowadzonej w cykloheksanie otrzymano produkt racemiczny (Tabela 15, lp. 10),
natomiast produkt (R)-10a z najwyzszym nadmiarem enancjomerycznym (69%)
otrzymano w reakcji prowadzonej w eterze izoamylowym (Tabela 15, l.p. 11). Dla
obydwu katalizatorow K2 i K3 produkt (R)-10a otrzymano z umiarkowanym nadmiarem
enancjomerycznym w toluenie (45% i 51%, Tabela 15, l.p. 5 i 9) oraz niskim w TBME
(23% i 19%, Tabela 15, l.p. 8 i 12). W reakcjach z kompleksem K4 produkt (R)-10a z
umiarkowang wydajno$cig otrzymano w toluenie, cykloheksanie i eterze izoamylowym
(73%-79%, Tabela 15, I.p. 13-15), natomiast z niska w TBME (41%, Tabela 15, 1.p. 16).
Podobna korelacje mozna zaobserwowal¢ w zmianie stereoselektywnosci reakcji:
produktu z najwyzszym nadmiarem enancjomerycznym odnotowano w toluenie (65%,
Tabela 15, 1.p. 13), z niskim w cykloheksanie i eterze izoamylowym (26% i 25%, Tabela
15, 1.p. 14 i 15) oraz z najnizszym w TBME (9%, Tabela 15, 1.p. 16). Optymalizacja
warunkéw reakcji w drugiej czgsci badan nad dynamicznym rozdzialem kinetycznym
kwasu rac-9a umozliwita otrzymanie enancjomerycznie wzbogaconego estru 10a o
konfiguracji R z bardzo dobrg wydajnoscig oraz nadmiarem enancjomerycznym (97%).

Sprawdzono takze zastosowanie metody w EDKR dwoch innych kwasow: rac-9c (ze
wzgledu na dwa podstawniki nitrowe) oraz rac-9i, ktory jest prekursorem Fluoksetyny
(nazwa handlowa Prozac). Zastosowano taki sam uktad reakcyjny jak w przypadku kwasu
rac-9a: substrat, enzym- Novozym 435, katalizator metaliczny- K1, ortobenzoesan

trietylu oraz toluen (Schemat 52, Procedura Ogolna 18).
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OH O OH O

Novozym 435 =
OH toluen . OFt
48 godz., 40 °C
O,N NO NO,

2 K1, PhC(OEt); O2N

98%, e.6.=83%
rac-9¢ (R)-10c

OH O OH O

Novozym 435 :
OH toluen OEt
48 godz., 40 °C

K1, PhC(OEt),

95%, e..=63%
rac-9i (R)-10i

Schemat 52. EDKR kwaséw rac-9c¢ i rac-9i

Czas reakcji byt taki sam jak w przypadku EKR tych kwaséw i1 wynosit 48 godzin. Obie
reakcje przeprowadzono w skali preparatywnej — 1 mmol substratu. Produkty (R)-10c i
(R)-10i otrzymano z praktycznie iloSciowag wydajno$cig, co oznacza, ze octan rodu (II)
(K1) przyspiesza kinetyke reakcji. Nie wptywa natomiast na jej stereoselektywnosc-
nadmiary enancjomeryczne produktow (R)-10c i (R)-10i nie zmienilty si¢ w porownaniu z
produktami uzyskanymi w EKR. Tak jak w przypadku EKR, réwniez w EDKR warunki
reakcji nie sg uniwersalne. W zaleznosci od substratu nalezy dokonaé optymalizacji

warunkow reakcji.

5.4.4. Podsumowanie podrozdziatu 5.4

Wykonano badania nad opracowaniem enzymatycznego rozdzialu kinetycznego
kwasow 3-hydroksy-3-arylopropanowych. W ramach tych badan zoptymalizowano
warunki EKR dobierajac odpowiedni rozpuszczalnik organiczny, biokatalizator oraz
donor grupy alkoksylowej. Otrzymano enancjomerycznie wzbogacone (e.e. = 52%-83%)
estry etylowe kwasow 3-hydroksy-3-arylopropanowych 9b-i. Dla kwasu rac-9a
opracowano optymalne warunki enzymatycznego rozdziatu kinetycznego prowadzace do
otrzymania obydwu enancjomerow tego kwasu: S w reakcji katalizowanej lipaza Amano
AK oraz R w reakcji katalizowanej Novozymem 435. Zaobserwowano silny wplyw
lipofilowosci rozpuszczalnika organicznego, donora grupy alkoksylowej oraz budowy

substratu na enancjoselektywnos$¢ reakcji. W kolejnym etapie zbadano warunki
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racemizacji kwasu (S)-9a oraz jego estru etylowego. Zaobserwowano, ze kwas (S)-9a
ulega szybkiej racemizacji katalizowanej przez tetraoctan dirodu (I1), natomiast jego ester
etylowy nieznacznej (e.e.=96%) w mieszaninie zawierajacej tylko ten Kkatalizator.
Ponadto w mieszaninie zawierajacej lipaze¢ Amano AK i tenze katalizator racemizacja
estru etylowego (S)-10a nie zachodzi. Kompleks K1 zostat uzyty po raz pierwszy jako
czynnik efektywnie racemizujacy chiralne, nieracemiczne hydroksykwasy W poroéwnaniu
do innych komplekséw metali stosowanych w EDKR jest tani i niezbyt wrazliwy na
warunki reakcji. Reakcje prowadzono w atmosferze tlenowej, podczas gdy stosowane
obecnie katalizatory racemizacji alkoholi lub wymagajg atmosfery beztlenowej. Ponadto
nie jest inhibitorem stosowanego biokatalizatora. Do badan optymalizacyjnych,
uwzgledniajacych ropuszczalnik organiczny i czynnik racemizujacy jako zmienne,
wybrano dwa biokatalizatory: S-selektywna lipaze Amano AK i R-selektywny Novozym
435. Opracowano optymalne warunki dla uktadu enzym-metal w dynamicznym rozdziale
kinetycznym kwasu rac-9a. Otrzymano obydwa enancjomery estru etylowego z bardzo
dobrymi wydajno$ciami oraz nadmiarami enancjomerycznymi (S- W=89%, e.e.=99%; R-
W=78%, e.e.=97%). Reakcje wykonano w skali preparatywnej i stwierdzono, ze
stereoselektywnos$¢ reakcji nie ulega zmianie. Wykonano réwniez syntezg estrow (R)-10c
i (R)-10i w skali preparatywnej. Czas reakcji byt taki sam jak w przypadku EKR tych
kwasow. Produkty otrzymano z wyzsza wydajnoscig w porownaniu z EKR, natomiast
nadmiar enancjomeryczny produktéw nie ulegt zmianie. Zatem octan rodu (II)
przyspiesza kinetyke reakcji enzymatycznej estryfikacji, ale nie ma wplywu na jej

enancjoselektywnos¢.
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6. Wnioski

W niniejszej pracy zaprezentowano wyniki badan nad zastosowaniem uktadow
enzym-enzym i enzym-metal do estryfikacji wybranych kwaséw karboksylowych. W
pierwszej czgsci wykonano badania nad zastosowaniem weglanow dialkilowych jako
donorow grupy alkoksylowej w estryfikacji kwasu 3-fenylopropanowego (1a). W celu
wyboru  odpowiedniego  biokatalizatora ~ wykonano  screening  enzymatyczny
uwzgledniajgcy enzymy o rdéznych wiasciwos$ciach katalitycznych. Zaobserwowano efekt
synergii w jednej z mieszanin enzyméw katalizujacych badang reakcje. W celu
potwierdzenia synergistycznego dziatania enzymoéw przeprowadzono systematyczne
badania okreslajace wplyw enzymoéw na przebieg reakcji. W reakcjach katalizowanych
przez kazdy z zastosowanych enzyméw nie zaobserwowano tworzenia si¢ produktu. W
kolejnych eksperymentach sprawdzono wptyw mieszanin dwoch, trzech, czterech i pigciu
enzymow, stwierdzajac, ze produkt uzyskiwany jest z najwyzsza wydajnoscia w
przypadku zastosowania mieszaniny pigciu wybranych enzymow. Dodanie do takiej
mieszaniny reakcyjnej wody lub trdjfluoroetanolu prowadzito do uzyskania estru
etylowego kwasu 3-fenylopropanowego (2a) z mniejsza wydajnoscia, co potwierdzato
fakt, iz oddziatywania enzym-enzym sg kluczowe dla wysokiej aktywnosci katalityczne;j
mieszanin enzymow. Nastgpnie wykonano badania nad okresleniem wplywu struktury
kwasu karboksylowego (1a-1i) na przebieg powyzszej reakcji. Zastosowanie tej samej
mieszaniny enzymow do estryfikacji roznych kwasoéw karboksylowych potwierdzito
efektywnos¢ tego uktadu katalitycznego. Wykazano ze znany mechanizm estryfikacji
kwasow karboksylowych weglanami dialkilowymi jest niepoprawny. Zaproponowano
mechanizm reakcji, w ktérym weglan dialkilowy w reakcji z enzymem tworzy
aktywowany weglan monoalkilowy (EAC) reagujacy z kwasem karboksylowym. Sitg
napedowa tej reakcji jest uwolnienie dwutlenku wegla, w wyniku rozpadu aktywowanego
monoweglanu (D-OH). Wykazano, ze proces enancjoselektwynej enzymatycznej
estryfikacji mieszaning enzymoOw przebiega efektywnie dla wybranych dwoch
racemicznych kwasoéw karboksylowych: (rac)-2-fenylopropanowego (1h) i (rac)-3-
fenylo-2-metylopropanowego (1i). Jest to pierwszy multienzymatyczny system, ktory
efektywnie 1 stereoseletywnie katalizuje reakcje nieodwracalnej estryfikacji weglanami
dialkilowymi.

W drugiej czeSci wykonano badania nad opracowaniem enzymatycznego rozdziatu

kinetycznego kwasow p-fluoro- i p-metoksy-3-fenylo-4-pentenowych (rac-4a i rac-4b).
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W tym celu przeprowadzono screening enzymatyczny w celu wytonienia najlepszego
biokatalizatora, ktory zastosowano W reakcjach ERK, otrzymujgc enancjomerycznie
wzbogacone estry ((S)-7a-b i (S)-8a) (wyniki zostaly opublikowane jako czg¢$¢ pracy w
ACS Catal., 2016, 6, 3287-3292). Wykazano istotny wptyw donora grupy alkoksylowej
na przebieg reakcji estryfikacji. Wykonane badania wykazaty, ze przedstawiony w
literaturze mechanizm reakcji estryfikacji ortoestrami jest niepoprawny. Zaproponowano
alternatywny mechanizm (opublikowany w Cat. Comm. 2018, 106, 82-86), w ktoérym
aktywowany ortoester (D-OH) po reakcji z kwasem karboksylowym ulega rozpadowi do
odpowiedniego estru i alkoholu, co jest dodatkows sitg napedowa procesu.

W trzeciej cze$ci wykonano badania nad zastosowaniem enzymow oraz ortoestrow do
enzymatycznego rozdzialu  kinetycznego  kwasu  3-hydroksy-3-(4-nitrofenylo)-
propanowego (rac-9a). Do ERK kwasu rac-9a zastosowano metodologi¢ nicodwracalne;j
estryfikacji ortoestrami opracowana w poprzedniej czg¢$ci badan. Wykonano badania
optymalizacyjne uwzgledniajace wplyw rozpuszczalnika, biokatalizatora oraz donora
grupy alkoksylowej. Uzyskano obydwa enancjomery estru etylowego tego kwasu ((S)-
10a i (R)-10a) z wydajnosciami 89% i 78% i nadmiarami enancjomerycznymi 99% i
97%. Zbadano wptyw podstawnika w grupie fenylowej na przebieg reakcji estryfikacji
kwasow  3-hydroky-3-arylopropanowych (rac-9b-i). Stwierdzono, ze najbardziej
efektywnym biokatalizatorem byt Novozym 435. W wyniku ERK kwasow rac-9b-i
uzyskano enancjomerycznie wzbogacone estry (R)-10b-i. W kolejnym etapie
wyselekcjonowano katalizator metaliczny (K1), ktéry chemoselektywnie racemizowat
kwas (S)-9a, natomiast nie racemizowat estru (S)-10a w warunkach EDKR. Uzyskane
wyniki zastosowano do opracowania dynamicznego rozdziatu kinetycznego kwasu (rac)-
9a. Wykonano badania optymalizacyjne uwzgledniajace wpltyw rozpuszczalnika,
katalizatora metalicznego (K1-K5) oraz enzymu na przebieg i enancjoselektywnosc¢
reakcji. Wykazano, ze mozna uzyska¢ enancjomerycznie czyste estry kwasu rac-9a z
wydajnosciami przewyzszajacymi 90%. Opracowang metodologie zastosowano do
Syntezy enancjomerycznie czystych estrow (S)-10a, (R)-10c i (R)-10i w skali
preparatywnej. Jest to pierwszy przykltad EDKR kwasow  3-hydroksy-3-
arylopropanowych.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze procesy enzymatycznej estryfikacji achiralnych i
chiralnych kwasow karboksylowych mozna wykona¢ stosujac weglany dialkilowe i
ortoestry jako donory grup alkoksylowych. Jest to przyktad nowego aktywnosci

promiskuityzmu katalitycznego lipaz w rozpuszczalnikach organicznych. W przypadku
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weglanow dialkilowych reakcje te przebiegajg bardziej efektywnie jesli zastosowoane sg
do nich mieszaniny enzymoéw (uktady enzym-enzym). Natomiast ortoestry zastosowano
do ERK chiralnych kwaséw karboksylowych. Nastepnie ta metodologia zostata
rozszerzona do EDKR poprzez dodanie do mieszaniny reakcyjnej odpowiednich
katalizatorow metalicznych (uktady enzym-metal). Zaletami opracowanych procedur jest
fatwo$¢ wydzielenia 1 oczyszczenia produktu, mozliwo$¢ regeneracji katalizatora
metalicznego i enzymu, wysoka wydajno$¢ i enancjoselektywno$é, a takze zmniejszenie
szkodliwego wplywu na srodowisko oraz niski koszt ogdlny, co jest szczegdlnie wazne w
przypadku syntez zwigzkOw o przeznaczeniu farmaceutycznym 1 Spozywczym.
Opracowana metodologia EKR 1 EDKR moze by¢ szczegélnie uzyteczna z punktu
widzenia technologicznego ze wzgledu na prostote wydzielania produktow oraz
mozliwos¢ ponownego wykorzystania biokatalizatora i katalizatora metalicznego. Ktore
moga by¢ ponownie wykorzystane w tej reakcji. Jest to spowodowane znikoma

rozpuszczalnos$cig enzymow i1 zwigzkow metali przejSciowych w mieszaninie reakcyjne;.
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7. CzeS¢ eksperymentalna

7.1. Uwagi ogélne

Widma NMR zostaty wykonane na aparatach Varian Gemini 200 (200 MHz), Varian
Gemini 400 (400 MHz) oraz Bruker DMX 500 Avance (500 MHz). Widma rejestrowano
z TMS jako wzorcem wewngtrznym. Przesunigcia sygnatow (8) podano w ppm, a stale
sprzezenia (J) w hercach (Hz). Sygnaly w widmach protonowego jadrowego rezonansu
magnetycznego zostaly przypisane dla wybranych zwigzkéw. Widma masowe wysokiej
rozdzielczosci zarejestrowano na aparacie APl 365 (SCIEX). Analizy elementarne
wykonano w Pracowni Analizy Elementarnej Instytutu Chemii Organicznej PAN,
uzywajac aparatow Perkin Elmer 240 Elemental Analyzer oraz Heraeus Vario EL IIL
Widma masowe wysokiej rozdzielczosci zostaly wyznaczone w zespole prof. Witolda
Danikiewicza w Instytucie Chemii Organicznej PAN na spektrometrze Mariner
(PerSeptive Biosystems). Do analiz TLC uzywano plytek aluminiowych pokrytych
Kieselgel 60 F254 firmy Merck. Do preparatywnego rozdziatu i oczyszczania produktow
za pomoca chromatografii cienkowarstwowej uzywano ptytek PTLC pokrytych Kieselgel
60 F254 o grubos¢i 0,25 mm firmy Merck. Oczyszczanie zwigzkéw za pomoca
chromatografii kolumnowej wykonywano uzywajac zelu krzemionkowego Kieselgel 60

(60 mesh, 70-230 mesh i 230-400 mesh) firmy Merck.

W badaniach przesiewowych enzyméw stosowano nastepujgce biokatalizatory:
lipaza z Hog pancreas, lipaza z Pseudomonas fluorescens, lipaza z Aspergillus sp., lipaza
z kietkow pszenicy, lipaza z Candida antarctica, lipaza z Candida cylindracea, lipaza z
Pseudomonas cepacia, lipaza z Mucor miehei, lipaza z Candida rugosa, lipaza z
Chromobacterium viscosum, lipaza z Porcine pancreas, lipaza z Rhizomucor miehei,
immobilizowang lipaz¢ — Novozym 435 (lipaza B z Candida antarctica), Papaing oraz
rekombinowane enzymy z mikroorganizméw: Rhisopus niveus, Rhisopus oryzae,
Rhisopus arrhisus, Candida lipolitica, Mucor javanicus, Penicilium rogeufori,
Pseudomonas sp. Zastosowano takze proszki acetonowe z organow zwierzgcych: proszek
acetonowy z watroby wolowej (BLAP), proszek acetonowy z watroby indyczej (TLAP),
proszek acetonowy z watroby §winskiej (PLAP), proszek acetonowy z watroby kaczej
(DLAP), proszek acetonowy z watroby kurzej (CLAP), proszek acetonowy z watroby
jeleniej (JLAP), proszek acetonowy z watroby kroliczej (RLAP), proszek acetonowy z
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watroby gesiej (GLAP) i1 proszek acetonowy z watroby dziczej (WLAP), proszek
acetonowy z nerki wolowej (BKAP) oraz esteraz¢ z watroby §winskiej (PLE).

Do rozdzialu enancjomerow metodga HPLC stosowano nastgpujace kolumny chiralne:
Chiralcel OD-H, Chiralcel OB, Chiralpak IA-H oraz Chiralcel AS-H (& 4.6 mm x 250
mm Diacel Chemical Ind., Ltd) wyposazone w pre-kolumny (& 4mmx10 mm, 5um).
Chromatograf: LC-6A Varian ProStar wyposazony w detektor UV Varian ProStar 330
oraz analizator Chromatopac C-R6A. Pomiary skrecalnosci wlasciwej zostalty wykonane
na polarymetrach Jasco DIP-360 oraz Jasco P-2000 przy dtugosci fali A = 589 nm, przy
uzyciu kuwety o dtugosci 1.0 cm i pojemnosci 1.2 ml. Wszystkie reakcje enzymatyczne

przeprowadzono w wytrzasarce HeidolphPromax 1020 wyposazonej w inkubator

Heidolph Inkubator 1000.

W pracy enancjoselektywnos¢ reakcji (E) liczona byla ze wzoru (¢ — konwersja, ee, —

nadmiar enancjomeryczny produktu):

_In[(A—cx(1+ee)]
In[1—cx(1-eepy)]

Wykorzystywane reagenty komercyjnie dostepne, zakupione byty w Sigma-Aldrich,
TCI lub Alfa Aeaser. Jako eluenty do chromatografii kolumnowej i analiz HPLC
stosowano heksan, octan etylu, chloroform, metanol oraz wodg, ktéore wczesniej
oczyszczono przez destylacje. Pozostate rozpuszczalniki reagenty oczyszczono wedtug

og6lnych metod literaturowych.™*’

7.2. Enzymatyczna estryfikacja wybranych kwasow karboksylowych weglanami

dialkilowymi

Grupy uzyte do screeningu enzymatycznego:

1. Lipaza z Mucor javanicus (Sigma), Amano Lipaza PS z Burkholderia cepacia
(Sigma), lipaza z Rhizopus arrhizus (Sigma), lipaza lipoproteinowa z Pseudomonas sp

(Sigma), proteaza z Aspergillus oryzae (Sigma).

2. Lipaza z Penicillium roqueforti (Sigma), lipaza z Chromobacterium viscosum
(Sigma), lipaza z Candida lipolytica (Sigma), proteaza from Bacillus amyloliquefaciens
(Sigma), celulaza typ VI z Trichoderma viride (Sigma).

¥TW. L. F. Armarego, D. D. Perrin; Purification of laboratory Chemicals, 4th ed, Elsevier: Oxford, 2000.
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3. Lipaza z Candida rugosa (Sigma), lipaza z Mucor miehei (Sigma), RLAP,

drysylaza z Basidiomycetes (Sigma), proteaza z Bacillus Licheniformis (Sigma).
4. Lipaza z Rhizopus oryzae (Sigma), lipaza typ Il ze $winskiej trzustki (Sigma),
PLE, BLAP, pektynaza z Rhizopus sp (Sigma).

5. Lipaza z Pseudomonas sp (Sigma), lipaza z Pseudomonas fluorescens, CLAP,
BKAP, pektynaza z Aspergillus niger (Serva).

6. Lipaza B Candida antarctica recomb. Aspergillus oryzae (Sigma), lipozym imm. z
Mucor miehei (Sigma), DLAP, JLAP, aldolaza z mig¢$nia krolika (Sigma),

7. Lipase from Rhizopus niveus (Sigma), lipase imm. in Sol-Gel-AK from hog
pancreas (Fluka), lipase from Candida cylindracea, WLAP, esterase from horse liver
(Sigma).

8. Lipaza z trzustki wieprzowej (Sigma), lipaza imm. w Sol-Gel-AK z Mucor miehei
(Fluka), lipaza z Aspergillus sp, GLAP, PLAP,

9. Mieszanina A, B, C, D, E: lipaza z kietkow pszenicy (Fluka), acylaza I z
Aspergillus melleus (Fluka), Amanolipaza AK z Pseudomonas fluorescens (Sigma),
Novozym 435 (Novo sp 435A, Novo Industri A/S), papaina (surowy proszek, Merck).

Procedura ogolna 1. Enzymatyczna estryfikacja kwasow karboksylowych

weglanami dialkilowymi.

Weglany:
o 0]

PN M

MeO~ OMe EtO" OEt

Do roztworu kwasu la-i (0.1 mmol, 1 eq) w toluenie (1 ml) w fiolce (5 ml) dodano
odpowiedni weglan dialkilowy (0.3 mmol, 3 eq) i enzymy (po 4 mg kazdego enzymu).
Mieszaning reakcyjng mieszano przez 24 lub 48 godzin w temperaturze 40 °C w
wytrzasarce (200 rpm). Po ochlodzeniu, mieszaning reakcyjng przemyto nasyconym
roztworem wodoroweglanu sodu (3 x, po 5 ml) i solankg (5 ml). Rozpuszczalnik
organiczny usuni¢to pod zmniejszonym ciSnieniem, otrzymujac odpowiednie estry

etylowe 2a-i i metylowe 3a-i.
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p-metoksybenzoesan metylu (3b). Zwigzek 3b otrzymano zgodnie o)

Z Procedura Ogdlng 1 z wydajnoscig 35% (24 godz.). 'H NMR OMe
(CDCl3, 200 MHz) 5 3.81 (s, 3H), 3.85 (s, 3H), 7.80-7.84 (m, 2H), MeO

7.96-8.00 (m, 2H). **C NMR (CDCls, 50 MHz) 5 51.6, 55.5, 113.0, 122.1, 131.8, 163.0,
166.7. Widma NMR zgodne z literaturq“s.

p-metoksybenzoesan etylu (2b). Zwigzek 2b otrzymano zgodnie z o
Procedura Ogodlng 1 z wydajnoscig 46% (24 godz.). 'H NMR OEt
(CDCl3, 200 MHz) 5 1.29-1.36 (t, J=7.0Hz, 3H), 3.86 (s, 3H), 4.21- MeO

4.32 (g, J=7.0Hz, 2H), 7.78-7.85 (m, 2H), 7.99-8.09 (m, 2H).”*C NMR (CDCls, 50 MHz)
§ 14.4,55.3, 60.6, 113.3, 122.6, 131.3, 163.1, 166.7. Widma NMR zgodne z literaturql48.

Ester metylowy kwasu 2-fenyloetanowego (3c). Zwigzek 3c OMe
otrzymano zgodnie z Procedurg Ogélng 1 z wydajnoscia 87% (24 m

godz.). *H NMR (CDCls, 200 MHz) 5 3.69 (s, 2H), 3.78 (s, 3H), 7.24-7.41 (m, 5H).*C
NMR (CDCls, 50 MHz) 5 41.3, 52.5, 127.1, 128.5, 129.5, 134.1, 171.9. Widma NMR

zgodne z literatura™®.

Ester etylowy kwasu 2-fenyloetanowego (2c). Zwiazek 2c otrzymano OEt
zgodnie z Procedurg Og6lng 1 z wydajnoscig 98% (24 godz.). '"H NMR m
(CDCI?, 200 MHz) 5 1.19-1.30 (t, J=7.0Hz, 3H), 3.60 (s, 2H), 4.09-4.21 (q, J=7.0Hz, 2H),
7.22-7.36 (m, 5H).13C NMR (CDCl;, 50 MHz) s 14.4, 41.6, 61.0, 127.2, 128.7, 129.1,
134.3, 171.4. Widma NMR zgodne z literatura™".

Ester metylowy kwasu 3-fenylopropanowego (3a). Zwiazek 3a o
otrzymano zgodnie z Procedurg Ogo6lng 1 z wydajnoscia 89% (24 ©/\)‘\0Me
godz.). *H NMR (CDCls, 200 MHz) 5 2.61-2.69 (t, 2H, J=7.0Hz);

2.93-3.01 (t, 2H, J=7.0Hz); 3.69 (s, 3H); 7.20-7.39 (m, 5H). *C NMR (CDCls, 50 MHz) 5
31.3,36.0, 51.9, 126.6, 128.6, 128.8, 140.5, 173.3. Widma NMR zgodne z literatura™*.

148 X. F. Wu, Ch. Darcel; Eur. J. Org Chem. 2009, 8, 1144-1147.

“IW. R. R. Harker, E. L. Carswell, D. R. Carberry; Org. Lett. 2010, 12, 3712-3715 .
10y, B. Kiran, R. Ikeda, N. Sakai, T. Konakahara; Synthesis 2010, 2, 276-278;
11T, 0. Vieira, M. J. Green, H. Alper; Org. Lett. 2006, 8, 6143-6145.
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Ester etylowy kwasu 3-fenylopropanowego (2a). Zwigzek 2a o)
otrzymano zgodnie z Procedura Ogodlng 1 z wydajnosciag 96% (24 OEt
godz.). *H NMR (CDCls, 200 MHz) 5 1.19-1.27 (t, 3H, J=7.2Hz),

2.57-2.66 (t, 2H, J=7.9Hz), 2.91-2.99 (t, 2H, J=7.9Hz), 4.07-4.18 (q, 2H, J=7.2Hz), 7.18-
7.35 (m, 5H).13C NMR (CDCl3, 50 MHz) 5 14.5, 31.2, 36.3, 60.8, 126.6, 128.7, 130.2,
140.8, 173.0. Widma NMR zgodne z literatura™>.

Ester metylowy kwasu 3-(o-metoksyfenylo)-propanowego (3d). o)
Zwigzek 3d otrzymano zgodnie z Procedurg Ogo6lna 1 z wydajnoscia OMe
26 (24 godz). 'H NMR (CDCls;, 200 MHz) 5 2.55-2.64 (t, 2H, OMe
J=8.2Hz), 2.90-2.98 (t, 2H, J=8.2Hz), 3.63 (s, 3H), 3.81 (s, 3H), 6.82-7.30 (m, 4H). °C
NMR (CDCls;, 50 MHz) 5 26.3, 34.5, 55.3, 58.5, 110.4, 120.6, 127.6 128.8, 130.1, 157.7,
173.6. Widma NMR zgodne z literatura ™2,

Ester etylowy kwasu 3-(o-metoksyfenylo)-propanowego (2d).

O

Zwigzek 2d otrzymano zgodnie z Procedurg Ogodlng 1 z wydajnoscia OEt
75% (24 godz.). 'H NMR (CDCls, 200 MHz) 5 1.16-1.25 (t, 3H, OMe

J=7.0Hz), 2.51-2.63 (t, 2H, J=8.2Hz), 2.83-2.90 (t, 2H, J=8.2Hz), 3.78 (s, 3H), 4.07-4.17
(g, 2H, J=7.0Hz), 6.85-7.15 (m, 4H).”*C NMR (CDCls, 50 MHz) 5 14.5, 26.1, 34.7, 53.0,
61.0,111.0, 120.2, 127.8, 128.5, 131.1, 158.0, 173.5. Widma NMR zgodne z literaturg"*,

Ester metylowy 3-(p-metoksyfenylo)-propanowego (3e). 0
Zwigzek 3e otrzymano zgodnie z Procedura Ogo6lng 1 z OMe
wydajnoscia 71% (24 godz.). *H NMR (CDCls, 200 MHz) 5 2.48-
2.56 (t, 2H, J=8.1Hz), 2.80-2.84 (t, 2H, J=8.1Hz), 3.60 (s, 3H), 3.78 (s, 3H), 6.62-7.01
(m, 4H). *C NMR (CDCls, 50 MHz) 5 32.0, 36.2, 54.0, 58.1, 128.3, 129.1, 132.6, 140.1,

173.2. Widma NMR zgodne z literatura™".

MeO

1525 3. Pridmore, J. M. J. Williams; Tetrahedron Lett. 2008, 49, 7413-7415.

1p Gomes, C. Gosmini, J. Y. Nedelec, J. Perichon; Tetrahedron Lett. 2002, 43, 5901-5903.

54 M. L. Kantam, R. Chakravarti, Ch. V. Reddy, B. Sreedhar, S. Bhargava; Adv. Syn. Cat. 2008, 350, 2544-
2550.
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Ester etylowy 3-(p-metoksyfenylo)-propanowego (2e). O
Zwiazek 2e otrzymano zgodnie z Procedurg Ogdlng 1 z /@A)L OFEt
wydajnoscia 81% (24 godz.). 'H NMR (CDCls, 200 MHz) s MeO

1.19-1.27 (t, 3H, J=7.0Hz), 2.51-2.62 (t, 2H, J=8.2Hz), 2.85-2.91 (t, 2H, J=8.2Hz), 3.79
(s, 3H), 4.05-4.19 (q, 2H, J=7.0Hz), 6.80-7.14 (m, 4H). *C NMR (CDCls, 50 MHz) 5
14.7, 31.8, 36.0, 53.0, 61.0, 128.5, 129.3, 132.3, 140.0, 173.4. Widma NMR zgodne z

literatura™>.

Ester metylowy 3-(p-chlorofenylo)-propanowego (3f). Zwigzek o)

3f otrzymano zgodnie z Procedurg Ogolng 1 z wydajno$cig 67% M OMe
(24 godz). H NMR (CDCls;, 200 MHz) 5 2.57-2.62 (t, 2H, C!

J=7.7Hz), 2.87-2.95 (t, 2H, J=7.7Hz), 3.66 (s, 3H), 7.12-7.30 (m, 4H).*C NMR (CDCls,
50 MHz) s 30.2, 35.6, 52.0, 128.4, 129.3, 132.0, 139.0, 173.2. Widma NMR zgodne z

literatura™®.
Ester metylowy kwasu 3-(p-chlorofenylo)-propanowego (2f). O
Zwiazek 2f otrzymano zgodnie z Procedura Ogodlng 1 z OEt

wydajnoscia 73% (24 godz.). 'H NMR (CDCls, 200 MHz) 5 Cl

1.19-1.27 (t, 3H, J=7.2Hz), 2.55-2.63 (t, 2H, J=7.9Hz), 2.88-2.95 (t, 2H, J=7.9Hz), 4.07-
4.17 (q, 2H, J=7.2Hz), 7.11-7.27 (m, 4H)."*C NMR (CDCl;, 50 MHz) 5 14.8, 31.6, 36.0,
60.8, 128.1, 129.0, 132.1, 140.0, 173.0. Widma NMR zgodne z literaturg™®’.

Ester metylowy kwasu 3-(p-bromofenylo)-propanowego (3g). O
Zwiazek 39 otrzymano zgodnie z Procedura Ogdlng 1 z OMe
wydajnoscia 70% (24 godz.). 'H NMR (CDCl;, 200 MHz) 5 Br

2.55-2.63 (t, 2H, J=7.6Hz), 2.86-2.94 (t, 2H, J=7.6Hz), 3.65 (s, 3H), 7.06-7.42 (m,
4H)."*C NMR (CDCls, 50 MHz) 5 30.2, 35.4, 51.7, 120.0, 131.5, 139.4, 173.0. Widma
NMR zgodne z literaturqlss.

1355 3. Pridmore, J. M. J. Williams; Tetrahedron Lett. 2008, 49, 7413-7415.
16T, 0. Vieira, M. J. Green, H. Alper; Org. Lett. 2006, 8, 6143-6145.

7.5, J. Pridmore, J. M. J. Williams; Tetrahedron Lett. 2008, 49, 7413-7415.

%8 p_sh. Lin, M. Jeganmohan, Ch. H. Cheng; Chem. Asian J. 2007, 2, 1409-1416.
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Ester etylowy kwasu 3-(p-bromofenylo)-propanowego (29). 0
Zwiazek 2g otrzymano zgodnie z Procedurg Ogodlng 1 z /@/\)‘\OH
wydajnoscig 72% (24 godz.). 'H NMR (CDCF, 200 MHz) 5 1.19- g,

1.26 (t, 3H, J=7.2Hz), 2.55-2.63 (t, 2H, J=7.6Hz), 2.86-2.94 (t, 2H, J=7.6Hz), 4.06-4.17

(q, 2H, J=7.2Hz), 7.06-7.42 (m, 4H)."*C NMR (CDCls, 50 MHz) 5 14.2, 30.3, 35.6, 60.5,
120.0, 130.1, 131.5, 139.5, 172.6. Widma NMR zgodne z literatura™®.

Ester metylowy kwasu (R)-2-fenylopropanowego ((R)-3h). Zwigzek

(R)-3h otrzymano zgodnie z Procedurg Ogoélng 1 z wydajnoscia 49% ®0Me
(24 godz.). *H NMR (CDCls, 200 MHz) 5 1.41-1.43 (d, 3H, J=7.5Hz); O

3.58 (s, 3H); 3.61-3.65 (m, 1H), 7.20-7.25 (m, 5H)."*C NMR (CDCl;, 50 MHz) 5 18.9,
45.7, 52.3, 125.9, 127.5, 127.8, 128.8, 128.9, 140.9, 175.3. Widma NMR zgodne z

literaturg*®. HPLC: kolumna Chiralcel OD-H heksan/i-PrOH=9/1, tx(1)=4.475min,
tr(2)=4.995min. [a]3°= -26.3 (c 0.8, CHCI3)'®".

Ester etylowy kwasu (rac)-2-fenylopropanowego (2h). Zwiazek 2h ot
otrzymano zgodnie z Procedurg Ogdlng 1 z wydajnoscia 71% (24

godz.). *H NMR (CDCls, 200 MHz) 5 1.16-1.24 (t, 3H, J=7.0Hz), 1.45- ©
1.49 (d, 3H, J=7.5Hz); 3.67-3.72 (m, 1H), 4.10-4.19 (g, J=7.0Hz, 2H) 7.21-7.25 (m, 5H).

3C NMR (CDCl;, 50 MHz) 5 14.1,18.8, 45.6, 61.3, 127.1, 127.6, 128.1, 140.3, 174.6.
Widma NMR zgodne z literatura™®.

Ester metylowy kwasu (rac)-3-fenylo-2-metylopropanowego (3i). O
Zwigzek 3i otrzymano zgodnie z Procedurg Ogodlng 1 z wydajnoscia m‘\ OMe
34% (24 godz.). *H NMR (CDCls, 200 MHz) 5 1.06-1.08 (d, 3H,

J=7.5); 2.45-2.65 (m, 2H); 2.90-2.98 (m, 1H); 3.55 (s, 3H), 7.10-7.24 (m, 5H). *C NMR

(CDCl3, 50 MHz) 5 17.0, 40.0, 41.7, 51.9, 126.6, 128.6, 128.7, 129.2, 129.3, 139.6, 176.9.
Widma NMR zgodne z literatura™.

1995 7. Pridmore, J. M. J. Williams; Tetrahedron Lett. 2008, 49, 7413-7415.

100y B. Kiran, R. Ikeda, N. Sakai, T. Konakahara; Synthesis 2010, 2, 276-278:

181y, Zhang, Z. Han, F. Li, K. Ding, A. Zhang; Chem. Commun. 2010, 46, 156-158.

162 M. Tobisu, R. Nakamura, Y. Kita, N. Chatani, J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 3174-3175.
183 T Hintermann, D. Seebach, Helv. Chim. Acta 1998, 81, 2093-2126.

94

https:rcin.org.pl



Ester etylowy kwasu (R)-3-fenylo-2-metylopropanowego ((R)-2i). o)
Zwigzek 2i otrzymano zgodnie z Procedurg Ogolng 1 z wydajnoscia ©/\)‘\ OEt
64% (24 godz.). 'H NMR (CDCls, 200 MHz) 5 1.06-1.08 (d, 3H, )
J=7.5); 1.09-1.15 (t, J=7.0Hz, 3H) 2.45-2.65 (m, 2H); 2.90-2.98 (m, 1H); 4.05-4.20 (g,
J=7.0Hz, 2H), 7.10-7.24 (m, 5H).**C NMR (CDCls, 50 MHz) 5 14.6, 16.9, 40.2, 41.5,
61.2, 126.3, 128.6, 128.9, 129.1, 129.6, 139.2, 176.7. Widma NMR zgodne z literaturqm.

HPLC: kolumna Chiralcel OD-H, A = 232 nm, 1.0 mL/min, heksan/i-PrOH=9/1,
tr(1)=4.362min, tr(2)=5.150min. [a]2°= -12.3 (c 1.0, CHCI3)'®.

7.3. Enzymatyczny rozdzial kinetyczny p-podstawionych pochodnych kwasu 3-

fenylo-4-pentenowego

7.3.1. Synteza racemicznych p-podstawionych pochodnych kwasu 3-fenylo-4-

pentenowego

Procedura ogélna 2 %: Reakcja Grignarda z aldehydami.

Do roztworu odczynnika Grignarda w tetrahydrofuranie (13 ml, 1.05 M/THF) dodano 10
ml tetrahydrofuranu i schtodzono do temperatury 0 °C. Nastepnie do mieszaniny powoli
wkroplono utrzymujac temperature ponizej 5 °C roztwor aldehydu a lub b (10 mmol)
W tetrahydrofuranie (5 ml). Mieszanina reakcyjna byla mieszana w temperaturze 0 °C do
zaniku substratu (kontrola TLC) — 30 minut, a nastepnie dodano dodano nasyconego
roztworu chlorku amonu (20 ml) 1 zaobserwowano zmetnienie mieszaniny reakcyjnej. Do
mieszaniny dodano eteru (20 ml) i rozdzielono fazy. Faz¢ wodng ekstrahowano eterem (2
x 20 ml). Fazy organiczne potaczono, przemyto solanka, wysuszono (MgSO,) i zatezono.
Analiza NMR surowego produktu potwierdzila, Zze oczyszczanie nie jest konieczne.
Ponadto ewentualny rozdziat chromatograficzny na zelu krzemionkowym nie byt

mozliwy ze wzgledu na nietrwalo$¢ zwigzkow.

164p J. Black, M. G. Edwards, J. M. J. Williams; Eur. J. Org. Chem. 2006, 4367-4378
165 R. E. Deasy, T. S. Moody, A. R. Maguire; Tetrahedron: Asymmetry 2013, 24, 1480-1487.
166 A, J. Timothy, M. D. Curtis, P. Beak J. Am. Soc., 2001, 123, 1004 — 1005.
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1-(p—fluorofenylo)-prop—-2-en-1-ol (5a). Zwigzek 5a otrzymano =
zgodnie z Procedurg Ogolna 2 z wydajnoscia 95%. *H NMR (CDCls, OH
200 MHz) 5 2.10 - 2.20 (br s, 1H), 5.21 -5.23 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 5.22 ¢

—5.24 (dt, J = 10.3Hz, J = 1.3Hz, 1H), 5.36 — 5.41 (dt, J = 17.0Hz, J = 1.2Hz, 1H), 6.00 —
6.19 (m, 1H), 7.00 — 7.19 (m, 2H), 7.30 — 7.48 (m, 2H). *C NMR (CDCls;, 50 MHz) 5
74.8, 115.3, 115.4, 115.6, 115.9, 128.3, 128.4, 140.4, 162.3. Widma NMR zgodne z

literatura™®’.
1—(p—metoksyfenylo)—prop—2—en—1-ol (5b). Zwigzek 5b otrzymano =
zgodnie z Procedura Ogolna 2 z wydajnoscia 95%. *H NMR (CDCls, OH

200 MHz) 5 2.15 — 2.22 (br s, 1H), 3.80 (s, 3H), 5.23 — 5.25 (d, J = MeO
7.0Hz, 1H), 5.22 — 5.26 (dt, J = 10.3Hz, J = 1.3Hz, 1H), 5.34 — 5.40 (dt, J = 17.1Hz, J =
1.3Hz, 1H), 6.00 — 6.20 (m, 1H), 7.00 — 7.17 (m, 2H), 7.31 — 7.46 (m, 2H). *C NMR
(CDCls, 200 MHz) & 55.6, 75.0, 115.5, 115.6, 115.8, 115.9, 128.2, 128.5, 140.4, 162.5.

Procedura Ogélna 3*%: 1zomeryzacja.

Do roztworu ll-rzgdowego alkoholu allilowego 5 (6 mmol) w mieszaninie
tetrahydrofuran:woda (v/v=4/1, 30 ml) dodano kroplami kwas metanosulfonowy (1.36
ml, 12 mmol, 70 % wodny r-r). Mieszanina reakcyjna byla mieszana przez 4 godziny w
temperaturze pokojowej, a nastepnie dodano nasyconego roztworu wodoroweglanu sodu
(30 ml). Rozdzielono fazy. Fazg wodng ekstrahowano octanem etylu (20 ml x 3). Fazy
organiczne pofaczono, przemyto solanka, wysuszono (NapSQOs) 1 zat¢zono. Surowy
produkt rozdzielono chromatograficznie na zelu krzemionkowym (270 — 400 Mesh,
Hex:AcOEt = 8:2 (V/v)).

Alkohol p-fluorocynamonowy (6a). Zwigzek 6a otrzymano /@/\AOH
zgodnie z Procedura Ogdlng 3 z wydajnoscia 63%. 'H NMR =
(CDCl3, 200 MHz) 6 1.93 — 2.12 (br s, 1H), 4.20 — 4.35 (m, 2H), 6.19 — 6.33 (m, 1H),

6.50 — 6.62 (d, J = 16Hz, 1H), 6.90 — 7.05 (m, 2H), 7.26 — 7.40 (M, 2H). ttymierzona = 56 °C,
tt, 1% =57 °C.

87 A, J. Timothy, M. D. Curtis, P. Beak J. Am. Soc., 2001, 123, 1004 — 1005.
18 R, R. Leleti, B. Hu, M. Prashad, O. Repic; Tetrahedron Lett. 2007, 48, 8505 — 8507.
19 R, G. Salih, M. Y. Shandala; Collection of Czechoslovak Chem. Comm., 1976, 41, 262 — 270.
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Alkohol p-metoksycynamonowy (6b). Zwigzek 6b X" 0H
otrzymano zgodnie z Procedura Ogoélng 3 z wydajnoscig 87%. Me OW
'H NMR (CDCls, 200 MHz) § 1.90 — 2.12 (br s, 1H), 3.83 (s, 3H), 4.19 — 4.35 (m, 2H),

6.21 — 6.33 (m, 1H), 6.49 — 6.60 (d, J = 16Hz, 1H), 6.92 — 7.07 (m, 2H), 7.23 — 7.38 (m,
2H). ttzmierzona = 76 OC, tt||t170 = 76 OC.

Procedura ogélna 4*'*: Przegrupowanie Johnsona-Claisena i hydroliza.

Do roztworu alkoholu 6a-b (6.8 mmol) w ortooctanie trietylu (10 ml) dodano kwas
octowy (0.25 ml). Mieszaning reakcyjng pozostawiono na mieszadle magnetycznym w
temperaturze wrzenia ortooctanu trietylu az do zaniku substratu — 5 godzin. Po dwdéch
godzinach dodano 0.25 ml kwasu octowego, po dwoch godzinach kolejng, identyczna
porcje kwasu octowego. Po pigciu godzinach zaobserwowano, ze temperatura mieszaniny
reakcyjnej utrzymuje stalg warto§¢. Mieszaning ostudzono, a nastgpnie odparowano
nadmiar ortooctanu trietylu. Do pozostato$ci dodano etanol (4 ml), a nastgpnie roztwor
wodorotlenku sodu (10%, 3 ml) i mieszano w temperaturze wrzenia przez cztery godziny.
Po ostudzeniu mieszaning reakcyjng ekstrahowano octanem etylu (3 x 5ml). Fazy
rozdzielono. Faz¢ wodng doprowadzono do pH = 1 kwasem solnym (2 M) i ekstrahowano
octanem etylu (3 x 10 ml). Fazy organiczne potaczono, wysuszono (MgSQ,) 1 zatezono.

Surowy produkt krystalizowano z heksanu.

Kwas 3—(p—fluorofenylo)-4—pentenowy (rac-4a). Zwiazek rac-4a o
zostal otrzymany zgodnie z Procedurg Ogdlng 4 z wydajnosciag 56%. H

NMR (CDCl;, 200 MHz) & 2.70 — 2.74 (dd, J = 15.6Hz, J = 7.5Hz,

1H), 2.73 — 2.78 (dd, J = 15.5Hz, J = 7.5Hz, 1H), 3.66 — 3.84 (m, 1H),

5.04 — 5.13 (m, 2H), 5.84 — 6.10 (ddd, J = 16.8Hz, J = 10.5Hz, J = 6.8Hz, 1H), 6.83 —
6.89 (M, 2 H), 7.08 — 7.13 (m, 2H), 9.10 — 10.20 (br s, 1H). **C NMR (CDCl;, 50 MHz) &
40.0, 44.3, 114.9, 115.5, 128.8, 134.5, 140.6, 160.0, 177.5. tt = 59 °C, tty\* = 58 °C — 60
°C. AE obliczona dla Cy;H;1FO, — C 68.03%, H 5.71%; zmierzona: C 67.89% - 68.14%,
H 5.98%.

10 M. G. Tsatsus Bulletin de la Societe Chimique de France, 1968, 3685 — 3691.
1 G. Heuger, S. Kalsow, R. Géttlich Eur. J. Org. Chem., 2002, 11, 1848 — 1854.

72 M. Hatsuda, T. Kuroda, M. Seki Synthetic Comm., 2003, 33, 427 — 434,
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Kwas 3—(p—metoksyfenylo)-4—pentenowy (rac-4b). Zwigzek rac-4b o
zostal otrzymany zgodnie z Procedurg Ogolng 4 z wydajnoscig 73%. H

NMR (CDCls, 200 MHz) 6 2.70 — 2.74 (dd, J = 15.6Hz, J = 7.5,

1H), 2.74 — 2.78 (dd, J = 15.5Hz, J = 7.5Hz, 1H), 3.68 — 3.85 (m,

1H), 3.80 (s, 3H), 5.00 — 5.10 (m, 2H), 5.85 — 6.10 (ddd, J = 16.5Hz, J = 10.8Hz, J =
6.8Hz, 1H), 6.83 — 6.89 (m, 2 H), 7.10 — 7.16 (m, 2H), 9.10 — 10.20 (br s, 1H), *C NMR
(CDCl3, 50 MHz) 6 40.4, 44.7, 55.6, 114.3, 115.0, 128.8, 134.5, 140.6, 159.0, 178.5;
ttymierzona = 57 °C, ttiir\> = 58 °C — 59 °C. AE obliczona dla C1,H1403: C69.89%, H6.84%,
023.27%; zmierzona: C69.80% - 69.95%, H6.86 — 6.90%.

MeO

Procedura ogélna 57*: Synteza estréw etylowvch i metylowych kwaséw rac-4a i rac-
4b.

Do roztworu kwasu 4a-b (0.15 mmol) w dichlorometanie (0.1 ml) wkroplono chlorek

tionylu (0.05 ml) i mieszano przez 3 godziny w temperaturze pokojowej. Nastgpnie do
mieszaniny reakcyjnej dodano alkohol (0.3 ml) i mieszano przez3 godziny w
temperaturze pokojowej (do zaniku substratu). Rozpuszczalnik odparowano pod
zmniejszonym  cisnieniem.  Pozostalo$¢  rozdzielono  chromatograficznie  (zel

krzemionkowy 230 — 400 Mesh, eluent Hex:AcOEt = 99.5:0.5 (v/v)).

Ester etylowy kwasu 3—(p—fluorofenylo)-4—pentenowego (rac-7a). O
Zwiazek rac-7a otrzymano zgodnie z Procedurg Ogo6lng 5 z OFt
wydajnoscia 63%. 'H NMR (CDCls, 200 MHz) § 1.16 (t, J = 7.2Hz,

3H), 2.70 — 2.74 (dd, J = 15.6Hz, J = 7.5Hz, 1H), 2.73 — 2.78 (dd, J =

15.5Hz, J = 7.5Hz, 1H), 3.66 — 3.84 (m, 1H), 4.06 (q, J = 7.2Hz, 2H), 5.04 — 5.13 (m,
2H), 5.84 — 6.10 (ddd, J = 16.8Hz, J = 10.5Hz, J = 6.8Hz, 1H), 6.83 — 6.89 (m, 2 H), 7.08
—7.13 (m, 2H), 9.10 — 10.20 (br s, 1H). **C NMR (CDCls, 50 MHz) § 14.1, 40.0, 44.3,
60.3, 114.9, 115.5, 128.8, 134.5, 140.6, 160.0, 177.5. HPLC: kolumna Chiralpak AS-H,

n-heksan/i-PrOH=97:3; A = 232 nm; 0.6 ml/min tg(S) = 6.39 min., tr(R) = 6.72 min.

13 M. Gao, D. — X. Wang, Q. — Y. Zheng, M. — X. Wang J. Org. Chem., 2006, 71, 9532 — 9535.
4 D. Koszelewski Zastosowanie natywnych i immobilizowanych enzyméw w syntezie prekursoréw

peptydomimetykow, Praca doktorska, Instytut Chemii Organicznej PAN, Warszawa, 2007, 84 — 89, 150.
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Ester metylowy kwasu 3—(p—fluorofenylo)-4—pentenowego (rac- o
8a). Zwiazek rac-8a otrzymano zgodnie z Procedurg Ogdlng 5 z OMe
wydajnoscia 63%. *H NMR (CDCls, 200 MHz) § 2.70 — 2.74 (dd, J =

15.6Hz, J = 7.5Hz, 1H), 2.73 — 2.78 (dd, J = 15.5Hz, J = 7.5Hz, 1H),

3.66 — 3.84 (m, 1H), 5.04 — 5.13 (m, 2H), 5.84 — 6.10 (ddd, J = 16.8Hz, J = 10.5Hz, J =
6.8Hz, 1H), 6.83 — 6.89 (m, 2 H), 7.08 — 7.13 (m, 2H), 9.10 — 10.20 (br s, 1H). **C NMR
(CDCl3, 50 MHz) 6 14.1, 40.0, 44.3, 60.3, 114.9, 115.5, 128.8, 134.5, 140.6, 160.0, 177.5.
HPLC: kolumna Chiralpak AS-H, n-heksan/i-PrOH=97:3; A = 232 nm; 0.6 ml/min tr(S) =

6.57 min., tr(R) = 6.99 min.

Ester etylowy kwasu 3-(p—metoksyfenylo)-4—pentenowego (rac- 0
7b). Zwiazek rac-7b otrzymano zgodnie z Procedurg ogdlng 5 z OFt
wydajnoscia 85%. 'HNMR (CDCl3, 200 MHz) § 1.16 (t, J = 7.2Hz,

3H), 2.70 — 2.74 (dd, J = 15.6Hz, J = 7.5Hz, 1H), 2.74 — 2.78 (dd, J

= 15.5Hz, J = 7.5Hz, 1H), 3.68 — 3.85 (m, 1H), 3.80 (s, 3H), 4.06 (g, J = 7.2Hz, 2H), 5.00
—5.10 (m, 2H), 5.85 — 6.10 (ddd, J = 16.5Hz, J = 10.8Hz, J = 6.8Hz, 1H), 6.83 — 6.89 (m,
2 H), 7.10 — 7.16 (m, 2H), 9.10 — 10.20 (br s, 1H). *CNMR (CDCls;, 50 MHz) & 14.1,
40.4, 44.7, 55.6, 60.4, 114.3, 115.0, 128.8, 134.5, 140.6, 159.0, 178.5. HPLC: kolumna
Chiralpak AS-H, n-heksan/i-PrOH=97:3; A = 232 nm; 0.6 ml/min, tg(S) = 8.978 min.,

tr(R) = 9.227 min.

MeO

Procedura ogélna 6: Otrzymywanie racemicznych estrow kwasow karboksylowych z

wykorzystaniem ortooctanu trietylu'’.

Do roztworu kwasu 4a (1 eq, 0.1 mmol) w toluenie (2 ml) dodano ortooctan trietylowy (3
eq, 0.3 mmol) i mieszano w temperaturze wrzenia (110°C) przez 24 godziny. Mieszaning
schtodzono i dodano roztwor kwasu solnego (1.1 ml, 2 M). Fazy wodng i organiczng
rozdzielono. Fazg organiczng przemyto nasyconym roztworem wodorowgglanu sodu (15
ml) oraz solankg (15 ml), a nastgpnie wysuszono nad bezwodnym siarczanem magnezu.
Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Produkt oczyszczono za
pomoca chromatografii kolumnowej na Zelu krzemionkowym ukladem heksan : octan

etylu (99.5/0.5=V/V).

Y5 Trujillo, J. I.; Gopalan, A. S.; Tetrahedron Lett. 1993, 34, 7355-7358.
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Ester etylowy kwasu 3—(p—fluorofenylo)-4—pentenowego (7a). o
Zwiazek 7a otrzymano zgodnie z Procedurg Ogdlng 6 z wydajnoscia OFt
5%. 'H NMR (CDCls, 200 MHz) 5 1.16 (t, J = 7.2Hz, 3H), 2.70 — 2.74

(dd, J = 15.6Hz, J = 7.5Hz, 1H), 2.73 — 2.78 (dd, J = 15.5Hz, J =

7.5Hz, 1H), 3.66 — 3.84 (m, 1H), 4.06 (q, J = 7.2Hz, 2H), 5.04 — 5.13 (m, 2H), 5.84 - 6.10
(ddd, J = 16.8Hz, J = 10.5Hz, J = 6.8Hz, 1H), 6.83 — 6.89 (m, 2 H), 7.08 — 7.13 (m, 2H),
9.10 — 10.20 (br s, 1H). **C NMR (CDCls, 50 MHz) 5 14.1, 40.0, 44.3, 60.3, 114.9, 115.5,

128.8, 134.5, 140.6, 160.0, 177.5.

7.3.2. Enzymatyczna estryfikacja p-podstawionych pochodnych kwasu 3-fenylo-4-

pentenowego

Procedura ogolna 7: Enzymatyczna estryfikacja kwasow rac-4a i rac-4b ortoestrami
trietylu.
Ortoestry:

OE OEt

k Et _JOEt

OEt Ph OEt

A B
Do roztworu kwasu 4 (0.1 mmol, 1eq) w toluenie (0.60 ml) wkroplono ortoester trietylu
A lub B (0.3 mmol, 3 eq) i dodano 10 mg enzymu. Mieszaning ogrzewano w
temperaturze 40 °C przez 24 godziny. Po schtodzeniu dodano kwas solny (0.5 ml, 2 M).
Warstwe organiczng przemyto nasyconym wodoroweglanem sodu (0.5 ml), solanka (0.5
ml), wysuszono (MgSOQy,) i zat¢zono pod zmniejszonym cisnieniem. Produkt oczyszczono
za pomocg chromatografii kolumnowej na Zelu krzemionkowym uktadem heksan/octan
etylu (230 — 400 Mesh, Hex:AcOEt; 99.5/0.5=v/v).
Widma NMR enancjomerycznie wzbogaconego estru (S)-7a i (S)-7b byty zgodne z tymi,

ktore otrzymano dla racematow rac-7a i rac-7b.

Wyniki pomiarow skr¢calno$ci wlasciwej produktow (S)-7a i (S)-7b:

(S)-(-)-7a: [a]3® = -21.8 (¢ 1.00, CHCIz, 97% ee). W celu okreélenia konfiguracji
absolutnej ester (S)-(-)-7a zostat zhydrolizowany do kwasu (S)-(-)-4a: [a]3? = -26.2 (c
1.0, CHCIs). Lit. (R)-(+)-4a enancjomer: [«]2® = +21.0 (c 2.00, CHCls, >90.5% ee)*".
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(S)-(-)-7b: [a]3°=-5.7 (¢ 1.00, CHCl3, 48% ee). W celu okre$lenia konfiguracji absolutnej
ester (S)-(-)-7b zostat zhydrolizowany do kwasu (S)-(-)-4b: [a]3? = -8.2 (¢ 1.0, CHCI5).
Lit (R)-(+)-4b enancjomer: [a]Z® = +20.0 (c 2.0, CHCl3, >99% ee)'"®,

Procedura ogolna 8: Enzymatyczna estryfikacja kwasu rac-4a z wykorzystaniem

roznych donorow grupy metoksylowej.

Donory:
OMe OMe OMe Meo><OMe )O<|\/IC()9NIe
)\OMe OMe Ph)\OMe MeO™ “OMe  Ph” “OMe
A B C D E

Do roztworu kwasu rac-4a (1 eq, 0.1 mmol) w toluenie (0.60 ml) wkroplono odpowiedni
donor grupy metoksylowej A-E (3 eq, 0.3 mmol) i dodano 10 mg enzymu. Mieszaning
reakcyjna ogrzewano w temperaturze 40 °C przez 24 godziny. Po schtodzeniu dodano
kwas solny (0.5 ml, 2 M). Warstwe organiczng przemyto nasyconym wodoroweglanem
sodu (0.5 ml), solanka (0.5 ml), wysuszono (MgSQO4) i zatezono pod zmniejszonym
cis$nieniem. Produkt oczyszczono za pomocg chromatografii kolumnowej na zelu
krzemionkowym uktadem heksan/octan etylu (230 — 400 Mesh, Hex:AcOEt;
99.5/0.5=v/v).

Widma NMR enancjomerycznie wzbogaconego estru (S)-8a byty zgodne z tymi, ktore

otrzymano dla racematu rac-8a.

7.4. Enzymatyczny rozdzial kinetyczny kwasow 3-hydroky-3-arylopropanowych

7.4.1. Synteza racemicznych kwaséw 3-hydroksy-3-arylopropanowych

Procedura ogélna 9. Reakcja aldolowa z monoestrem etylowym kwasu malonoweqgo.

Do roztworu estru monoetylowego kwasu malonowego (90 mg, 0.66 mmol) w
acetonitrylu (0.4 mL) dodano aldehyd (100mg, 0.66mmol) i mieszano w temperaturze
80°C przez 15 godzin (w atmosferze azotu). Mieszaning reakcyjng ostudzono i zatezono
pod zmniejszonym  cisnieniem.  Pozostalos¢ rozpuszczono W  mieszaninie
rozpuszczalnikow (10 ml, Et,O/DCM, 1/1=V/V), przemyto nasyconym roztworem
wodoroweglanu sodu (10 ml), kwasem solnym (1N, 10 ml), a nastgpnie wysuszono

(MgSO,). Siarczan magnezu odsaczono, a faz¢ organiczng odparowano pod
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zmniejszonym ci$nieniem. Pozostatlo§¢ o0czyszczono chromatograficznie na Zelu
krzemionkowym (AcOEt/Hex; 4/6=v/v).

Ester etylowy kwasu rac-3-hydroksy-3-(4-nitrofenylo)- OH O
propanowego (rac-10a). Produkt (rac)-10a otrzymano zgodnie OEt
z Procedura Ogolna 9 z wydajnoscia 76%. *H NMR (400 MHz, O,N

CDCl3) 0 1.26- 1.30 (t, 3H, J=7.8 Hz ), 2.68- 2.78 (m, 2H), 4.18- 4.23 (9, 2H, J = 7.8 Hz
), 5.23- 5.26 (m, 1H), 7.55- 7.59 (m, 2H), 8.20- 8.24 (m, 2H); *C NMR (100 MHz,
CDCly) ¢ 14.07, 42.85, 61.22, 69.31, 123.74, 126.47, 147.36, 149.63, 171.00. Widma
NMR zgodne z literaturg'”®. HPLC: kolumna Chiralcel IA; A = 232 nm, 1.0 mL/min,
heksan/i-PrOH=9/1 (v/v), tr(S) = 14.65, tr(R) =16.00.

Procedura ogolna 10. Hydroliza estru.

Ester etylowy kwasu rac-9a (0.4 g, 1.78 mmol) rozpuszczono w etanolu (1 ml), dodano
wodny roztwor wodorotlenku sodu (1 N, 10 ml) i mieszano energicznie w ciggu 3 godzin
w temperaturze pokojowej. Etanol usuni¢to pod zmniejszonym ci$nieniem. Faz¢ wodnag
przemyto octanem etylu (3x30 ml), nastepnie wkroplono stezony kwas solny az do
uzyskania pH 2 i ekstrahowano octanem etylu (3x30 ml). Potaczone warstwy organiczne
wysuszono nad bezwodnym siarczanem magnezu i odparowano pod zmniejszonym
ciSnieniem. Surowy produkt oczyszczono przez krystalizacj¢ z mieszaniny

rozpuszczalnikow (Et,O/Hex, 1/1=v/v).

Kwas rac-3-hydroksy-3-(4-nitrofenylo)propanowy (rac-9a). oH O

Zwiazek rac-9a otrzymano zgodnie z Procedura Ogdlng 10 z /@)\/U\OH
wydajnoscig 92% (292 mg) w postaci biatych krysztatow. H O,N
NMR (200 MHz, CDCl3) ¢ 2.72-2.75 (m, 2H), 5.20-5.24 (m, 1H), 7.57 (d, J = 8.0 Hz,

1H), 8.21 (d, J = 8.0 Hz, 1H); *C NMR (50 MHz, CDCls) 6 43.8, 70.3, 124.3, 127.7,

128.7, 144.3, 172.6. Widma NMR zgodne z literaturg™’®. tt: 121-123 °C, tt,;; 119-122
°C180.

783alvi, N. A; Chattopadhyay, S. Bioorg. Med. Chem. 2006, 14, 4918-4922.
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Procedura Ogélna 11. Reakcja aldolowa z monoestrem etylowym kwasu

malonoweqo.

Trietyloaming (0.56 mL, 4.0 mmol, 1 eq) dodano do mieszaniny benzaldehydu (0.42 ml,
4.0 mmol, 1 eq), monoestru etylowego kwasu malonowego (582 mg, 4.4 mmol, 1.1 eq) w
DMF (10 ml). Cato$¢ mieszano przez 20 godzin w temperaturze 80°C. Zwiazki lotne
usuni¢to pod zmniejszonym cisnieniem. Pozostalo$¢ rozcienczono mieszaning
rozpuszczalnikow (40 ml, Et,O/DCM, v:v=1:1), przemyto wodnym nasyconym
roztworem wodoroweglanu sodu, a nastgpnie kwasem solnym (15 ml, 1 N). Potaczone
warstwy organiczne wysuszono nad bezwodnym siarczanem magnezu (MgSQy) i
odparowano w prozni, a pozostato$¢ oczyszczono metodg chromatografii kolumnowej

(eluent: octan etylu/heksan).

Ester etylowy kwasu rac-3-(4-cyjanofenylo)-3- OH O
hydroksypropanowego  (rac-10b).  Zwigzek  (rac)-10b Moa
otrzymano zgodnie z Procedura Ogolng 11 z wydajnoscia 75% o

(658 mg) jako bezbarwny olej. *H NMR (200 MHz, CDCls) 6 1.25 (t, J = 8.0 Hz, 3H),
2.66-2.72 (m, 2H), 3.62 (brs, 1H), 4.17 (q, J = 8.0 Hz, 2H), 5.15-5.20 (m, 1H), 7.46-7.51
(m, 2H), 7.61-7.66 (m, 2H); *C NMR (50 MHz, CDCl;) 6 14.4, 43.2, 61.5, 69.8, 111.7,

126.6, 132.6, 148.0, 172.3. Widma NMR zgodne z literaturowymi'’’. HPLC: kolumna
Chiralcel OB; heksan/i-PrOH=9:1, tr(1)=14.89 min., tz(2) =16.66 min.

Kwas rac-3-(4-cyjanofenylo)-3-hydroksypropanowy (rac-9b). OH O
Zwiazek (rac)-9b otrzymano zgodnie z Procedurg Ogodlng 10 z /@)\/U\OH
wydajno$cia 93% (278 mg) w postaci biatych krysztatéow. 'H NG

NMR (200 MHz, CDCl3) ¢ 2.78 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 5.18-5.22 (m, 1H, CH),7.50 (d, J =

8.0 Hz,), 7.70 (d, J = 8.0 Hz, 2H); **C NMR (50 MHz, CDCls) 6 42.2, 68.8, 117.7, 124.4,
128.6, 130.2, 148.7, 172.0. Widma NMR zgodne z danymi literaturowymi’,

Y7 M. A. Fernandez-Ibanez; B. Macia,; A. J. Minnaard, B. L. Feringa, Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47,
1317-1319.
8 D, Zhu; H. Ankati, C. Mukherjee; V. Yang; E. R Biehl, L. Hua, Org. Lett.2007, 9, 2560-2563.
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Ester etylowy kwasu rac-3-hydroksy-3-(2,4-dinitrofenylo)- OH O
propanowego (rac-10c). Zwigzek (rac)-10c otrzymano zgodnie /@\)\/H\OB
z Procedurg Ogolng 11 z wydajnoscia 69% (784 mg) w postaci O2N NO,
bezbarwnego oleju. 'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 1.28 (t, 3H, J = 8.0 Hz), 2.62 (dd, J =
20.0, 12.0 Hz, 1H), 2.95 (dd, J = 20.0, 4.0 Hz, 1H),4.00 (br s, 1H), 4.22 (q, 2H, J = 8.0
Hz), 5.75 (dd, J = 12.0, 4.0 Hz, 1H), 8.17-8.19 (m, 1H), 8.47-8.50 (m, 1H), 8.82 (s, 1H);
13C NMR (100 MHz, CDCls) 6 14.3, 42.3, 61.8, 66.2, 120.3, 128.0, 130.5, 145.1, 147.4,
172.1. AE obliczona dla C1;H12N207: C 46.48, H 4.26, N 9.86; zmierzona: C 46.52, H
4.19, N 9.75. HRMS (ESI): obliczona dla C1;H1:N,0;Na [M+Na]": 307.0542, zmierzona:
307.0550. HPLC: kolumna Chiralcel Al, heksan/i-PrOH=9/1, czasy retencji: tr(1)=24.49
min., tr(2)=29.07 min.

Kwas rac-3-hydroksy-3-(2,4-dinitrofenylo)-propanowy (9c). OH O

Zwigzek (rac)-9c otrzymano zgodnie z Procedurg Ogodlng 10 z MOH
wydajnoscia 98% (468 mg) w postaci potstalej. *H NMR (400 O,N NO,

MHz, CDCI3/DMSOpg) 6 2.32 (dd, J = 20.0, 12.0 Hz, 1H), 2.48 (dd, J = 20.0, 4.0 Hz,
1H),5.34 (br s, 1H), 5.41 (dd, J = 4.0 Hz, 1H), 7.90-7.92 (m, 1H), 8.15-8.18 (m, 1H), 8.40
(s, 1H); *C NMR (100 MHz, CDCIs/DMSOps) 6 42.7, 65.1, 145.2, 146.6, 147.2, 171.9.

HRMS (ESI): obliczona dla CgH7N,07[M-H]": 255.0261, zmierzona: 255.0253.

Ester etylowy kwasu rac-3-hydroxy-3-(2-nitro-4-fluorofenylo)- OH O
propanowego (10d). Zwigzek (rac)-10d otrzymano zgodnie z OEt
Procedura ogoélna 11 z wydajnoscia 78% (803 mg) w postaci F NO,

bezbarwnego oleju. *H NMR (200 MHz, CDCls) § 1.27 (t, 3H, J= 7.2 Hz), 2.60 (dd, J =
16.8, 9.2 Hz, 1H), 2.93 (dd, J = 16.8, 2.8 Hz, 1H), 3.90 (br s, 1H), 4.20 (g, 2H, J = 7.2
Hz), 5.63 (dd, J = 3.4, 2.4 Hz, 1H), 7.34-7.43 (m, 1H), 7.66-7.72 (m, 1H), 7.87-7.94 (m,
1H); *C NMR (50 MHz, CDCls) 6 14.4, 42.6, 61.5, 65.9, 111.9, 112.5, 121.2, 121.6,
130.4, 130.5, 172.6. AE obliczona dla C11H12NOsF: C 51.37, H 4.70, N 5.45; zmierzona:
C 51.15, H 4.82, N 5.37. HRMS (ESI): obliczona dla C;;H;NOsNaF [M+Na]":
280.0597; zmierzona: 280.0599. HPLC: kolumna Chiralcel OD-H; heksan/i-PrOH=9/1,
czasy retencji: tr(1)= 10.91 min., tr(2)= 13.73 min..
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Kwas rac-3-hydroksy-3-(2-nitro-4-fluorofenylo)-propanowy OH O
(9d). Zwigzek (rac)-9d otrzymano zgodnie z Procedurg ogoélng 10 z OH
wydajnoscia 94% (306 mg) w postaci potstatej. *H NMR (200 MHz, F NO,
CDCl3) ¢ 2.61 (dd, J = 16.8, 9.2 Hz, 1H), 2.93 (dd, J = 16.8, 2.8 Hz, 1H), 5.70-5.76 (m,
1H), 7.38-7.42 (m, 1H), 7.62-7.71 (m, 1H), 7.82-7.92 (m, 1H); *C NMR (50 MHz,
CDCl3) 0 42.9, 69.9, 115.5, 127.6, 140.0, 163.5, 172.2. AE obliczona dla CgHgFNOs: C
47.17, H 3.52, N 6.11; zmierzona: C 46.82, H 3.78, N 5.96. HRMS (ESI) obliczona dla
CyH;FNOs [M-H]: 228.03, zmierzona: 228.0.

Ester etylowy kwasu rac-3-hydroksy-3-(2-nitro-4- OH O
trifluorometylofenylo)-propanowego (10e). Zwiazek (rac)-10e Moa
otrzymano zgodnie z Procedura Ogodlna 11 z wydajnoscig 72% FsC NO,

(885 mg) w postaci bezbarwnego oleju. *H NMR (200 MHz, CDCls) 6 1.28 (t, 3H, J = 8.0
Hz), 2.62 (dd, J = 18.0, 10.0 Hz, 1H), 2.95 (dd, J = 18.0, 4.0 Hz, 1H), 3.97 (br s, 1H),
4.21 (q, 2H, J = 8.0 Hz), 5.70-5.75 (m, 1H), 7.89-7.90 (m, 1H), 8.08-8.13 (m, 1H), 8.25
(s, 1H); *C NMR (50 MHz, CDCls) 6 14.4, 42.4, 61.7, 66.1, 122.2, 129.8, 130.5, 172.4.
AE obliczona dla C1oH12FsNOs: C 46.91, H 3.94, N 4.56; zmierzona: C 47.02, H 3.90, N
4.33; HRMS (ESI): obliczona dla Ci;Hi, FsNOsNa [M+Na]™: 330.0565; zmierzona:
330.0559. HPLC: kolumna Chiralcel OB; heksan/i-PrOH=9/1; czasy retencji: tr(1) = 8.41
min., tg (2)=10.64 min..

Kwas rac-3-hydroksy-3-(2-nitro-4-trifluorometylofenylo)- oH o

propanowy (9). Zwiazek (rac)-9e otrzymano zgodnie z /@\)\/\LOH
Procedura ogodlnag 10 z wydajnoscia 89% (275 mg) w postaci F.C NO,
potstatej. *H NMR (200 MHz, CDCls) 6 2.71 (dd, J = 18.0, 10.0

Hz, 1H), 2.99 (dd, J = 18.0, 4.0 Hz, 1H), 4.82 (br s, 1H), 5.75 (dd, J = 10.0, 4.0 Hz, 1H),
7.90-7.95 (m, 1H), 8.09-8.14 (m, 1H), 8.25 (s, 1H); **C NMR (50 MHz, CDCls) § 42.5,

69.8, 124.7, 128.8, 132.4, 172.8. HRMS (ESI): obliczona dla CioH;F3sNOs [M-Na]":
278.0275, zmierzona: 278.0276.
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Procedura ogo6lna 12. Redukcja ketonu.

Borowodorek sodu (NaBH,) (208 mg, 5.05 mmol) dodano do estru etylowego kwasu 3-
(4-metoksyfenylo)-3-oksopropanowego (1.11 g, 5.05 mmol) w etanolu (30 ml) w
temperaturze 0° C. Po uptywie 3 godzin do mieszaniny reakcyjnej dodano nasycony
roztwor chlorku amonu (30 ml) i oddzielong faze wodng ekstrahowano octanem etylu (3
x 30 ml). Potagczone warstwy organiczne wysuszono nad bezwodnym siarczanem
magnezu i odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Surowy produkt oczyszczono

metoda chromatografii kolumnowej (octan etylu / heksan).

Ester etylowy kwasu rac-3-(4-metoksyfenylo)-3- OH O
hydroksypropanowego (rac-10f). Ester (rac)-10f otrzymano OEt
zgodnie Procedurg ogdlng 12 z 77% wydajnoscia (0.85 g) w MeO

postaci bezbarwnego oleju. *H NMR (400 MHz, CDCls) 6 1.24 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 2.64
(dd, J=16.4, 4.0 Hz, 1H),2.78 (dd, J = 16.4, 9.2 Hz, 1H),3.40 (br s, 1H),3.78 (s, 3H),4.20
(9, = 7.2 Hz, 2H),5.05 (dd, J = 9.2, 4.0 Hz, 1H),6.86 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.27 (d, J = 8.3
Hz, 2H); **C NMR (100 MHz, CDCls) 6 14.1, 43.3, 55.2, 60.7, 69.7, 113.9, 126.8, 134.8,
159.0, 172.3.Widma *H i **C NMR sa zgodne z danymi w dostepnej literaturze."”® HPLC:
kolumna Chiralcel OB; heksan/i-PrOH=9/1, czasy retencji: tr(S)=14.86 min.,
tr(R)=25.78min..

Kwas rac-3-hydroksy-3-(4-metoksyfenylo)-propanowy (rac- OH O
of). Zwiazek (rac)-9f otrzymano zgodnie z Procedurg ogdlng 10 M OH
z wydajnoscia 98% (0.34 g) w postaci biatych krysztatow. 'H MeO

NMR (200 MHz, CDCl3) ¢ 2.70-2.85 (m, 2H), 3.84 (s, 3H), 5.15 (dd, J = 4.4, 8.5 Hz,
1H), 6.92 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.34 (d, J = 8.8 Hz, 2H); *C NMR (50 MHz, CDCls) ¢
43.3, 55.6, 114.3, 127.3, 134.6, 177,2. Widma NMR zgodne z literaturowymi*’. t.t.= 81-
83°C; tt=78-82°C*%,

¥ p_G. Cozzi, F. Benfatti, M. G. Capdevila, A. Mignogna; Chem. Commun. 2008, 3317- 3318.

180 C. W. Downey, M. W. Johnson, D. H. Lawrence; A. S. Fleisher, K. J. Tracy, J. Org. Chem. 2010, 75,
5351-5354.
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Ester etylowy kwasu rac-3-hydroksy-3-(2-bromofenylo)- OH O
propanowego (rac-10g). Ester rac-10g otrzymano zgodnie OEt
Procedura ogo6lng 12 z 72% wydajnoscia (786mg) w postaci Br
bezbarwnego oleju. 'H NMR (200 MHz, CDCl3) 6 1.27 (t, 3H, J = 7.2 Hz), 2.54 (dd, J =
16.8, 9.8 Hz, 1H), 2.84 (dd, J = 16.8, 2.8 Hz, 1H), 3.65 (br s, 1H), 4.18 (q, 2H, J = 7.2
Hz), 5.75 (dd, J = 9.8, 2.8 Hz, 1H), 7.11-7.14 (m, 1H), 7.29-7.36 (m, 1H), 7.48-7.63 (m,
2H); *C NMR (50 MHz, CDCls) ¢ 14.4, 415, 61.2, 69.4, 121.6, 127.5, 128.2, 129.6,
132.4, 141.7, 172.7. Widma NMR zgodne z literaturowymi*®2. MS (ESI): obliczona dla
C11H13BrOsNa [M+Na]™: 294.9; zmierzona: 295.0. HPLC: kolumna Chiralcel OD-H;
heksan/i-PrOH=9/1; czasy retencji: tr(1)= 7.77 min., tg(2)=14.56 min..

Kwas rac-3-hydroksy-3-(2-bromofenylo)-propanowy (99). OH O
Zwiazek (rac)-9g otrzymano zgodnie z Procedurg ogdlng 10 z OH
wydajnoscia 93% (278 mg) w postaci biatych krysztatow. *H NMR Br

(200 MHz, CDCls) ¢ 2.62 (dd, J = 16.8, 10.0 Hz, 1H), 2.93 (dd, J = 16.8, 2.6 Hz, 1H),
5.75 (dd, J = 9.8, 2.6 Hz, 1H), 6.15 (br s, 1H), 7.11-7.18 (m, 1H), 7.30-7.40 (m, 1H),
7.50-7.64 (m, 2H);"*C NMR (50 MHz, CDCl;) 6 41.7, 69.4, 121.7, 127.5, 128.2, 129.6,
133.0, 141.3, 177.5. tt=90-91°C; tt,;;=89°C*®*. MS (ESI): obliczono dla CgHgBrOz [M-
H]: 242.9; zmierzono: 242.9.

Ester etylowy kwasu rac-3-hydroksy-3-(2-fluorofenylo)- OH O
propanowego (10h). Ester (rac)-10h otrzymano zgodnie z OEt
Procedura Og6lng 11 z wydajnoscia 69% (586 mg) w postaci F

bezbarwnego oleju. *H NMR (200 MHz, CDCls) d 1.27 (t, 3H, J = 7.0 Hz), 2.70-2.82
(m,2H), 3.62 (br s, 1H), 4.18 (q, 2H, J = 7.0 Hz), 5.38-5.48 (m, 1H), 6.98-7.38 (m, 3H),
7.52-7.60 (m, 1H); *C NMR (50 MHz, CDCls) § 14.3, 42.1, 61.2, 64.8, 115.3, 115.7,
124.6, 124.7, 127.4, 127.5, 129.3, 129.5, 129.9, 172.7. Widma NMR zgodne z danymi
literaturowymi'®. MS (ESI): obliczono dla CiH1sFOsNa [M+Na]*: 235.1; zmierzono
235.1. HPLC: kolumna Chiralcel OD-H; heksan/i-PrOH=9/1; czasy retencji: tr (S) = 6.60
min., tg (R) =9.01 min..

81Collet, A. Bull. Soc. Chim. Fr. 1972, 3857.
B2Ayil, A. I.; Condom, R.; Wade, T. N.; Guedj, R. J. Fluorine Chem. 1979, 14, 437-454.
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Kwas rac-3-hydroksy-3-(2-fluorofenylo)-propanowy (rac-9h). OH O
Zwigzek (rac)-9h otrzymano zgodnie z Procedura ogolng 10 z OH
wydajnoscia 96% (344 mg) w postaci biatych krysztatow. *H NMR F

(200 MHz, CDCls) 6 2.75-2.82 (m, 2H), 5.38-5.45 (m, 1H), 6.99-7.49 (m, 4H); **C NMR
(50 MHz, CDClIs) ¢ 42.0, 64.8, 115.4, 115.8, 124.6, 127.4, 129.2, 129.4, 129.5, 129.7,
157.2, 162.1, 177.3. tt=70-71°C; tt,i= 68-69°C*#%. MS (ESI): obliczona dla CgHgFO3 [M-
H]": 183.04, zmierzona: 183.0.

Procedura ogolna 13. Redukcja ketonu.

Ester etylowy kwasu 3-okso-3-fenylopropanowego (2.4 g, 12.5 mmol) rozpuszczono w
etanolu (30 ml), a nastgpnie porcjami dodano borowodorek sodu (425 mg, 12.5mmol) w
temperaturze 0° C. Po zakonczeniu reakcji (kontrola postepu reakcji- TLC, ok. 3 godzin),
warto$¢ pH doprowadzono do 6.0 za pomocag roztworu kwasu solnego (5%). Etanol
odparowano pod préznig i mieszaning ekstrahowano (DCM, 3x50 ml). Polaczone
warstwy organiczne wysuszono nad bezwodnym siarczanem magnezu (MgSO.) i
odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Surowy produkt oczyszczono metoda

chromatografii kolumnowej (octan etylu/heksan).

Ester etylowy kwasu rac-3-hydroksy-3-fenylopropanowego OH O
(rac-10i). Ester rac-10i otrzymano zgodnie z Procedura ogolng 13 OEt
z wydajnoscia 85% (2,06 g) w postaci bezbarwnego oleju. *H

NMR (200 MHz, CDCl3) 6 1.26 (t, 3H, J = 7.2 Hz), 2.71 (dd, J = 16.4, 4.4 Hz, 1H), 2.74
(dd, J = 16.3, 8.3 Hz, 1H),3.36 (br s, 1H), 4.17 (q, 2H, J = 7.2 Hz), 5.13 (dd, J = 8.3, 4.4
Hz,1H), 7.30-7.41 (m, 5H); *C NMR (50 MHz, CDCls) & 14.4, 43.6, 61.1, 70.6, 125.9,
128.1, 128.8, 142.8, 172.7. Widma NMR zgodne z danymi w dostepne;j literaturze'”.
HPLC: kolumna Chiralcel OD-H; heksan/i-PrOH=9/1, czasy retencji dla racematu: tg (S)

=8.67 min., tg (R) =11.27 min..

183M. Leclercq, A. Collet, J. Jacques, Tetrahedron 1976, 32, 821-828.
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Kwas rac-3-hydroksy-3-fenylopropanowy (9i). Kwas (rac)-9i zostat OH O
otrzymany zgodnie z Procedurg Ogélng 11 z 99% wydajnoscia (290 OH
mg) w postaci biatych krysztatow. t.t.=90-92°C; t.t.._it_:89-90°C180. H

NMR (200 MHz,CDCls3) ¢ 2.70 (dd, J = 5.2, 15.3 Hz, 1H), 2.74 (dd, J = 8.2, 15.3 Hz,
1H), 5.17 (dd, J = 5.2, 8.2 Hz, 1H), 7.28-7.41 (m, 5H); *C NMR (50 MHz, CDCl3) ¢
43.7,70.1, 125.8, 127.1, 128.1, 143.8, 172.4. Widma NMR zgodne z danymi w dostepne;j

literaturze'®.

7.4.2. Enzymatyczna estryfikacja (EKR) kwaséw 3-hydroksy-3-arylopropanowych.

Procedura ogélna 14. Enzymatyczna estryfikacja kwasow rac-3-hydroksy-3-

arylopropanowych (9a-i).

Do roztworu kwasu rac-9a-i (0.1 mmol) w rozpuszczalniku organicznym (2 ml, fiolka 5
ml) dodano ortobenzoesan trietylowy (2 equiv.) oraz enzym (forma natywna-5 mg;
immoblizowana 10 mg). Reakcje mieszano przez 72 godziny w temperaturze 40°C na
wytrzasarce (rpm). Mieszaning ochtodzono, a nastgpnie odfiltrowano enzym. Frakcje
lotne odparowano pod zmniejszonym cisnieniem, a pozostatlo$¢ oczyszczono metoda

chromatografii kolumnowej, eluent: EtOAc/heksan.

Widma 'H NMR i *C NMR chiralnych estrow 10a-i byly zgodne z tymi, ktore

otrzymano dla racematoéw rac-10a-i.

Wyniki pomiarow skrecalnosci wlasciwej produktu (S)-10a reakcji EKR katalizowanej
przez Amano AK w TBME:

(S)-(-)-10a: [a]3’=-59.5 (c 1.5, CHCl3, 99% ee).
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Wyniki pomiaréw skrecalnosci  wiasciwej produktow (R)-10a-i reakcji EKR

katalizowanej przez Novozym 435 w toluenie:

(R)-(+)-10a: [a]3°= +57.5 (c 1.0, CHCls, 95% ee); lit. [a]%? dla (R)-enancjomeru: +23.1
(c 1.0, CHCI3)*®,

(+)-10b: [a]2= +23.0 (¢ 1.00, CHCl3, 58% ee),
(+)-10c: [a]3%= +25.2 (c 1.00, CHCls3, 83% ee),
(+)-10d: [a]3°= +16.3 (c 1.00, CHClI3, 52% ee),
(+)-10e: [a]3°= +12.8 (c 1.00, CHCl3, 62% ee),

(R)-(+)-10f: [a]3%= +21.5 (c 1.00, CHCl3, 60% ee); lit. [a]3? dla (R)-enancjomeru: +28.8
(c 1.0, CHCI5)'®,

(R)-(+)-10h: [a]2= +34.6 (c 1.00,CHCI3, 68% ee), lit. [a]3° dla (S)-enancjomeru: —49.7
(c 2.71, CHCIl3)™,

(R)-(+)-10i: [a]2= +40.2 (c 1.00, CHCl3, 63% ee), lit. [a]%? dla (R)-enancjomeru: +48.9
(c 0.89, CHCI3)™",

7.4.3. Dynamiczny rozdzial Kkinetyczny kwasu 3-hydroksy-3-(4-nitrofenylo)-

propanowego

Procedura Ogolna 15. Racemizacja estru etylowego kwasu (S)-3-hydroksy-3-(4-

nitrofenylo)-propanoweqgo ((S)-10a).

Do roztworu estru (S)-10a (0.1 mmol) w TBME (2 ml) dodano (Tabela ): ortobenzoesan
trietylowy (2 mmol), Amano AK (10 mg) oraz octan rodu (II) (K1) (10 mol%). Reakcje
mieszano przez 24 godziny w temperaturze 40°C na wytrzgsarce wyposazonej w
inkubator z regulacja temperatury. Mieszaning ochtodzono, a nastgpnie przefiltrowano.
Frakcje lotne odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem, a pozostalos¢ oczyszczono
chromatograficznie, eluent: EtOAc/heksan. Kontrola e.e.: HPLC; kolumna Chiralpak IA;
heksan/i-PrOH=9/1, czasy retencji: tr (S) = 14.65 min., tz (R) =16.00 min. *H NMR (400

184 C. Xu, C. Yuan; Tetrahedron, 2005, 61, 2169 — 2186.

185 3. Brem, M. Naghi, M.-1. Tosa, Z. Boros, L. Poppe, F.-D. Irimie, C. Paizs; Tetrahedron: Asymmetry,
2011, 22, 1672 — 1679.

18N, A. Salvi, S. Chattopadhyay; Bioorg. Med. Chem., 2006, 14, 4918 — 4922.

87T Kitanosono, P. Xu, S. Kobayashi, Chem. — Asian J., 2014, 9, 179 — 188.
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MHz, CDCl3) 6 1.26- 1.30 (t, 3H, J = 8.0 Hz), 2.68- 2.78 (m, 2H), 4.18- 4.23 (q, 2H, J=
8.0 Hz), 5.23- 5.26 (m, 1H), 7.55- 7.59 (m, 2H), 8.20- 8.24 (m, 2H); *C NMR (100 MHz,
CDCly) & 14.07, 42.85, 61.22, 69.31, 123.74, 126.47, 147.36, 149.63, 171.00.

Procedura Qgélna 16. Dynamiczny rozdzial kinetyczny kwasu rac-3-hydroksy-3-(4-

nitrofenylo)-propanoweqo (rac-9a).

Do roztworu kwasu rac-9a (0.1 mmol) w rozpuszczalniku organicznym (2 mL), dodano
ortobenzoesan trietylu (2 eq), enzym (natywny 5mg, immobilizowany 10mg) i kompleks
metalu (10 mol%). Reakcje mieszano przez 72 godziny w temperaturze 40 °C
(wytrzasarka Heidolph Promax 1020 z inkubatorem Heidolph Inkubator 1000). Po
zakonczeniu reakcji enzym 1 katalizator odsaczono przemywajac octanem etylu. Fazy
organiczne potaczono i odparowano rozpuszczalnik. Pozostato$¢ o0czyszczono na
kolumnie chromatograficznej (eluent: octan etylu/heksan). Otrzymano produkt (S)-10a

lub (R)-10a w postaci zottego oleju.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 1.26- 1.30 (t, 3H, J = 8.0 Hz), 2.68- 2.78 (m, 2H), 4.18-
4.23 (g, 2H, J= 8.0 Hz), 5.23- 5.26 (m, 1H), 7.55- 7.59 (m, 2H), 8.20- 8.24 (m, 2H); *C
NMR (100 MHz, CDCly) § 14.07, 42.85, 61.22, 69.31, 123.74, 126.47, 147.36, 149.63,
171.00.

Procedura Ogélna 17. Dynamiczny rozdzial kinetyczny kwasu rac-3-hydroksy-3-(4-

nitrofenylo)-propanoweqgo (rac-9a) w skali preparatywnej.

Do roztworu kwasu rac-9a (212 mg, 1 mmol) w TBME (20 mL), dodano ortobenzoesan
trietylu (2 mmol), Amano AK (50 mg) i octan rodu (II) (K1) (10 mol%). Reakcje
mieszano przez 72 godziny w temperaturze 40 °C (wytrzasarka Heidolph Promax 1020 z
inkubatorem Heidolph Inkubator 1000). Po zakonczeniu reakcji enzym i Katalizator
odsaczono przemywajgc octanem etylu. Fazy organiczne potgczono i odparowano
rozpuszczalnik. Pozostato§¢ oczyszczono na kolumnie chromatograficznej (eluent: octan
etylu/heksan). Produkt (S)-10a otrzymano z wydajnoscig 94% (225 mg, e.e. 99%) w

postaci zottego oleju.

Widma NMR zgodne z racematem rac-10a.
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Procedura Ogélna 18. Dynamiczny rozdzial kinetyczny kwasu rac-3-hydroksy-3-

(2.4-nitrofenylo)-propanowego (rac-9¢) i kwasu rac-3-hydroksy-3-
fenylopropanowego (rac-9i) w skali preparatywnej.

Do roztworu kwasu rac-9¢ lub rac-9i (200 mg, 0.8 mmol) w toluenie (20 mL), dodano
ortobenzoesan trietylu (2 mmol), Novozym 435 (90 mg) i K1 (10 mol%). Reakcje

mieszano przez 48 godzin w temperaturze 40 °C (wytrzasarka Heidolph Promax 1020 z
inkubatorem Heidolph Inkubator 1000). Po zakofczeniu reakcji enzym i katalizator
odsagczono przemywajac octanem etylu. Fazy organiczne polaczono i odparowano
rozpuszczalnik. Pozostalo$¢ oczyszczono na kolumnie chromatograficznej (eluent: octan
etylu/heksan). Produkt (R)-10c otrzymano z wydajnoscia 98% (228 mg, ee. 83%) w
postaci z6ttego oleju. Produkt (R)-10i otrzymano z wydajnoscia 95% (246 mg, e.e. 63%)

w postaci bezbarwnego oleju.

Widma NMR zgodne z racematami rac-10c i rac-10i.
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