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Streszczenie

Celem niniejszej pracy bylo opracowanie nowej, chemoenzymatycznej metody
syntezy enancjomerycznie czystych kwasow 3-arylo-4-pentenowych. Zwiazki tej klasy
stanowig cenne bloki budulcowe w syntezie substancji o udokumentowanej aktywnosci
biologicznej, ktorych dziatanie jest $cisle zwigzane z konfiguracja absolutng centrow
stereogenicznych, znajdujacych sie w ich strukturze. Niezwykle wazne jest zatem
poszukiwanie metod syntezy enancjomerycznie czystych kwasow
3-arylo-4-pentenowych i ich pochodnych.

W pracy przedstawiono wyniki badan nad opracowaniem enzymatycznego
rozdziatu kinetycznego i dynamicznego rozdzialu kinetycznego wybranych kwasow
3-arylo-4-pentenowych. W tym celu przeprowadzono badania nad optymalizacja tych
proceséw pod wzgledem doboru rozpuszczalnika, donora grupy alkoksylowej, enzymu
oraz katalizatora racemizacji (w przypadku dynamicznego rozdziatlu kinetycznego).

Na podstawie wykonanych badan opracowano rozdziat kinetyczny, polegajacy na
enzymatycznej estryfikacji racemicznych kwaséw karboksylowych, za pomoca
nowatorskich donoréw grupy alkoksylowej (ortoestry, acetale, ketale i ortoweglany).
Optymalizacja  warunkéw  reakcji pozwolita na  otrzymanie odpowiednich
enancjomerycznie czystych estrow z wydajnoscig 50%. Zwiazki te poddano hydrolizie
uzyskujac odpowiednie kwasy 3-arylo-4-pentenowe z zachowaniem czystosci optyczne;.

W kolejnym etapie opracowano metod¢ dynamicznego rozdziatu kinetycznego
kwasow 3-arylo-4-pentenowych, polegajaca na polaczeniu enzymatycznego rozdzialu
kinetycznego z racemizacja substratu in situ, za pomoca komplekséw metali
przejsciowych. Na podstawie tych badan opracowano metod¢ otrzymywania
odpowiednich estréw, a po ich hydrolizie - kwasé6w w postaci enancjomerycznie czystej,
z ilosciowg wydajnoscig. Opracowana metodologia jest pierwsza tego typu reakcja
syntezy enancjomerycznie czystych kwaséw karboksylowych.

Wykonano takze wstepne badania, majace na celu probg wyjasnienia mechanizmu
reakcji enzymatycznego rozdzialu kinetycznego kwasow 3-arylo-4-pentenowych
z wykorzystaniem wspomnianych donorow grupy alkoksylowej. Otrzymane wyniki
wskazuja, iz mechanizm ten moze wynika¢ z promiskuityzmu substratowego

stosowanych lipaz.
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Przeprowadzono réwniez badania nad opracowaniem dynamicznego rozdziatu
kinetycznego racemicznych kwasow cyklicznych oraz kwasow 3-alkilo-4-pentenowych.
Uzyskane wyniki otwierajg nowe mozliwosci w enancjoselektywnej syntezie tego rodzaju
zwiazkdéw, pozostajacych wcigz duzym wyzwaniem syntetycznym.

Zaletami opracowanych procedur jest fatwos$¢ wykonania, niski koszt ogdlny,
wysoka wydajno$¢ i enacjoselektywnos¢ oraz brak szkodliwego wptywu na §rodowisko,
co jest szczegOlnie wazne w przypadku syntez zwigzkow o przeznaczeniu

farmaceutycznym.
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Abstract

The aim of this study was to develop a new chemoenzymatic method for the
synthesis of enantiomerically pure 3-aryl-4-pentenoic acids. These compounds are
valuable building blocks in the synthesis of substances with documented biological
activity. This activity is closely related to the absolute configuration of stereogenic
centers, located in their structure. Therefore, it is extremely important to develop methods
of synthesis of enantiomerically pure 3-aryl-4-pentenoic acids and their derivatives.

In this thesis, the studies on enzymatic kinetic resolution and dynamic kinetic
resolution of selected 3-aryl-4-pentenoic acids were presented. To achieve this goal, the
optimization of these processes in terms of the applied solvent, alkoxy group donor, an
enzyme and a catalyst for racemization (for dynamic kinetic resolution) was performed.

Based on obtained results, kinetic resolution of 3-aryl-4-pentenoic acids was
developed. This method is based on the enzymatic esterification of racemic carboxylic
acids applying novel alkoxy group donors (orthoesters, acetals, ketals and
orthocarbonates). Under optimal conditions the corresponding enantiomerically pure
esters were obtained with the highest possible yield for kinetic resolution (50%). After
hydrolysis, corresponding 3-aryl-4-pentenoic acids were obtained with identical optical
purity.

In a next step, dynamic kinetic resolution of 3-aryl-4-pentenoic acids was
developed. This methodology combines enzymatic kinetic resolution with in situ
racemization of the substrate catalyzed by the transition metal complexes. After
optimization, the corresponding esters (after hydrolysis - carboxylic acids) in
enantiomerically pure form were obtained with quantitative yield. The developed
methodology is the first example of the chemoenzymatic synthesis of enantiomerically
pure carboxylic acids.

The initial studies have been also performed to explain the plausible mechanism
of enzymatic kinetic resolution of 3-aryl-4pentenoic acids with applied alkoxy group
donors. The obtained results indicate that the product formation may be a result of
promiscuous activity of applied hydrolases.

Moreover, the studies on development of dynamic kinetic resolution of racemic

cyclic acids and 3-alkyl-4-pentenoic acid were performed. The initial results of these
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studies turned out to be very promising regarding the synthesis of this challenging class of

compounds.
The major advantages of developed procedures are the simplicity, low cost of the
process, high efficiency and excellent enantioselectivity. In addition, the process has no

negative impact on the environment, which is crucial for the synthesis of the compounds

for pharmaceutical application.
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1,1’-binaftyl
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wolowej

BLAP — proszek acetonowy z watroby
wolowej

¢ — konwersja substratu

CAL-B - lipaza B z Candida antarctica
CCL - lipaza z Candida cylindracea
CLAP - proszek acetonowy z watroby
kurzej

CLL - lipaza z Candida lipolytica
CRL - lipaza z Candida rugosa

CVL - lipaza z Chromobacterium
viscosum

EKR — enzymatyczny rozdziat
kinetyczny

EPC — zwiazki enancjomerycznie czyste
DCM — dichlorometan

DIBAL-H — wodorek diizobutyloglinu
DKR — dynamiczny rozdziat kinetyczny
DLAP — proszek acetonowy z watroby
kaczej

DMF — dimetyloformamid

DMSO — dimetylosulfotlenek

E — enancjoselektywnos$¢

e.e. —nadmiar enencjomeryczny

EKR — enzymatyczny rozdziat
kinetyczny

Et — grupa etylowa — C,H;s

FDA — Agencja Zywnosci i Lekow
GAM - kwas 3-(4-chlorofenylo)
glutaramowy

GLAP - proszek acetonowy z watroby
gesiej

HPL — lipaza z trzustki wotowe;j
HPLC — wysokosprawna chromatografia
cieczowa

JLAP — proszek acetonowy z watroby
jeleniej

KR — rozdzial kinetyczny

LAP — proszek acetonowy z watroby
LDA — diizopropyloamidek litu

Me — grupa metylowa — CHj3

MJL - lipaza z Mucor javanicus
MML - lipaza z Mucor miehei

NBS — N-bromosukcynoimid
Novozym 435 — immobilizowana lipaza
B z Candida antarctica

OMe — grupa metoksylowa - CH30-
Pic — a-pikolina — 2-metylopirydyna
Ph — grupa fenylowa — C¢Hs-

PCL - lipaza z Pseudomonas cepacia
PFL — lipaza z Pseudomonas
fluorescens

PLAP - proszek acetonowy z watroby
swinskiej

PLE — esteraza z watroby $winskiej

PPL — lipaza z Porcine pancreas
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t-Bu — grupa fert-butylowa — (CHs;);C-
TBME - eter tert-butylo-metylowy
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TLAP — proszek acetonowy z watroby
indyczej

TLC — chromatografia

cienkowarstwowa

TMS — grupa trimetylosililowa —
(CH3)3Si-

TPA — trzypunktowy model
oddzialywania Eassona-Stedmana
WGL - lipaza z kielkéw pszenicy
WLAP - proszek acetonowy z watroby
dziczej
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1. Wstep

Rozwd] metod prowadzacych do otrzymywania enancjomerycznie czystych
zwigzkéw organicznych jest obecnie najwickszym wyzwaniem zardwno z punktu
widzenia nauki, jak i przemyshu farmaceutycznego, a nawet spozywczego.

Wazng klasg zwigzkow sa chiralne, nieracemiczne kwasy karboksylowe oraz ich
pochodne. Stanowiag one prekursory do syntezy lekow, kosmetykoéw oraz zwigzkow
modelowych do badan biochemicznych. Niestety, wydajne metody otrzymywania
enancjomerycznie czystych kwasow karboksylowych wcigz sa wyzwaniem dla chemii
organicznej. Wigkszo$¢ substancji biologicznie czynnych posiada bowiem jedno lub
wigcej centrow stereogenicznych, a ich aktywno$¢ w organizmach zywych jest $cisle
zwigzana z ich budowa przestrzenna.

Klasyczne metody syntezy zwigzkoéw tej klasy nie zapewniaja odpowiedniej
czystosci enancjomerycznej oraz wydajnos$ci. Atrakcyjng metoda otrzymywania
omawianych substancji jest biokataliza, poniewaz spelnia wymagania tzw. zielonej
chemii, co jest niezbedne przy syntezie zwigzkéw stosowanych w farmacji czy tez
chemii. Najcze$ciej enancjomerycznie czyste kwasy karboksylowe i ich pochodne
otrzymywane s3 na drodze hydrolizy enzymatycznej. Czg¢sto jednak reakcje te sa mato
wydajne, a uzyskiwane produkty charakteryzuja si¢ niskg czystoscig optyczng. Problem
stanowi takze S$rodowisko reakcji, ktorym jest woda. Woda nie jest dobrym
rozpuszczalnikiem dla wigkszo$ci zwigzkéw organicznych, co wymusza stosowanie
wysokich rozcienczen substratow. Rozwigzaniem moze by¢ zmiana srodowiska reakcji na
rozpuszczalnik organiczny lub mieszaning wody z takim rozpuszczlnikiem. Inng metoda
stosowang podczas rozdzialu kinetycznego racemicznych kwasow karboksylowych jest
wykorzystanie reakcji estryfikacji katalizowanej przez enzymy. Jednakze metodologia ta
posiada szereg ograniczen, poniewaz tworzaca si¢ podczas reakcji woda hamuje jej
przebieg. Kolejnym rozwini¢ciem tej metody jest wykorzystanie reakcji transestryfikacji.
Dodatkowy atut reakcji rozdzialu kinetycznego prowadzonego w rozpuszczalnikach
organicznych stanowi fakt, iz mozna ja polaczy¢ z racemizacjg substratu in situ za
pomoca katalizatorow metalicznych, w duzo bardziej wydajny dynamiczny rozdzial
kinetyczny. Jednakze reakcje chemoenzymatycznego rozdziatu dynamicznego chiralnych

kwasow karboksylowych nie sa znane w literaturze.
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W tym konteksécie istotnym zagadnieniem wydawalo si¢ podjgcie badan nad
opracowaniem nowej, chemoenzymatycznej metody syntezy enancjomerycznie czystych
kwasow karboksylowych. Narz¢dziami wybranymi do realizacji zatoZzonego celu byty
reakcje enzymatycznego rozdzialu kinetycznego i enzymatycznego dynamicznego
rozdziatlu kinetycznego, polegajace na enancjoselektywnej estryfikacji za pomoca
nowych donorow grupy alkoksylowej. Produktami tych przemian sa estry kwasow
3-arylo-4-pentenowych. Zwiazki te moga zosta¢ przeksztalcone za pomoca prostej

transformacji w odpowiednie kwasy karboksylowe z zachowaniem czysto$ci optycznej.
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2. Chiralnos¢

Chiralno$¢ jest cecha czasteczek chemicznych wyrazajaca si¢ tym, iz sg one
nienaktadalne na swoje odbicia lustrzane (Rysunek 1). Najczestsza, chociaz nie jedyna
przyczyng chiralnosci czasteczek organicznych jest obecno$¢ w nich atomu wegla
zwigzanego z czterema roznymi podstawnikami (centrum stereogeniczne). Czasteczki

chiralne wystepuja w formie dwoch izomerdw optycznych — enancjomerow.

O |0

Lustro

Rysunek 1. Enancjomery tego samego zwiazku chemicznego

Do odkrycia istnienia enancjomerdw przyczynity si¢ prace Jeana Baptiste’a Biota
(1815 r. — odkrycie czynno$ci optycznej zwiazkow organicznych)' i Ludwika Pasteura
(1848 r. — hipoteza istnienia enancjomeréw; rozdzielenie dwoch izomerdéw optycznych
kwasu winowego)’. Natomiast teoria chiralnosci zostala proklamowana w 1874 r.,
niezaleznie przez Jacobusa van’t Hoffa® i Josepha Le Bela.
W $rodowisku achiralnym enancjomery posiadaja identyczne wlasciwosci fizyczne
(gesto$e, temperatury wrzenia i topnienia), chemiczne i spektroskopowe (NMR, IR, UV).
Odwrotnie sytuacja wyglada natomiast w §rodowisku chiralnym. Enancjomery reaguja
z r6znymi stalymi szybkosci z chiralnymi reagentami oraz skrecaja plaszczyzng $wiatta
liniowo-spolaryzowanego w przeciwnych kierunkach. Zazwyczaj enancjomery r6znig si¢
takze odpowiedzig fizjologiczng, gdyz wigkszo$¢ receptoréw biologicznych jest chiralna.
Everhardus Ariéns podzielit enancjomery na eutomery - izomery o pozadanej aktywnosci
fizjologicznej — i1 distomery, ktore w najlepszym przypadku sg ,,izomerycznym balastem”,

a w najgorszym — wykazuja dziatanie toksyczne”.

! Barron, L. D., Molecular Light Scattering and Optical Activity, Cambridge University Press, Cambridge
2004

* Gal, I., Chirality 2011, 23, 1-16.

* Van't Hoff, J. H., Arch. Neerl. Sci. Exactes Nat. 1874, 9, 445-454.

*Le Bel, J., A. Bull. Soc. Chim. Fr. 1874, 22, 337-347.

3 Ariens, E. J., Eur. J. Clin. Pharmacol. 1984, 26, 663-668.
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Wyjasnieniem  stereoselektywnos$ci  procesu  biologicznego  rozpoznania
molekularnego jest trzypunktowy model oddziatywania (TPA) zaproponowany w 1933 r.
przez Eassona i Stedmana.’ Zgodnie z teoria TPA jeden enancjomer chiralnego substratu
wigze si¢ z receptorem w trzech miejscach, natomiast drugi enancjomer nie moze juz
zosta¢ zwigzany z tymi trzema miejscami (Rysunek 2). Oczywiscie, wigzanie receptor —
substrat wymaga rowniez istotnych zmian konformacyjnych zardwno substratu, jak
1 receptora, jednakze sama idea TPA jest powszechnie stosowana do wyja$niania

stereoselektywnosci receptorow’.

lustro

aktywny enancjomer nieaktywny enancjomer nieaktywny enancjomer

. obrot f 3
iu,,,Ql i O\\io 'lIIO
: E ; : )E( : ;

receptor receptor receptor

Rysunek 2. Trzypunktowy model Eassona-Stedmana

Znaczna wickszo$¢ zwiazkéw biologicznie czynnych to substancje chiralne,
ktérych dziatanie zwigzanie jest $cisle z konfiguracja absolutng centrum stereogenicznego
(model TPA). Synteza zwigzkéw racemicznych, ktorych jeden enancjomer jest mniej
aktywny lub nieaktywny jest nieoptacalna. Podawanie farmaceutyku w postaci racematu
jest zazwyczaj niepozadane, gdyz wymaga to zastosowania wigkszej dawki substancji
aktywnej, aby osiagna¢ spodziewany efekt. Ponadto, obecno$¢ drugiego enancjomeru
moze powodowaé wystapienie efektow ubocznych, dlatego tez stosowanie lekow
W postaci mieszaniny racemicznej coraz trudniej uzasadnic.

Przyktadem zwigzku, ktérego enancjomery wywotuja rozng odpowiedz biologiczng jest
talidomid (Rysunek 3). Substancja ta w postaci racematu byla szeroko stosowana

w latach pigcédziesigtych ubieglego stulecia jako lek przeciwwymiotny i przeciwbolowy

® Easson, E. H.; Stedman, E.; Biochem. J. 1933, 27, 1256-1266.
7 Sundaresan, V.; Abrol, A.; Protein Sci. 2002, 11, 1330-1339.
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dla kobiet, ktorych cigza przebiegata z powiklaniami. Jednakze, na poczatku lat
sze$¢dziesigtych XX wieku, talidomid zostat wycofany ze wzgledu na silne dzialanie
teratogenne®. W trakcie badan nad tym farmaceutykiem okazato si¢ bowiem, iz dziatanie
lecznicze wykazuje tylko (R)-talidomid, natomiast enancjomer (S) wykazuje dzialanie

hamujace angiogeneze (tworzenie nowych naczyf krwionosnych)’.

) 0]

N 0] N 0]
NH NH

OO0 O O

(R)-talidomid (S)-talidomid
Rysunek 3. Enancjomery talimidu

W 1992 r. amerykanska Agencja Zywnosci i Lekow (FDA) i europejski Komitet
ds. Lekéw Gotowych zastrzegly, iz dzialanie fizjologiczne kazdego enancjomeru
produktu  farmaceutycznego musi zosta¢ indywidualnie scharakteryzowane.'
Whioskodawcy musza zidentyfikowa¢ wystepowanie chiralnosci w nowych lekach,
podja¢ proby rozdzielenia stereoizomerdw, oceni¢ wptyw enancjomerow na pozadang
aktywno$¢, a nastepnie dokona¢ racjonalnego wyboru odpowiedniej postaci
stereoizomerycznej do wprowadzenia na rynek.''! W zwiazku z coraz wigkszymi
wymaganiami dotyczacymi czystosci optycznej zwigzkéw biologicznie aktywnych,
ro$nie  zapotrzebowanie na poszukiwanie nowych metod syntezy substancji

enancjomerycznie czystych.

¥ Unl, K.; Cox, E.; Rogan, R.; Zeldis, J. B.; Hixon, D.; Furlong, L.-A.; Singer, S.; Holliman, T.; Beyer, J.;
Woolever, W.; Drug Safety 2006, 29, 321-329.

’ (a) Stephens, T. D.; Bunde, C. J. W.; Fillmore, B. J.; Biochem. Pharmacol. 2002, 59, 1489-1499;
(b) Franks, M. E.; Macpherson, G. R.; Figg, W. D.; The Lancet 2002, 363, 1802-1811.

10 Breuer, M.; Ditrich, K.; Habicher, T.; Hauer, B.; KeBeler, M.; Stirmer, R.; Zelinski, T.; Angew. Chem.
Int. Ed. 2004, 43, 788-824.

H Agranat, I.; Caner, H.; Caldwell, J.; Nat. Rev. Drug Discov. 2002, 1, 753-768.
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3. Enzymy jako naturalne katalizatory reakcji organicznych

Obecnie coraz wigksza wage przywigzuje si¢ do rozwigzan technologicznych
przyjaznych dla srodowiska, w ramach tzw. ,zielonej chemii”. Poszukiwanie nowych
ekologicznych, bardziej zrownowazonych metod syntezy zwigzkow chemicznych jest
niezbedne dla nowoczesnej nauki i technologii. Jednocze$nie, pozadany jest rowniez
rozw6j nowych technik syntezy zwigzkow optycznie czystych. Oba te wymagania
spetiaja procesy enzymatyczne.

Enzymy sa makroczasteczkami o strukturze biatkowej (wyjatkiem sa rybozymy),
ktérych dziatanie polega na przyspieszaniu reakcji chemicznych. Wystgpuja one
w kazdym organizmie zywym, gdzie katalizuja reakcje chemiczne, niezb¢dne do
prawidlowego funkcjonowania komorek. Wiele enzymoéw to bialka zlozone z czgsci
biatkowej — apoenzymu i czg¢sci niebiatkowej — kofaktora. Kofaktorami moga by¢
czasteczki nieorganiczne, jony metali lub maloczasteczkowe zwigzki organiczne.
W zaleznoéci od chemicznego rodzaju cze$ci niebialkowej oraz mocy wigzania
z apoenzymem mozna wyr6ézni¢ dwa typy kofaktorow — koenzymy i grupy prostetyczne.
Koenzymami sa male czasteczki organiczne, ktére w sposob specyficzny tacza sig¢
z apoenzymem, cz¢sto sa wigzane tylko na czas reakcji 1 uwalniane wraz z jej
produktami. Natomiast grupy prostetyczne sg silnie (czesto kowalencyjnie) zwigzane
z apoenzymem — to najczg¢sciej jony metali lub mate czasteczki nieorganiczne badz
organiczne.

Reakcja katalizowana zachodzi w miejscu aktywnym enzymu, czyli w obszarze
wigzania substratu i ewentualnych kofaktoréw. W enzymach biatkowych miejsce
aktywne sklada si¢ z reszt aminokwasowych, ktére biorg bezposredni udziat
w zachodzacej reakcji. Miejsce aktywne enzymu jest czgsto opisywane jako ,,szczelina”
w strukturze enzymu, w ktorg wpasowuja si¢ substraty biorgce udzial w reakcji. Pelni ono
dwojaka funkcje: selekcjonuje czasteczki, ktére moga bra¢ udzial w reakcji,
a ponadto umozliwia wlasciwe utozenie reagentow wzgledem siebie.

Zastosowanie enzymOéw Ww syntezie organicznej znane jest od ponad stu lat,
a ogromny potencjat tych makroczasteczek jako katalizatorow jest coraz lepiej
poznawany. Wcigz jednak odkrywane sa nowe procesy enzymatyczne, kdre w znacznym
stopniu przyczyniaja si¢ do rozwoju metod syntezy asymetrycznej. Enzymy s3 coraz

czedciej wykorzystywane w syntezie enancjoselektywnej, katalizuja one cate spektrum
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reakcji. W zalezno$ci od typu katalizowanego procesu, biokatalizatory podzielono na

szes$¢ klas: oksydoreduktazy, transferazy, hydrolazy, liazy, izomerazy i ligazy.

3.1. Zalety i wady stosowania enzymow

Kataliza enzymatyczna posiada szereg zalet, ktore czynig enzymy atrakcyjnymi
katalizatorami wielu reakcji organicznych. Biokatalizatory sa bardzo wydajne, a procesy
przez nie katalizowane przebiegaja duzo szybciej, niz reakcje bez udzialu enzymu, czy
katalizowane chemicznie. W zwigzku z tym, ilo§¢ enzymu potrzebnego do
przeprowadzenia reakcji w pordwnaniu do katalizatora chemicznego jest duzo mniejsza
(w przypadku katalizatorow chemicznych jest to 0.1-1%m,, dla enzymow —
107-10™%mo1).

Ponadto, reakcje katalizowane enzymatycznie przebiegaja w tagodnych
warunkach. Zakres dzialania biokatalizatorow to zazwyczaj pH 5 — 8 i temperatura 20 —
40°C. Lagodne $rodowisko reakcji minimalizuje ryzyko wystapienia reakcji ubocznych
takich jak rozklad, izomeryzacja, czy racemizacja.

Biokataliza moze by¢ zastosowana do szerokiego spektrum reakcji (hydroliza,
utlenianie, redukcja, addycja, eliminacja, halogenowanie, karboksylacja, izomeryzacja
itp.). Enzymy wykazuja wysoka tolerancj¢ substratowa dla wielu nienaturalnych
substratow i czgsto nie wymagaja srodowiska wodnego do dziatania.

Niewatpliwie, zaleta biokatalizatoréw jest ich chemo-, regio-, dia-
1 enancjoselektywnos¢. Chemoselektywno$¢ enzymow polega na oddziatywaniu tylko na
jeden rodzaj grup funkcyjnych, podczas gdy inne grupy pozostaja niezmienione. Skutkuje
to  ograniczeniem powstawania  produktow  ubocznych. Natomiast regio-
i diastereoselektywno$¢ enzymow jest zwigzana z ich trojwymiarowa struktura.
Biokatalizatory posiadaja bowiem wlasciwo$¢ odrézniania identycznych chemicznie grup
funkcyjnych, ktére ulozone sa w réznych miejscach w tej samej czasteczce substratu.
Enzymy sa katalizatorami homochiralnymi, ktéore w roézny sposéb oddziatywuja
z enancjomerami substratu. Selektywnos¢ biokatalizatorow wynika z okreslonej budowy
przestrzennej centrum aktywnego oraz struktury samego enzymu. W reakcji pomig¢dzy
enzymem a racemicznym substratem (Ss, Sg) kazdy z enancjomeréw tego zwigzku
w 16zny sposob dopasowuje si¢ do centrum aktywnego enzymu. W wyniku tego tworza

si¢ diastereoizomeryczne produkty posrednie o rdéznej energii aktywacji, co sprawia, ze
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jeden enancjomer ulega transformacji szybciej niz drugi. Skutkiem tego jest m. in.
rozdziat kinetyczny.

Mimo, iz enzymy sa katalizatorami wielu réznych reakcji, zastosowanie ich
w syntezie organicznej napotyka szereg ograniczen. Jednym z nich jest medium
reakcyjne. Naturalnym $rodowiskiem biokatalizatorow jest woda, ktéra z kolei nie jest
dobrym rozpuszczalnikiem dla wielu reakcji organicznych. Jednakze, w wigkszosci
przypadkéw, barier¢ t¢ mozna pokonaé, gdyz enzymy potrafia pracowaé roéwniez
w warunkach niewodnych, takich jak ciecze jonowe, rozpuszczalniki mieszane, czy
rozpuszczalniki organiczne'>. Mimo, iz aktywnos¢ biokatalizatorow jest zazwyczaj nizsza
w $rodowisku niewodnym, zastosowanie takich warunkéw czesto umozliwia
przeprowadzenie reakcji, ktore nie zachodza w wodzie.

Kolejnym problemem przy wyborze enzymoéw jako katalizatorow reakcji jest ich
wrazliwo$¢ na warunki reakcji, takie jak temperatura, pH, czy niektore reagenty
organiczne. Wigkszo$¢ biokatalizatorow jest stabilna tylko w okreslonym zakresie
temperatury czy pH, wykroczenie poza te granice powoduje deaktywacj¢ katalizatora,
najczesciej poprzez denaturacj¢ biatka.

W przypadku enzymatycznej syntezy enancjoselektywnej ograniczeniem moze
by¢ rowniez powstawanie tylko okre$lonego enancjomeru produktu. Aby otrzymaé
zwigzek o przeciwnej konfiguracji, nalezatoby teoretycznie znalez¢ enzym o przeciwnej
stereoselektywnosci. Tylko w niektorych przypadkach mozliwe jest znalezienie
enancjokomplementarnych enzyméow .

Reakcje katalizowane enzymami, ktore sa zwigzane z kofaktorami takze stanowig
powazne wyzwanie. Wigkszos$¢ z tych czynnikow jest nietrwata i zbyt droga, by stosowaé
je w ilosciach stechiometrycznych. Niestety, nie moga one zosta¢ zastgpione tanszymi
odpowiednikami. Mimo wielu prac nad tym zagadnieniem, recyrkulacja kofaktorow
nadal stanowi istotne ograniczenie syntezy enzymatyczne;.

Wiele procesow enzymatycznych jest takze podatnych na inhibicj¢ substratami
lub produktami reakcji, ktora powoduje spadek szybkosci reakcji przy wyzszych
stezeniach substratu lub produktu, co ogranicza wydajnos$¢ tych przemian. Podczas, gdy

inhibicji substratowej mozna zapobiec stosunkowo tatwo poprzez utrzymanie st¢zenia

12 Klibanov, A. M.; Nature 2001, 409, 241-246.
13 Mugford, P. F.; Wagner, U. G.; Jiang, Y.; Faber, K.; Kazlauskas, R. J.; Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47,
8782-8793.
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substratu na niskim poziomie (ciagle dozowanie), inhibicja produktem stanowi duzo

bardziej skomplikowany problem.

3.2. Kataliza enzymatyczna

Dzialanie enzymow (E, Wykres 1) polega na zmianie mechanizmu reakcji
chemicznej. Biokatalizatory przyspieszaja reakcje poprzez obnizenie bariery
energetycznej pomiedzy substratem (S) a produktem (P) — energii aktywacji (AG).
Wykres 1 przedstawia zmiany energii swobodnej dla reakcji katalizowanej (niebieski)

1 niekatalizowanej (czerwony) przez enzym.

AG [sT*
ES
, [ESE g,
[ES]1
E+S AGe —>
EPJ i
[ES] [EP] Postep reakgji
[EP] E+P

gdzie: E — enzym, S — substrat, P —produkt, [ES] — kompleks enzym-substrat, [EP] — kompleks
enzym-produkt; [EST, [EP]* — stany przejsciowe reakcji enzymatycznej, [S]* — stan przejsciowy

reakcji nieenzymatycznej

Wykres 1. Zmiana energii swobodnej dla reakcji katalizowanej i niekatalizowanej enzymatycznie

W pierwszym etapie reakcji enzymatycznej poprzez stan przejéciowy [ES]i*
tworzony jest kompleks enzym-substrat [ES], ktory nastepnie jest przeksztalcany w stan
przejéciowy [ES]*, a ten z kolei ulega przemianie w kompleks enzym-produkt [EP].
Kompleks [EP] poprzez stan przejsciowy [EP]* rozpada si¢ do produktu [P] i enzymu
[E]'*. Polaczenie substratu z enzymem stwarza nowa droge reakcji, w ktorej energia stanu

przejsciowego (AGc) jest nizsza niz w przypadku reakcji niekatalizowanej (AGy).

" Kirby, A. J.; Angew. Chem. Int. Ed. 1996, 35, 707-724.
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4. Synteza zwiazkow enancjomerycznie czystych

W 1980 r. Prof. Seebach wprowadzit pojecie ,,synteza — EPC” (synteza zwigzkow
enancjomeryczne czystych)'”, okreslajace wszystkie metody otrzymywania zwiazkow
enancjomerycznie czystych. Wydajna i nieskomplikowana synteza substancji optycznie
czystych stanowi wyzwanie nowoczesnej chemii organicznej. Poszukiwanie nowych
metod otrzymywania substancji nieracemicznych jest pozadane nie tylko z punktu
widzenia przemyshu farmaceutycznego, ale réwniez spozywczego i perfumeryjnego.
Istnieje wiele technik wytwarzania zwigzkdw optycznie czystych, mozna jednak
wyodrebnié trzy glowne podejécia do syntezy EPC'® (Schemat 1):

- tzw. ,,chiral pool” — uzycie zwigzkoOw enancjomerycznie czystych pochodzenia
naturalnego jako substratow;

- synteza asymetryczna — wykorzystujaca jako zrddta chiralno$ci optycznie czyste
reagenty  (katalizatory lub  pomocniki chiralne), ktore nie s3 zawarte
w produkcie kohcowym;

- rozdziat racematu — metodami fizycznymi lub chemicznymi.

Pierwsza z ww. metod, ,.chiral pool” (Schemat 1, zielona cz¢s¢), polega na
wykorzystaniu naturalnie dost¢gpnych czasteczek chiralnych o wysokiej czystosci
optycznej takich jak: weglowodany, a-aminokwasy, terpeny, hydroksykwasy i alkaloidy.
Zwiazki te stanowia doskonaty blok budulcowy dla bardziej ztozonych czasteczek'’.
Przykladem tego typu syntezy jest otrzymywanie aztreonamu, antybiotyku znanego pod
nazwa handlowa Azactam. Lek ten nalezy do grupy monocyklicznych
B-laktamaz (monobaktamy) i wykazuje skutecznos¢ przeciw bakteriom Gram-ujemnym'®.
Aztreonam jest stosowany glownie w leczeniu przewlektego zapalenia pluc u osob
chorych na mukowiscydozg. Substratem do syntezy tego antybiotyku moze by¢ latwo
dostepny aminokwas L-treonina (4.1), ktory, w kilku prostych przejsciach, moze by¢
przeksztatcony do kluczowego produktu posredniego aztreonamu (4.7), kwasu

(28-trans)-3-amino-2-metylo-4-okso-1-acetydynosulfonowego (4.6) (Schemat 2)'°.

'3 Seebach, D.; Hungerbiihler, E.; Synthesis of Enantiomerically Pure Compounds (EPC-Synthesis)
w Modern Synthetic Methods, Scheffold, R.; Salle + Sauerldnder, Frankfurt 1980, 94.

' Keith, J. M.; Larrow, J. F.; Jacobsen, E. N.; Adv. Synth. Catal. 2001, 343, 5-26.

7 Hawkins, J. M.; Watson, T. J. N.; Angew. Chem. Int. Ed. 2004, 43, 3224-3228.

' Neu, H.C.; Am. J. Med. 1990, 88 (suppl 3C), 2S-68.

¥ Epstein, W. W.; Gaudioso, L. A.; J. Org. Chem.1982, 47, 176-178.
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Chiral pool
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Schemat 1. Metody syntezy zwiazkéw enancjomerycznie czystych
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W pierwszym etapie syntezy L-treoning (4.1) estryfikowano metanolem, a otrzymany
ester metylowy — poddano amonolizie, uzyskujac amid 4.2. Nastgpnie grupe aminowg
zwigzku 4.2 zabezpieczono grupa tert-butyloksykarbonylowa (Boc), a grupe
hydroksylowa mesylowano, otrzymujac produkt 4.3. W kolejnym etapie zwiazek 4.3
poddano reakcji z kompleksem 2-pikoliny 1 tréjtlenku siarki (2PiceSOs) a powstaly w ten
sposob acylosulfamat 4.4 przeksztalcono w azetydynon 4.5. W kolejnym etapie
odbezpieczono grupe aminowg za pomocg kwasu mrowkowego, otrzymujac optycznie
czysty produkt 4.6, ktéry mozna poddac reakcji sprze¢gania otrzymujac aztreonam (4.7).
Podany przyktad ilustruje jak z niedrogiego i latwo dostgpnego naturalnego zwiazku

chiralnego mozna uzyska¢ enancjomerycznie czysty produkt o duzej wartosci dodane;.

Buo_ O Buo._ 0O

OH OH N~ 0SO,CHy N~ 0SO0,CHs
. HoNo A HNL - HNL A,
HoN “GH, 1- SOCIIMeOH_ T2 'CHg 1. (£BUOCO),0 'CHy _2Pic+SO3 "CHs
2. NHa/H,0 2. CH3S0.Cl BusN-HSO, -
0% “oH 07 "NH, 07 "NH, 07 "NHSO3; NBu,
4.1 42 43 44
BuO LOC(CH3),COOH
° HeN_  CH N
KHCO4 HN,  (CHs HCOOH 2 a7 /\H\H/NH CHs
_— ~ —_— e S -
N~ =N O
N, - o] 'S0; Na N, -
o) SO; HsN 0 SO
45 46 47

Schemat 2. Synteza ,,chiral pool” aztreonamu

Optycznie czyste zwigzki pochodzenia naturalnego moga by¢é wbudowane
w strukture czasteczki, zapewniajac lub indukujac pozadane centrum chiralnosci podczas
syntezy (indukcja chiralna lub diastereoselektywna synteza). Jednakze, strategia ,,chiral
pool” jest bardzo przydatna, tylko wtedy, gdy oczekiwany koncowy produkt oraz chiralny
substrat maja podobng strukture.

Kolejnym sposobem otrzymywania EPC jest synteza asymetryczna (Schemat 1,
czerwona cze$¢), opierajaca si¢ na przeksztalceniu prochiralnych substratow
w enancjomerycznie czyste produkty. Metoda ta wykorzystuje reakcje chemiczne, ktore
wprowadzaja jeden lub wiecej elementow chiralno$ci do czasteczki substratu w celu
otrzymania stereoizomerycznych produktéw w niejednakowych ilosciach. Asymetryczng
indukcje uzyskuje si¢ za pomocg chiralnego pomocnika lub katalizatora.

Zastosowanie pomocnikOw w asymetrycznej syntezie polega na czasowym

wprowadzeniu czesci chiralnej do prochiralnego substratu, generujac selektywnie nowe
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chiralne elementy. Procedura ta wymaga: wprowadzenia pomocnika, wysokiej
diastereoselektywnos$ci procesu tworzenia nowych centréw chiralno$ci, rozdzialu
powstalych diastereoizomero6w oraz regeneracji pomocnika chiralnego (Schemat 1).
Substancje stosowane jako pomocniki musza by¢ uzywane w ilosci stechiometrycznej,
by¢ fatwe do otrzymania i niedrogie. Znane jest szerokie spektrum pomocnikéw
chiralnych takich jak: oksazolidynony® i sultamy®', ktore umozliwiaja selektywne
przeprowadzenie wielu reakcji. Znaczaca grupa chiralnych pomocnikéw sa
hydroksyaminy, wykorzystywane w syntezie alkaloidow i1 bioaktywnych zwigzkow
zawierajacych w swej strukturze atom azotu.”

Jednym z najczestszych zastosowan chiralnych pomocnikow jest stereoselektywna
reakcja aldolowa. Przykladem tego typu procesu moze by¢ synteza soli wapniowe]
atorwastatyny (nazwa handlowa Lipitor®), leku stosowanego w terapii
hipercholesterolemii. Substancja ta wplywa na obnizenie poziomu cholesterolu
catkowitego, lipoprotein o niskiej gestosci (tzw. ,,zty” cholesterol LDL) i triglicerydow
oraz powoduje wzrost stezenia lipoprotein o duzej gestosci (tzw. ,,dobry” cholesterol
HDL).> Pierwsza enancjoselektywna synteza atorwastatyny (4.12) polegala na
diastereoselektywnej reakcji aldehydu 4.8 z chiralnym estrem 4.9, odpowiedzialnym za
wprowadzenie jednego z centrow stereogenicznych (Schemat 3).** W wyniku tej
przemiany powstal aldol 4.10 z 97% nadmiarem enancjomerycznym (e.e.). Kolejnym
etapem byla transestryfikacja zwigzku 4.10 (NaOCH3;, MeOH) i nastepcza kondensacja
Claisena z nadmiarem tert-butoksyetenolanu litu, w wyniku czego uzyskano
d-hydroksy-B-ketoester, ktory poddano redukcji trietyloboranem (Et;B) i borowodorkiem
sodu (NaBH4), hydrolizie zasadowej, a w koncu laktonizacji. Uzyskano lakton 4.11 z

99% nadmiarem enancjomerycznym (e.e.).

%% Evans, D. A.; Ennis, M. D.; Mathre, D., J. Am. Chem. Soc. 1982, 104, 1737-1739.

I Oppolzer, W.; Moretti, R.; Thomi, S.; Tetrahedron Lett. 1989, 30, 5603-5606.

2 (a) Romo, D.; Mayers, A. 1.; Tetrahedron 1991, 47, 9503-9569; (b) Groaning, M. D.; Meyers, A. L;
Tetrahedron 2000, 56, 9843-9873; (c) Escolano, C.; Amat, M.; Bosh, J.; Chem. Eur. J. 2006, 12, 8198-
8207.

> Malhotra, H. S.; Goa, K. L.; Drugs 2001, 61, 1835-1881.

4 Roth, B. D.; Blankley, C. J.; Chucholowski, A. W.; Ferguson, E.; Hoefle, M. L.; Ortwine, D. F.; Newton,
R. S.; Sekerke, C. S.; Sliskovic, D. R.; Stratton, C. D.; Wilson, M. W.; J. Med. Chem. 1991, 34, 357-366.
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Schemat 3. Enancjoselektywna synteza atorwastatyny z wykorzystaniem chiralnych pomocnikow

Asymetryczna synteza z wykorzystaniem chiralnych pomocnikéw byta bardzo popularna
kilka dekad temu, gdyz pozwala uzyska¢ pozadany produkt ze 100% nadmiarem
enancjomerycznym (e.e.) po rozdzieleniu diastereoizomerow. Jednakze, w tej reakcji
niezbedna jest stechiometryczna ilo§¢ pomocnika chiralnego, a takze dwa dodatkowe
etapy syntezy — wprowadzenie oraz usunig¢cie pomocnika, co czyni t¢ metodologi¢ mato
atrakcyjna.

Druga odmiang syntezy asymetrycznej sa reakcje oparte na wykorzystaniu
katalizatorow. W tym przypadku chiralno$§¢ jest przenoszona za pomoca
enancjomerycznie czystego katalizatora na niechiralny substrat, co oznacza, ze
wymagana jest substechiometryczna ilo$¢ chiralnej czasteczki. Oddziatywania
katalizatora z substratem sg odwracalne, katalizator nie jest zuzywany w czasie reakcji
1 moze by¢ uzyty w nowym cyklu katalitycznym. Zaletami tej metody jest minimalizacja
iloéci generowanych odpadow® oraz multiplikacja chiralnoci’® - otrzymywana jest
stechiometryczna ilos¢ produktu wzbogaconego enancjomerycznie
z substechiometrycznej ilo$ci katalizatora. W przeciwienstwie do uzycia chiralnych
pomocnikéw, w przypadku wykorzystania katalizatorow ilo$¢ etapoéw reakcji jest

zredukowana — nie tworzg si¢ produkty posrednie, zwiagzki optycznie czyste powstaja

2 (a) Trost, B. M.; Science 1991, 254, 1471-1477 ; (b) Trost, B. M.; Angew. Chem. Int. Ed. 1995, 34, 259-
281; (c) Sheldon, R. A.; Pure Appl. Chem. 2000, 72, 1233-1246.
*% Noyori, R.; Asymmetric Catalysis in Organic Synthesis, John Wiley & Sons, Inc., New York 1994,

14

http://rcin.org.pl



bezposrednio z prochiralnych substratow, dzigki czemu mozliwe jest otrzymanie wielu
réznorodnych substancji chiralnych z wysokimi nadmiarami enancjomerycznymi.

Ze wzgledu na rodzaj chiralnego katalizatora, enancjoselektywna kataliz¢ mozna
podzieli¢ na trzy gtdéwne typy: biokatalize, kataliz¢ organometaliczng i1 organokatalize.

W przypadku biokatalizy czynnikiem odpowiadajacym za przyspieszenie reakcji
jest enzym®’. Biokatalizatory zapewniaja rowniez wysoka chemo-, regio-, diastereo-
i enancjoselektywnos$¢. Procesy te sa prowadzone w lagodnych warunkach, co
minimalizuje ryzyko tworzenia si¢ produktéw ubocznych. Ich zaletg jest rowniez to, iz sa
one nieszkodliwe dla srodowiska. Kataliza enzymatyczna stanowi praktyczng alternatywe
dla tradycyjnej syntezy organicznej, gdyz enzymy moga wspOlpracowaé z innymi
reagentami, a ich aktywno$é i specyficzno$é substratowa moze byé modyfikowana®®.,

Najbardziej popularnym w ostatnich latach typem katalizy enancjoselektywnej
jest kataliza organometaliczna®’. Metoda ta swoj sukces zawdziecza w szczegdlnosci
powinowactwu metali do tworzenia kompleksow z grupami funkcyjnymi oraz wydajng
indukcjg asymetryczng tych komplekséw. Chiralne katalizatory metaliczne sa uzywane
w bardzo wielu reakcjach, takich jak asymetryczne uwodornianie czy epoksydacja.
Pomimo wielu zalet, metoda ta nie jest atrakcyjnym sposobem otrzymywania EPC.
Wigkszo$¢ kompleksow organometalicznych jest drogich, wymagaja do dzialania ostrych
warunkow reakcji, a toksyczno$¢ metali wptywa negatywnie zarowno na $rodowisko, jak
1 na zanieczyszczenie produktu koncowego metalami ci¢zkimi, co stanowi szczegdlne
utrudnienie w syntezie lekow.

Alternatywa dla procesow katalizowanych przez kompleksy metali stala sig¢
przyjazna dla srodowiska organokataliza. W tym przypadku za przyspieszenie reakcji
odpowiadaja male organiczne czasteczki niezawierajace metali’’. Mimo iz stosowanie
tego typu zwigzoéw jako katalizatorow jest znane od ponad wieku, intensywny rozwoj
organokatalizy przypada na ubiegle dziesigciolecie’’. Mozna wyrézni¢ pigé roéznych
mechanizméw organokatalizy: poprzez enaminy, jony iminiowe, kataliz¢ przeniesienia

fazowego, katalize zasadami Bronsteda oraz aktywacje wigzaniami wodorowymi®.

*7 (a) Drauz, K.; Waldmann, H.; Eds. Enzyme catalysis in organic synthesis, Wiley-VCH: Weinheim 2002;
(b) Schramm, V. L.; Chem. Rev. 2006, 106, 3029-3030.

*¥ Nah, J.-W.; Jeong Y .-I.; Cho Ch.-S.; J. Appl. Polym. Sci. 2000, 75, 1115-1126.

* Bolm, C.; Gladysz, J. A.; Chem. Rev. 2003, 103, 2761-2762.

%% (a) Berkessel, A.; Gréger, H.; Asymmetric Organocatalysis, Wiley-VCH-Verlag: Weinheim 2005; (b)
Dalko, P. L.; Enantioselective Organocatalysis, Wiley-VCH-Verlag: Weinheim 2007.

U List, B.; Angew. Chem. Int. Ed. 2010, 49, 1730-1734.

32 Gaunt, M. J.; Johansson, C. C. C.; McNally, A.; Vo, N. T.; Drug Discov. Today 2007, 12, 8-27.
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Zaletami tych katalizatorow w porownaniu do metalokatalizy sg niewrazliwo$¢ na wilgo¢
i tlen atmosferyczny oraz fatwo$¢ wykonania.

Przykladem syntezy asymetrycznej jest organokataliza z wykorzystaniem chiralnych
amin drugorzgdowych. Mechanizm reakcji katalizowanej tego typu zwigzkami moze by¢
dwojaki, w zalezno$ci od uzytego substratu: poprzez enaminy lub jony iminowe.
Opracowanie koncepcji jonéw iminiowych w latach 90. XX wieku przez zespot
MacMillana®® zapoczatkowalo intensywny rozwoj badan nad ta metoda. Kataliza jonow
iminiowych zapewnia organokatalityczng alternatywe dla tradycyjnej katalizy zwiazkow
a,B-nienasyconych za pomoca kwaséw Lewisa. Kondensacja chiralnej drugorzedowe;j
aminy ze zwigzkiem a,p-nienasyconym powoduje powstanie jonu iminiowego. Ten
rodzaj organokatalizy moze by¢ wykorzystany do otrzymywania baklofenu, leku
stosowanego m. in. w leczeniu stwardnienia rozsianego®*. Prezentowana metoda polega
na enancjoselektywnej syntezie typu ome-pot y-nitroestrOw za  pomoca
organokatalitycznej addycji Michaela nitrometanu (4.14) do a,B-nienasyconego aldehydu
(4.13) 1 nastgpczej oksydatywnej estryfikacji zwigzku nitrowego  4.16
N-bromosukcynoimidem (4.17) (Schemat 4)*. Jako organokatalizatora uzyto
(S)-2-(difenylo-(trimetylosililoksy)-metylo)pirolidyny (4.15). W wyniku powyzszych
przemian otrzymano 3-(4-chlorofenylo)-4-nitromaslan metylu (4.18) z 94% nadmiarem

enancjomerycznym, ktory w prosty sposob przeksztalcono w baklofen (4.19).

Ph
Br
Q\(\ Ph T
? H OTMs ?
15 (10mol %)

PhCO,H (20 mol %)

v, -NO, 417 (1.5 eq)

+ CH3NO, T o~
MeOH, 16 godz., 16 godz., 4°C
Cl temp. pok. Cl Cl
4.13 4.14 4.16

(o)~
N R
|

| €]

\_ NO,

Cl

Schemat 4. Synteza asymetryczna baklofenu.

3 Ahrendt, K. A.; Borths, C. J.; MacMillan, D. W. C.; J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, 4243-4244.

** Bowery, N. G.; Hill, D. R.; Hudson, A. L.; Doble, A.; Middlemiss, D. N.; Shaw, J.; Turnbull, M.; Nature
1980, 283, 92-94.

%% Jensen, K. L.; Poulsen, P. H.; Donslund, B. S.; Morana, F.; Jorgensen, K. A.; Org. Lett. 2012, 14, 1516-
1519.
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Obecnie trwaja intensywne badania nad opracowaniem nowych metod katalizy
asymetrycznej. Do rozwoju tej techniki przyczynily si¢ prace profesorow
W. S. Knowlesa, R. Noyori i K. B. Sharplessa, ktorzy za te osiggnigcia zostali
uhonorowani Nagroda Nobla w 2001 roku. Obecnie poszukuje si¢ nowych, tanszych
katalizatorow, co uczynitoby kataliz¢ asymetryczng bardziej atrakcyjng dla przemystu.

Trzecia z metod otrzymywania zwiazkdw optycznie czystych jest rozdzial
mieszaniny racemicznej (Schemat 1, czg$¢ niebieska). Pomimo spektakularnego rozwoju
katalizy asymetrycznej, separacja enancjomerow jest wcigz najwazniejsza przemyslowa
metoda syntezy EPC. Uzyskanie pojedynczego enancjomeru z mieszaniny racemicznej
moze by¢ osiggniete za pomocg tradycyjnych metod separacyjnych lub poprzez
wykorzystanie r6znic w reaktywnos$ci. Najwazniejszymi sposobami rozdziatu racematu
sa: krystalizacja, rozdzial klasyczny, rozdziat chromatograficzny i rozdziat kinetyczny
(KR).

Jednym z najstarszych sposobow rozdzialu enancjomeréw jest bezposrednia
krystalizacja. W tym przypadku tylko jeden z stereoizomeréw z mieszaniny racemicznej
selektywnie krystalizuje w okreslonych warunkach. Metoda ta polega na zaszczepieniu
przesyconego roztworu mieszaniny racemicznej krysztalem jednego z enancjomerdw’’.
Jako pierwszy krystalizuje ten z dwdch enancjomerdw, ktorego krysztal zostat dodany do
roztworu racematu. Metoda ta znalazta zastosowanie m. in. do rozdzielania mieszaniny
racemicznej metylodopy’’. Podejécie to jest jednak ograniczone przez wlasciwosci
fizyczne zwigzku poddawanego rozdzialowi. Szacuje sie, ze tylko okolo 10% substancji
chiralnych wykazuje odpowiedni sposob krystalizacji, pozwalajacy na zastosowanie tej
techniki®®. Ponadto jej wada jest takze bardzo trudny dobor warunkow krystalizacii.

Kolejnym sposobem rozdzialu mieszaniny racemicznej jest tzw. ,rozdziat
klasyczny”, ktéory wymaga uzycia stechiometrycznej ilo$ci chiralnego czynnika
rozdzielajacego (Schemat 1),  Racemat jest poddawany reakcji z czynnikiem
rozdzielajacym, w wyniku czego tworzy si¢ para diastereoizomerow. Izomery te
posiadaja rézne wiasciwosci fizyczne, a zatem moga zosta¢ rozdzielone metodami

fizycznymi, np. poprzez krystalizacje czy filtracje lub przy wykorzystaniu achiralnej

%% Collet, A.; Brienne, M.-J.; Jacques, J.; Chem. Rev. 1980, 80, 215-230.

°7 Grabowski, E. J. J.; Chirality 2005, 17, S249-S259.

** Toda, F.; Ed.; Enantiomer Separation: Fundamentals and Practical Methods; Kluwer Academic
Publishers, Dordrecht 2004.

39 Jacques, J.; Collet, A.; Wilen, S. H.; Enantiomers, Racemates, and Resolutions, Krieger Publishing
Company, Malabar, 1991.
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chromatografii cieczowej. Po rozdziale substrat jest uwalniany od czynnika
rozdzielajacego za pomoca oddzielnej reakcji chemiczne;j.

Omawiana technika jest szczegdlnie uzyteczna w przypadku rozdziatu racemicznych
amin 1 kwasow karboksylowych. Przyktadem reakcji tego typu jest rozdziat
enancjomeréw kwasu 5-amino-3-(4-chlorofenylo)oksopentanowego (GAM, 4.20,
Schemat  5), prekursora  baklofenu. Kwas GAM  poddano  dzialaniu
(S)-1-fenyloetyloaminy (4.21) w wyniku czego otrzymano dwie diastereoizomeryczne
sole 4.22a 1 4.22b.*° Zwiazki te roznily si¢ rozpuszczalnosciag w metanolu, dlatego mogly
zosta¢ rozdzielone poprzez krystalizacje. So6l (R,S) (4.22a) jest stabiej rozpuszczalna
w alkoholu metylowym, wigc wytracita si¢ jako pierwsza. Nastgpnie podziatano na nig
kwasem solnym w celu otrzymania kwasu (R)-4.20, ktory przeksztalcono w baklofen

(R)-4.19 (99.8 e.e.), stosujac przegrupowanie Hofmanna.

CONH, CONH, ® CONH, NH,

WHs HCl
CO,H cof = co,H NaoH, H0 COH
/\© NaOCI
Cl Cl Cl Cl
rac-4.20 4.22a (mniejsza rozpuszczalnos$c¢) (R)-4.20 (R)-4.19
MeOH
NH> CONH, @
B NF3
U J@"‘“@co? b ~
(8)-4.21 Cl

4.22b (wieksza rozpuszczalno $¢)

Schemat 5. Diastereoizomeryczny rozdziat kwasu 5-amino-3-(4-chlorofenylo)oksopentanowego

Mieszaning racemiczng mozna takze podda¢ rozdzialowi za pomoca
chromatografii chiralnej (Schemat 1). W tym celu nalezy zastosowac chiralne fazy
stacjonarne (CSP) lub chiralne dodatki do fazy ruchomej*'. Metoda rozdzialu oparta jest
na tworzeniu si¢ przejsciowych diastereoizomerycznych kompleksow pomigdzy
czasteczka roznicujaca (selektorem), bedaca skladnikiem CSP lub chiralnej fazy
ruchomej, a czasteczka rozdzielanej substancji (selektandem). Réznica w stabilnos$ci tych
kompleksow prowadzi do roznicy czasOw retencji (mniej stabilny kompleks jest szybciej
wymywany z kolumny)**. Zasadniczo, rozdziat za pomoca chiralnej wysokosprawnej

chromatografii cieczowej (HPLC) mozna przeprowadzi¢ zar6wno w skali analityczne;j,

40 Caira, M. R.; Clauss, R.; Nassimbeni, L. R.; Scott, J. L.; Wildervanck, A. F.; J. Chem. Soc., Perkin Trans.
2, 1997, 763-768.

*! Giibitz, G.; Chomatographia 1990, 30, 555-564.

* Davankov, V. A.; Pure 7 Appl. Chem. 1997, 69, 1469-1474.
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jak 1 preparatywnej. W rzeczywistosci jednak duze ilosci rozpuszczalnika, dlugi czas
rozdziatu 1 stosunkowo wysokie koszty obstugi chiralnej HPLC stanowia powazne
ograniczenie dla skali, w jakiej mozna ten proces przeprowadzic.

Najwazniejsza metoda rozdzialu mieszaniny racemicznej jest rozdzial kinetyczny
(KR), ktory opiera si¢ na wykorzystaniu roéznicy w szybkosciach reakcji obydwu
enancjomeréw z czynnikiem chiralnym. Takim czynnikiem moze by¢ katalizator
chemiczny (np. kompleks metalu lub chiralny katalizator organiczny) lub biokatalizator

(enzym lub mikroorganizm).

4.1. Rozdzial kinetyczny mieszaniny racemicznej

Rozdzial kinetyczny racematu jest definiowany jako proces, w ktérym dwa
enancjomery racemicznego substratu (S) sa przeksztalcane w produkt (P) z r6znymi

statymi szybkosci reakcji (kg, ks) (Schemat 6)*.

ks >> kg

Schemat 6. Rozdzial kinetyczny racematu

Reakcje rozdzialu kinetycznego moga by¢ katalizowane za pomoca katalizatorow
chemicznych (takich jak kompleksy metali, chiralne organokatalizatory) Iub
biokatalizatorow (enzymy, mkroorganizmy). Najczesciej stosowanymi katalizatorami KR
sa enzymy, ze wzgledu na wysoka enancjoselektywnos¢ i wydajno$¢ proceséw przez nie

katalizowanych.

4.1.1. Enzymatyczny rozdzial kinetyczny

Jak wcze$niej wspomniano, w katalitycznym rozdziale kinetycznym dwa
enancjomery racemicznego substratu reaguja z roznymi stalymi szybkos$ci reakcji,
w obecnos$ci chiralnego katalizatora. Enzymy sa katalizatorami homochiralnymi, wigc

moga przeprowadza¢ reakcje w sposob stercoselektywny. Wiasciwos¢ ta jest

43 Faber, K.; Chem. Eur. J. 2001, 7, 5004-5010.
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wykorzystywana w enzymatycznym rozdziale kinetycznym (EKR) mieszaniny
racemicznej. Enancjselektywno$¢ biokatalizatorow jest konsekwencjg réznicy w energii
aktywacji powstawania stanu przejciowego enzym — enancjomer (S) substratu [ESs]*
i enzym — enancjomer (R) substratu [ESg]* (Wykres 2)**. W reakeji enancjoselektywnej
oba enancjomery substratu (S) i (R) konkurujag o miejsce aktywne enzymu. W zwigzku
z tym, ze otoczenie miejsca aktywnego enzymu jest chiralne, tworza si¢
diastereoizomeryczne kompleksy enzym-substrat [ESs] i [ESg] o réznych wartos$ciach
energii swobodnej (AG) odpowiednich stanéw przejéciowych [ESs]* i [ESz]*. Skutkiem
tego jest roznica w energii aktywacji (AAG*) obu enancjomerycznych substratow, co w

konsekwencji sprawia, iz jeden enancjomer ulega przemianie chemicznej szybciej niz

drugi.
T
A ES

o B
+g 7 [ESsl—=E+Psg t IAAG*
== FoR ESal v

S+ Sr [N / \

/ \ \

\k [ESsI——E + Pg ;.f \‘_ r \
/ E+Sslub E + Sg \
VS ‘.‘f‘l .\\\
AAG = -RT In V—SS =-RT InE L *
R E+Ps E +Pg

gdzie: E — enzym; S, Sg — enancjomery substratu; Ps, Pr — enancjomery produktu, [ESJ*, [ESz]* — stany
przejSciowe reakcji enzymatycznej, vss — szybko$¢é powstawania produktu Pg, ver — szybko$¢ powstawania

produktu Pp

Wykres 2. Rozklad energii dla enancjoselektywnej reakcji enzymatycznej

Im wigksza jest warto$¢ roznicy w energii aktywacji (AAGY), tym wicksza jest
enancjoselektywno$§¢ enzmu E, wyrazana jako stosunek szybkosci reakcji
enancjomerycznych substratow Ssi Sz (odpowiednio vSs 1 vSg). Te warto$ci sa niezwykle
istotne, gdyz wyrazaja one czystos¢ optyczng produktu.

Wazng cechg enzymatycznego rozdziatu kinetycznego dwoch enancjomerdw jest
enancjoselektywno$¢ (E). E jest parametrem bezwymiarowym, niezmiennym w czasie
trwania reakcji i opisuje zalezno$¢ pomigdzy konwersjg substratu (¢) i nadmiarami
enancjomerycznymi substratu (e.e.s) oraz produktu (e.e.p). Pojecie enancjoselektywnosci

zostalo wprowadzone w 1982 r. przez Siha®> na podstawie prac Sharplessa®.

* Gotor, V.; Alfonso, 1.; Garcia-Urdiales, E.; Ed.; Asymmetric Organic Synthesis with Enzymes, Wiley-
VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim 2008.
45 (a) Chen, C.-S.; Fujimoto, Y.; Girdaukas, G.; Sih, C. J.; J. Am. Chem. Soc. 1982, 104, 7294-7299;
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Enancjoselektywno$¢ moze zosta¢ obliczona odpowiednio dla substratu (Rownanie 1) lub

produktu (Rownanie 2).

Roéwnania 1, 2 i 3. Rownania Siha.

In [e.e.p (1 —e.es)]
(e.epte.eg) 3)
[e.e.p (1 +e.e.5)]
(e.epte.eg)

In[(1-c)(1—e.es)] In[1—c(1+e.ep)]

E= a0t tee] ® I~ mi—ci—coep)]

(2) E=
In

Py — P Ss — Sk
—,C.8.c =
P + P, ST Se + S

gdzie:e.e.p =

Powyzsze réwnania nie sa jednak spetnione w przypadku bardzo niskich lub
bardzo wysokich stopni konwersji, gdzie doktadno$¢ pomiaru jest zaklocona. Wowczas
do okreslenia enancjoselektywnos$ci stosuje si¢ Rownanie 3, ktére opisuje zalezno$¢
parametru £ jedynie od nadmiaréw enancjomerycznych, a nie od konwersji. Warto$¢
enancjoselektywnos$ci zalezy od wzoru uzytego do jej obliczenia, dlatego zawsze nalezy
poda¢ metode, ktdra zastosowano w tym celu.

Przyjeto, Ze procesy, dla ktorych warto$¢ enancjoselektywnosci nie przekracza 15,
sa nie do zaakceptowania ze wzgledow praktycznych. Zakres parametru £ w przedziale
15-30 uznaje sie za umiarkowany do dobrego, natomiast, powyzej 30, jako doskonaty™’.
Wartosci £ > 200 nie moze by¢ dokladnie okreslona, ze wzgledu na niedoktadnosé
oznaczenia nadmiaru enancjomerycznego (np. za pomocg HPLC), gdyz w tym zakresie
nawet bardzo male odchylenie e.e.s lub e.e.p powoduje znaczaca zmian¢ wartosci
enancjoselektywnosci.

Mechanizm reakcji enzymatycznej roézni si¢ od klasycznej katalizy. W przypadku
EKR oba enancjomeryczne substraty reaguja z réznymi szybkos$ciami, a stosunek stezen
Sr/Ss 1 Pp/Ps zmienia si¢ w trakcie zachodzenia reakcji i w konsekwencji sktad
enancjomeryczny substratu oraz produktu staje si¢ funkcja stopnia konwersji.

Rysunek 4 przedstawia zalezno$¢ pomigdzy nadmiarem enancjomerycznym substratu
(linia przerywana) i produktu (linia ciggla) a stopniem konwersji dla réznych wartosci
enancjoselektywnos$ci. Wykres pokazuje, iz produkt z najwyzszym nadmiarem
enancjomerycznym mozna uzyska¢ dla konwersji ponizej 50%. Przekroczenie tej

warto$ci prowadzi do znacznego obnizenia e.e. produktu. Odmiennie przedstawia si¢

(b) Chen, C.-S.; Wu, S.-H..; Girdaukas, G.; Sih, C. J.; J. Am. Chem. Soc. 1987, 109, 2812-2817.

¢ Martin, V. S.; Woodard, S. S.; Katsuki, T.; Yamada, Y.; Ikeda, M.; Sharpless, K. B.; J. Am. Chem. Soc.
1981, 103, 6237-6240.

7 Faber, K.; Biotransformations in Organic Chemistry, 6™ ed., Springer — Verlag, Berlin Heidelberg, 2011.
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sytuacja dla substratu, gdzie przekroczenie 50% konwersji przyczynia si¢ do wzrostu

czystosci optycznej substratu (Rysunek 4).

e.e. [Yo]

E=20 ’

/ \ / Produkt
g /
7 \ 7
/ = = = Substrat
E=2 /4 /’
\ P d
7 -~
/7 -~
/’ - - N
la .
0 50 100

Konwersja [%o]

Rysunek 4. Zalezno$¢ czystosci optycznej (e.e.s; e.¢.p) od konwersji

W idealnym rozdziale kinetycznym, jeden z enancjomerow substratu ulega
przeksztalceniu w oczekiwany produkt, podczas gdy drugi pozostaje niezmieniony.
Powoduje to zatrzymanie reakcji przy konwersji 50%, w wyniku czego otrzymywany jest
zarbwno substrat, jak 1 produkt w postaci enancjomerycznie czystej. Jednakze,
w wigkszosci przypadkow, réznica pomiedzy statymi szybko$ciami reakcji dwoch
enancjomerdw nie jest wystarczajaco duza, wigc aby otrzymac¢ produkt z wysoka

enancjoselektywnos$cia, nalezy zatrzymac reakcj¢ przy konwersji nizszej niz 50%.

4.1.1.1. Mechanizm reakcji enzymatycznej estryfikacji

Enzymy s3 grupa katalizator6w odgrywajacych najwigksza role w rozdziale
kinetycznym. Sposrod nich, najwazniejsze zastosowanie syntetyczne majg biokatalizatory
nalezace do klasy hydrolaz: lipazy, esterazy, amidazy i proteazy. W EKR katalizatory te
stosowane s3 do otrzymywania optycznie czystych alkoholi, estrow, aminokwasow
1 amidow.

Hydrolazy (EC 3) sa klasag enzymow katalizujacych reakcje rozpadu wigzan

chemicznych z udzialem czasteczki wody™. Charakteryzuja sic one szeroka

* Bornscheuer, U. T.; Kazlauskas, R. J.; Hydrolases in Organic Synthesis: Regio- and Stereoselective
Biotransformations, 2" ed., Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim 2006.

22

http://rcin.org.pl



specyficznos$cig substratowa, co czyni je atrakcyjnymi dla syntezy organicznej. Enzymy
te czesto wykazuja takze wysoka stereoselektywno$¢, nawet w stosunku do
nienaturalnych substratoéw. Ponadto, poza hydroliza, hydrolazy katalizuja wiele roznych
reakcji, takich jak kondensacja czy alkoholiza. Wazng ich cecha jako reagentow
chemicznych jest takze to, iz s3 komercyjnie dostepne, nie wymagaja kofaktorow oraz
wykazuja stabilno$¢ w rozpuszczalnikach organicznych. Sposrdd hydrolaz, lipazy
najczesciej znajduja zastosowanie w enzymatycznym rozdziale kinetycznym.

Z mechanistycznego punktu widzenia, lipazy, esterazy i proteazy wykazuja
podobny mechanizm dziatania®®. Triada katalityczna centrum aktywnego wielu lipaz
zbudowana jest z kwasu asparaginowego (lub glutaminowego), histydyny i seryny.
Przyktadowy mechanizm reakcji hydrolizy/estryfikacji katalizowanej przez lipazg B

z Candida antarctica przedstawiono na Schemacie 7.

@
Asp187 o /'?\\Sp187 RIO\(’)/R2
0©0 O seros R1O)J\R2 020 o
II-I\NRN — > 'I'"N/SN Ser'05
v ) =
o His?%4 His?%4
oAoge
RBJ\R4
R3 o o
187 187
by Ru\oJO( © by Ry o R
000 o . ~00 b Serl®
H\N/SN/ \Ser105 /_\ |I_|\N/§N
— —
R'OH j)\H >)
His224 R3 R4 His224

Schemat 7. Mechanizm reakcji hydrolizy/estryfikacji katalizowanej przez lipaz¢ B z Candida antarctica

4 Fersht, A.; Enzyme Structure and Mechanism, 2" ed., H Freeman & Co, New York 1985.
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Reakcje hydrolizy/estryfikacji katalizowane przez lipazy moga by¢ opisane za
pomoca mechanizmu typu ping-pong bi bi,>® ktéry opisuje dwu-substratowa, dwu-
produktows reakcje enzymatyczna®'. W pierwszym etapie nastepuje zwiazanie substratu
z grupami funkcyjnymi tancuchéw bocznych aminokwaséw, znajdujacych si¢ w centrum
aktywnym enzymu — tworzy si¢ tetraedryczny stan przejsciowy — kompleks enzym-
substrat [ES]. Nastepnie, w wyniku odlaczenia czasteczki nukleofila R'OH powstaje
produkt posredni — acylowany enzym. W kolejnym etapie zostaje zwigzany drugi substrat
— czasteczka alkoholu, w wyniku czego powstaje tetraedryczny stan przejSciowy —
kompleks enzym — produkt [EP]. W efekcie nastepuje uwolnienie produktu z centrum
aktywnego 1 regeneracja enzymu. Jednak nie jest to jedyny sposob dziatania enzymow.
Zdarza sig¢, iz nie wszystkie aminokwasy triady kataliztycznej biorg udziat w reakcji.
Pytaniem otwartym jest kwastia efektywnos$ci katalitycznej hydrolaz, ktéra moze si¢

egzemplifikowaé w szeregu réznych typach reakcji.

4.1.1.2. Promiskuityzm hydrolaz

Jak uprzednio wspomniano, enzymy checuje szeroka specyficzno$¢ substratowa,
czesto katalizuja one reakcje tzw. nienaturalnych substratéw. Na poczatku sadzono, iz
wlasciwo$¢ ta dotyczy zalednie kilku biokatalizatorow, jednak okazalo sig, iz jest to
cecha wickszosci enzymow™>. Wiasciwos¢ ta nazwano promiskuityzmem enzymow
1 zdefiniowano jako zdolno$¢ biokatalizatoréw do katalizowania dodatkowych procesow,
réznigcych sie od naturalnych dla nich reakcji chemicznych™. Promiskuityzm enzymow
mozna podzieli¢ na trzy glowne klasy: promiskuityzm warunkéw reakcji (zdolnos¢ do
katalizowania reakcji w warunkach nienaturalnych — §rodowsko bezwodne, ekstremalna
temperatura czy pH), promiskuityzm substratowy (wykorzystanie wielu roéznych
substratow do tego samego typu reakcji chemicznej) i katalityczny (zdolno$¢ enzymow
do katalizowania réznych typoéw przeksztalcen chemicznych)™. Promiskuityzm

katalityczny moze by¢ przypadkowy, czyli katalizowany przez dziki typ enzymu lub

> Anthonsen, H. W.; Hoff, B. H.; Anthosen, T.; Tetrahedron: Asymmetry 1996, 7, 2633-2638.

*! Drauz, K.; Waldmann, H.; ed.; Enzyme Catalysis in Organic Synthesis, 2™ ed., Wiley-VCH Verlag
GmbH, Weinheim 2002.

32 (a) O’Brian, P. J.; Herschlag, D.; Chem. Biol. 1999, 6, 91 — 105; (b) Copley, S. D.; Curr. Opin. Chem.
Biol. 2003, 7, 265-272.

>3 Kapoor, M.; Gupta, M. N.; Proc. Biochem. 2012, 47, 555-569.

> Hult, K.; Berglund, P.; Trends Biotechnol. 2007, 25, 231-238.
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indukowany — wywolany przez mutacje enzymu. Wigkszo$¢ z reakcji promiskuitycznych
moze by¢ uzyteczna w syntezie organicznej” .

Enzymami, ktore byly najszerzej badane pod wzgledem promiskuityzmu sg
lipazy. Nalezg one do grupy hydrolaz, a wigc naturalnie katalizuja reakcje hydrolizy
thuszczow. Katalizatory te wykorzystywane sa rowniez w reakcji estryfikacji, acydolizy
czy alkoholizy. Wiele z lipaz katalizuje reakcje promiskuityczne, takie jak: tworzenie
wigzan wegiel — wegiel, wegiel — heteroatom, heteroatom — heteroatom oraz procesy
utleniania. Jedna z najwazniejszych transformacji w syntezie organiczniej jest tworzenie
wigzania C-C. Zazwyczaj tego typu przeksztalcenia byly wykonywane za pomoca
aldolaz. Okazalo si¢ jednakze, ze lipazy rowniez moga katalizowaé takie reakcje™.

Jednym z przyktadoéw reakcji, ktore nie sg naturalnie katalizowane przez lipazy,
jest addycja Michaela. Prof. Gotor opisat addycje¢ amin drugorzedowych do akrylonitrylu
w obecnosci lipazy B z Candida antarctica (CAL-B), w wyniku czego powstawat addukt
Michaela (Schemat 8)*’. Reakcja w obecnosci biokatalizatora zachodzita nawet do 100
razy szybciej niz bez jego udziatu. Przeprowadzono takze reakcj¢ ze zdenaturowanym
enzymem, otrzymujac wynik identyczny jak w przypadku procesu niekatalizowanego, co
pozwala wnioskowaé, iz trzeciorzedowa struktura biokatalizatora jest niezbedna do

przeprowadzenia tej reakcji.
CAL-B CN
E:NH + ZCN —— N—/_

Schemat 8. Addycja Michaela katalizowana za pomoca lipaz

W zwigzku z otrzymanymi wynikami, autorzy zaproponowali mechanizm nowe;j
reakcji  (Schemat 9). Zaklada on wykorzystanie tzw. ,luki oksyanionowej”
w enzymie, ktora podobnie jak standardowy katalizator reakcji Michaela — kwas Lewisa,
przenosi proton z nukleofilowego donora Michaela na wegiel polozony w pozycji
a w akceptorze Michaela. W miejscu aktywnym hydrolaz serynowych obie omawiane
czasteczki sa potozone bardzo blisko siebie. Zaproponowany mechanizm zaktada, iz
w pierwszym etapie nastgpuje zwigzanie akceptora Michaela (acetonitryl) w miejscu

aktywnym enzymu. Oddzialywania nitrylu z lukg oksyanionowa powoduje wzrost jego

> Bornscheuer, U. T.; Kazlauskas, R. J.; Angew. Chem. Int. Ed. 2004, 43, 6032-6040.
°% Kapoor, M.; Gupta, M. N.; Proc. Biochem. 2012, 47, 555-569.
" Torre, O.; Alfonso, 1.; Gotor, V.; Chem. Commun. 2004, 1724-1725.
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elektrofilowosci. Nastgpnie zostaje przytaczony nukleofil, w wyniku czego powstaje

zwitterjon, ktory jest stabilizowany zaréwno przez luke oksyanionowa, jak i przez pare

histydyna — kwas asparaginowy (His-Asp). Para His-Asp katalizuje przeniesienie protonu

z nukleofila na wegiel a akrylonitrylu. W kolejnym etapie nowy akceptor Michaela ulega

przeksztatceniu w koncowy produkt. Mimo iz w centrum aktywnym wystgpuje seryna,

ten aminokwas nie bierze udzialu w omawianej reakcji.

oksyanionowa

T

L Ny © 7 @ N4
jN H. ng N H\O/gw
Asp | His Asp a
/\/CN
/\CN* CN
CHD T
H\ .'I ,H H\@ H
N N
C C
N  N=\ 0 C——H EN=
@ § N\H-%J%w s N=H- 8
His Asp B His Asp

Schemat 9. Proponowany mechanizm addycji Michaela katalizowanej za pomocg lipaz

Tego typu mechanizm zostal takze zaobserwowany w przypadku innych reakcji

katalizowanych przez lipazy,

Markovnikowa> .

takich jak: kondensacja aldolowa™

czy addycja

¥ Li, C.; Feng, X.-W.; Wang, N.; Zhou, Y.-J.; Yu, X.-Q.; Green Chem. 2008, 10, 616-618.
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4.1.1.3. Hydroliza enzymatyczna jako metoda EKR estrow

Jak wcze$niej wspomniano, hydrolazy sa klasa enzymoéw najczgsciej stosowanych
w reakcjach enzymatycznego rozdziatu kinetycznego. Rozdzial racematu katalizowany
lipazami stanowi jedng z najbardziej atrakcyjnych metod otrzymywania zwigzkéw
enancjomerycznie czystych. Wigkszo$¢ tych katalizatorow charakteryzuje si¢ wysoka
enancjoselektywno$cia, co czyni je wyjatkowo przydatnymi w syntezie zwigzkow
chiralnych.

Zastosowanie enzyméw do rozdzialu kinetycznego racematu ma swoéj poczatek
w 1903 roku®. Wowczas to uzyto lipazy z watroby éwinskiej (PLL) do rozdziatu
racemicznych estrow kwasu migdalowego (Schemat 10). Estry etylowe poddano
czg¢Sciowej  hydrolizie enzymatycznej, otrzymujac optycznie czynne kwas
a-hydroksyfenylooctowy 4.24 (prawoskretny) oraz nieprzereagowany ester 4.23
(lewoskretny). Natomiast w przypadku catkowitej hydrolizy, uzyskany kwas migdatowy

nie skrecat plaszezyzny swiatla spolaryzowanego.

o PLL, 36°C 4 on
OBt =5 OH OBt Eon
0 0 0
rac-4.23 (R)-(+)-4.24 (S)-(-)-4.23

Schemat 10. EKR estrow kwasu migdatowego

Kwas o najwyzszej czystosci optycznej (e.e. = 38.3%) zostal otrzymany po
zhydrolizowaniu zaledwie 5% substratu. Wraz z post¢gpem hydrolizy estru 4.23, malata
zawarto$¢ enancjomeru (R) kwasu 4.24 w koncowym produkcie. Szybkos$¢ hydrolizy
estrow kwasu migdatowego o konfiguracji (R) byla wigksza niz estrow o konfiguracji
(S), w zwiazku z czym substancje te ulegalyrozdzialowi kinetycznemu przy uzyciu lipazy
PLL.

Wyniki pierwszej opisanej enancjoselektwnej hydrolizy enzymatycznej nie
speliaja warunkéw dobrego rozdziatu kinetycznego, jednak daty one podstawe kolejnym

badaniom nad rozwojem tej metody.

39 Wu, W.-B. Wang, N.; Xu, J.-M.; Wu Q.; Lin, X.-F.; Chem. Commun. 2005, 2348-2350.
% Dakin, H. D.; J. Phisiol. 1903, 30, 253-263.
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Nowsze badania nad EKR racemicznych estrow pozwalaja uzyska¢ produkty
reakcji z wysokimi nadmiarami enancjomerycznymi. Przykladem moze by¢ hydroliza
racemicznych estrow metylowych kwasu a-hydroksyfenylooctowego (4.25), za pomoca

immobilizowanej lipazy B z Candida antarctica (CAL-B) (Schemat 11)°'.

o H,O, pH 7, 25°C §H oH
OMe _22.PO7 OH " _OMe , .o
CALB
o o o
rac-4.25 (R)-4.24 (S)-4.25

Schemat 11. ERK estrow kwasu migdatowego za pomoca immobilizowanej CAL-B

Do rozdziatu kinetycznego uzyto lipazy immobilizowanej na szesciu réznych zlozach,
reakcje prowadzono w warunkach wodnych przy pH 7, w temperaturze 25°C. Reakcje
zatrzymywano przy ok. 10% hydrolizie substratu.

W przypadku wszystkich zastosowanych pochodnych lipazy CAL-B otrzymano produkt
o konfiguracji (R). W zaleznosci od uzytego enzymu, wartosci enancjoselektywnosci
r6znily si¢ znaczaco (E = 7.4 — 74). Powyzsze dane wskazujg jak wazny jest odpowiedni

dobor katalizatora dla reakcji enzymatycznego rozdziatu kinetycznego.

4.1.1.4. Enzymatyczna transestryfikacja jako metoda EKR alkoholi

Duzy postgp w rozwoju badan nad ERK mialo wprowadzenie rozpuszczalnikow
organicznych jako medium reakcyjnego. Jak wczes$niej wspomniano, hydrolazy,
a zwlaszcza lipazy sg aktywne w rozpuszczalnikach organicznych. Woda nie jest dobrym
rozpuszczalnikiem dla wigkszosci zwigzkéw organicznych, co ograniczato dostepnos¢
substratowa dla enzymatycznego rozdziatu kinetycznego. Zmiana medium reakcyjnego
umozliwila wprowadzenie reakcji estryfikacji i1 transestryfikacji, ktora jest obecnie
dominujaca metoda w rozdziale kinetycznym. W obecnos$ci odpowiedniego donora grupy
acylowej, enzymu, rozpuszczalnika i w optymalnej temperaturze, jeden enancjomer
mieszaniny racemicznej moze by¢ selektywnie przeksztalcony w odpowiedni ester,
podczas gdy drugi niereaktywny enancjomer pozostaje niezmieniony. Bardzo wazne jest,

by tak dobra¢ donor grupy acylowej, aby reakcja transestryfikacji byta nieodwracalna.

1 palomo, J. M.; Fernandez-Lorente, G.; Mateo, C.; Fuentes, M.; Fernandez-Lafuente, R.; Guisan, J. M.;
Tetrahedron: Asymmetry 2002, 13, 1337-1345.
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Substratami dla rozdzialu kinetycznego za pomocag reakcji transestryfikacji sa
najczgsciej chiralne alkohole drugorzedowe. ERK homochiralnych alkoholi
pierwszorzgdowych jest trudny do przeprowadzenia ze wzgledu na niska
enancjoselektywno$¢ lipaz w kierunku tych substratow. Najbardziej efektywnym
enzymem, wykazujacym wysoka selektywno$¢ dla szerokiej gamy alkoholi
pierwszorzedowych jest lipaza z Pseudomonas capacia (PCL)*. Przeprowadzono
badania nad enancjoselektywnoscig tego enzymu dla alkoholi pierwszorzedowych
podstawionych w pozycji 2. grupa metylowa, uzywajac octanu winylu jako donora
w reakcji transestryfikacji i eteru fert-butylowo-metylowego jako rozpuszczalnika

(Schemat 12)%.

(0]
207 :
R\/g\/OH PCL R_A~_OAc” R\/k/OH
(R,S)-4.26 (S)4.27 (R)-4.26
4.27a:R = @ - 4.27d: R\=/S:\> - 4.27¢:R = Q -
/ —
42% wyd., 98%e.e., 39% wyd., 95%e.e., 41% wyd., 82%e.e.,
E =170 E =75 E =18
O D
4.27b: R = S 4.27¢:R = « 4.27h: R = O
al
40% wyd., 97%e.e., 41% wyd., 97%e.e., 39% wyd., 83%e.e.,
E =144 E =90 E =18
4.27c:R = s 427f:R = -
\/\ll/\/) [ ©\
OCH;
44% wyd., 99%e.e., 41% wyd., 94%e.e.,
E =300 E =67

Schemat 12. Transestryfikacja alkoholi I-rzegdowych za pomoca octanu winylu katalizowana PSL

Sposrod  wszystkich testowanych substratow najlepsze wyniki pod wzgledem
enancjoselektywnos$ci i wydajno$ci zostaly uzyskane dla rozdzialu kinetycznego
3-arylo-2-metylopropan-1-oli (4.26 a-f) — enancjoselektywno$¢ oscylowala w granicach
67-300, natomiast wartosci £ w przypadku rozdziatu alkoholi podstawionych grupami
cykloalkilowymi (4.26 g-h) byly stosunkowo niskie (£ = 18). Rdznica pomigdzy

62 Genter, C.; Schmid, D. R.; Pleiss, J.; Colloids Surf. B: Bioinerfaces 2002, 26, 57-66.
% Nordin, O.; Nguyen, B. V.; Vorde, C.; Hedenstrom, E.; Hogberg, H. E.; J. Chem. Soc.; Perkin Transl,
2000, 367-376.
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substratami zawierajagcymi podstawniki arylowe i cylkoalkilowe wskazuje na to, ze
uklady aromatyczne oddziatuja z enzymami w sposob uprzywilejowany.

Jak  uprzednio wspomniano, alkohole drugorzedowe sa najbardziej
rozpowszechnionymi substratami w reakcjach enzymatycznego rozdziatu kinetycznego
katalizowanego lipazami. Powodem tej popularnosci jest ich ogromne znaczenie
w syntezie organicznej, jak réwniez to, ze lipazy zazwyczaj wykazuja duzo wigksza
enancjoselektywno§¢ w reakcjach alkoholi drugorzedowych w pordwnaniu z pierwszo-
i trzeciorzedowymi.

Przyktadem moze by¢ transestryfikacja 1-fenyloetanolu (4.28) z udziatem lipazy
z kietkéw pszenicy (Wheat germ lipase WGL)®*. Zbadano wplyw donora grupy acylowej

i rozpuszczalnika na enancjoselektywnos$¢ reakcji (Schemat 13).

OH 2 OAc OH
/\O R T
WGL * ©/\
rac-4.28 (S)-4.29 (R)-4.28

Schemat 13. ERK 1-fenyloetanolu katalizowany lipaza z kietkéw pszenicy

Do enzymatycznego rozdzialu kinetycznego uzyto czterech donorow grupy acylowe;j
(octan winylu, maslan winylu, kapronian winylu i oktanian winylu) oraz czterech
rozpuszczalnikow o rdéznej polarnosci (toluen, i-oktan, eter izopropylowy,
n-heksan). Reakcje prowadzono w temperaturze 40°C przez 72 godziny. Najlepszym
medium organicznym dla reakcji transestryfikacji 1-fenyloetanolu (4.28) octanem winylu
katalizowanej przez lipaz¢ z kietkdw pszenicy (WGL) okazat si¢ n-heksan (¢ = 27%,
ee. >99%). W przypadku pozostalych rozpuszczalnikow nie zaobserwowano
powstawania produktu (toluen, i-oktan) lub produkt powstawat
w niewielkiej ilosci (eter izopropylowy) (c = 4%, e.e. >99%).

Najczgsciej uzywanymi donorami dla procesOw enzymatycznej transestryfikacji sa estry
winylowe ze wzgledu na nieodwracalno$¢ reakcji z ich udzialem. Diugo$¢ tancucha
donora grupy acylowej wptywa na konwersje oraz na enancjoselektywno$¢ rozdziatu

kinetycznego. Wszystkie zastosowane donory prezentuja zblizony wptyw na konwersje

% Xia, X.; Wang, Y.-H.; Yang, B.; Wang, X.; Biotechnol. Lett. 2009, 31, 83-87.
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substratu (¢ = 27-32%), jednak najlepszy wynik uzyskano dla maslanu winylu (¢ = 32%,
E >200). Przyktad ten ukazuje, jak wazna jest optymalizacja procesu EKR.

Podje¢to takze proby rozdziatu kinetycznego alkoholi trzeciorzedowych. Tylko
nieliczne hydrolazy wykazuja katalityczng aktywno$¢ w kierunku tych zwigzkow.
Glownym utrudnieniem w tym przypadku jest wystepowanie ubocznych sterycznych
oddziatywan alkoholi trzeciorzgdowych. Jednym =z przykltadow enzymatycznego
rozdziatu kinetycznego tego typu substratow  jest transestryfikacja
2-fenylo-3-but-3-yn-2-olu (4.30) przy udziale lipazy A z Candida atratctica (CAL-A)
(Schemat 14)*. Jako donora grupy acylowej uzyto octanu winylu, reakcje prowadzono
w izooktanie, w temperaturze 20°C przez 48 godzin. Jak pokazano na Schemacie 14,
uzyskano acylowany produkt 4.31 o konfiguracji (R) z wydajnoscia 21% i 95%
nadmiarem enancjomerycznym. Enancjoselektywno$¢ reakcji wynosi 49, a wigc jest duzo

nizsza niz w przypadku alkoholi drugorzedowych.

OH i \OAc OH
. 0 N N
N T CALA N N
rac-4.30 (R)-4.31 (S)-4.30

21% wyd., 95% e.e.,
E=49

Schemat 14. EKR alkoholi 3-rzedowych

4.1.1.5. Klasyczna enzymatyczna estryfikacja racemicznych kwasow

karboksylowych

Enzymatyczna estryfikacja moze by¢ roéwniez wykorzystana jako metoda
rozdziatu racemicznych kwasow karboksylowych. Wiele zwigzkow z tej klasy stanowi
substraty do syntezy farmaceutykow, dlatego tez bardzo wazne jest rozwijanie metod
pozwalajacych na otrzymywanie ich w postaci enancjomerycznie czystej. Enzymatyczny
rozdziat kinetyczny racemicznych kwaséw karboksylowych jest reakcja rzadko spotykang
w syntezie organicznej. Przyktadem tego typu EKR jest rozdzial racemicznego ketorolacu

(Toradol™) (4.32), niesteroidowego leku przeciwzapalnego. Biologiczna aktywno$é

%5 Krishna, S. H.; Persson, M.; Bornscheuer, U. T.; Tetrahedron: Asymmetry 2002, 13, 2693-2696.
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posiada tylko enancjomer (S) Toradolu, natomiast izomer (R) jest nieaktywny®.
Racemiczny ketorolac (4.32) poddano enzymatycznej estryfikacji alkoholami o réznej
dhugosci tancucha, stosujac lipaze B z Candida antarctica (CAL-B) jako biokatalizator
i dichlorometan (DCM) jako rozpuszczalnik (Schemat 15)°.

0
[\ o ROH.CALB_ AL
N "DCM. 34°C
o
rac-4.32 R)-4.33 S)-4.32

Schemat 15. Estryfikacja ketorolacu réznymi alkoholami za pomoca CAL-B

Dla wszystkich testowanych donoréw uzyskano produkt o konfiguracji (R).
Wigkszo$¢ sprawdzanych alkoholi pozwolita na otrzymanie produktu z bardzo wysoka
enancjoselektywnos$cia (£ > 150, sposrdd nich najlepsze rezultaty uzyskano dla etanolu,
I-butanolu i I-tetradodekanolu (£ > 200). Stosunkowo niska enancjoselektywnos¢
cechuje reakcje, w ktorych zastosowano 2-chloroetanol (£ = 21), alkohol benzylowy
(E = 14) 1 i-propanol (E = 21). W przypadku enzymatycznego rozdziatu kinetycznego za
pomoca reakcji estryfikacji bardzo waznym czynnikiem jest dobor odpowiedniego donora

grupy alkoksylowe;.

4.1.1.6. Zastosowanie ortoestrOw w enzymatycznym rozdziale

kinetycznym kwasow karboksylowych

Jak uprzednio wspomniano, jednym z kluczowych elementéw w badaniach nad
enzymatyczng estryfikacja jest wybor odpowiedniego donora grupy alkoksylowe;.
Najczesciej w tej roli wystepuja podstawowe substraty stosowane dla reakceji estryfikacji,
czyli alkohole. Jednakze zwiazki te nie zawsze pozwalaja uzyska¢ dobry rozdzial
kinetyczny, poniewaz procesy z ich udzialem sa odwracalne. Woda powstajaca w reakcji
estryfikacji przy wysokim stopniu konwersji, sprzyja hydrolizie enancjomeru
preferowanego przez lipazy, a w konsekwencji powoduje obnizenie czystosci optycznej
powstajacego estru 1 nieprzereagowanego kwasu. W zwigzku z tym, ze ten sam

enancjomer szybciej ulega przemianie w obu typach reakcji — estryfikacji oraz odwrotne;j

66 Mroszczak, E.; Comb, D.; Chaplin, M.; Tsina, I.; Tarnowski, T.; Rocha, C.; Tam, Y.; Boyd, A.; Young,
J.; Depass, L.; J. Clin. Pharmacol. 1996, 36, 521-539.
7 Kim, Y.H.; Cheong, C. S.; Lee, S. H.; Kim, K. S.; Tetrahedron: Asymmetry 2001, 12, 1865-1869.
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do niej hydrolizie, czysto§¢ optyczna nieprzereagowanego substratu gwattownie spada,
gdy konwersja przekracza 50%. W przypadku enzymatycznego rozdziatu kinetycznego
racemicznych kwasow karboksylowych niezwykle istotne jest zmniejszenie udzialu
reakcji odwracalnej, poprzez utrzymywanie zawartosci wody na niskim poziomie. Moze
by¢ to osiagnigte za pomoca metod fizycznych (takich jak stosowanie sit molekularnych,
sorpcja wody na membranie polimerowej itp.) lub chemicznych. Sposoby fizyczne
posiadaja szereg wad oraz ograniczen aplikacyjnych, stad metody chemiczne wydaja si¢
by¢ duzo bardziej atrakcyjne.

Jedna z nich jest wprowadzenie do medium reakcyjnego ortoestow. Ortoestry
znalazty zastosowanie w enzymatycznym rozdziale kinetycznym w celu zapewnienia
nieodwracalnosci reakcji estryfikacji kwasow karboksylowych alkoholami. W 2001 roku
grupa Nicolosi opublikowata badania nad rozdzialem racemicznych kwasow
karboksylowych za pomoca reakcji estryfikacji z dodatkiem ortoestrow®. Naukowcy
stwierdzili, iz dodatek ortoestru przesuwa rownowage reakcji w kierunku tworzacego si¢
estru, poniewaz woda powstajaca w reakcji estryfikacji jest zuzywana do hydrolizy
ortoestru. W omawianej pracy jako substraty modelowe zostaly uzyte racemiczne
flurbiprofen (4.34) 1 kwas 2-metylowalerianowy (4.36). Zwigzki te poddano
enzymatycznej estryfikacji alkoholami z dodatkiem ortomrowczanéw trialkilowych

(TROF) (Schemat 16).

COOH COOR COOH
TROF, ROH
+
O F Novozym, MeCN, 45°C O = O F
) )

rac-4.34 (R)-4.35 (S)-4.34

/\/g\ TROF, ROH : /\/L
+
~"CooR COOH

COOH ' CRL. heksan 45°C

rac-4.36 (S)-4.37 (R)-4.36

Schemat 16. Enzymatyczna estryfikacja flurbiprofenu i kwasu 2-metylowalerianowego

Przetestowano nast¢pujace ortomrowczany: trimetylu (TMOF), trietylu (TEOF),
tripropylu  (TPOF) i tributylu (TBOF). Flurbiprofen (4.34) poddano estryfikacji

w acetonitrylu w obecnosci immobilizowanej lipazy B z Candida antarctica (Novozym),

% Morrone, R.; Piattelli, M.; Nicolosi, G.; Eur. J. Org. Chem. 2001, 1441-1443.
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natomiast kwas 2-metylowalerianowy (4.36) — w heksanie w obecnosci lipazy z Candida
rugosa (CRL). Reakcje estryfikacji alkoholami przeprowadzono z i bez dodatku
odpowiednich ortomréwczandw. W przypadku klasycznej estryfikacji (bez ortoestru)
kwasu 4.34 otrzymano nieprzereagowany substrat z 80 — 85% nadmiarem
enancjomerycznym po okoto 40 godzinach, natomiast w miar¢ wydtuzania czasu reakcji
nadmiar enancjomeryczny spadal. Natomiast, gdy w medium reakcyjnym obecne byly
ortoestry, wartosci e.e. wzrastaly nawet po wydlizeniu czasu reakcji (a tym samym
wzro$cie konwersji). W przypadku wszystkich przebadanych ortomréwczandéw po 140
godzinach inkubacji otrzymano kwas 4.34 z wydajnoscia 60 — 70% 1 95 — 98%
nadmiarem enancjomerycznym. Wyniki otrzymane dla kwasu 2-metylowalerianowego
(4.36) byly podobne jak w przypadku flurbiprofenu (4.34) dla obu typoéw reakcji.
Najlepszy rozdzial kinetyczny badanych kwasow uzyskano, gdy dodano ortomréwczan
tributylu do reakcji. Warto$ci konwersji i nadmiaru enancjomerycznego wynosity
odpowiednio: 65% 1 97% dla flurbiprofenu (4.34) oraz 70% i >98% dla kwasu
2-metylowaleroianowego (4.36). Ortoestry zastosowane w rozdziale kinetycznym
kwasow karboksylowych minimalizuja niepozadany wptyw wody tworzacej si¢ w czasie
reakcji. Woda wptywa negatywnie nie tylko na stan roéwnowagi reakcji, lecz takze na
czysto$¢ optyczng nieprzereagowanego substratu, ktéra nie moze ulec podwyzszeniu
poprzez zwykte wydtuzenie konwersji. Ortomréwczany wigza wode w czasie hydrolizy
1 tym samym zapobiegaja reakcji odwracalne;.

Innymi zwigzkami chemicznymi zapewniajagcymi utrzymanie wody na niskim
poziomie podczas enzymatycznej estryfikacji sa weglany dialkilowe® i acetylooctany
alkilowe™. Substancje te, podobnie jak ortoestry, zuzywaja powstajaca w czasie
estryfikacji czasteczke wody do hydrolizy, zapewniajac nieodwracalno$¢ reakcji

enzymatycznej.

4.2. Dynamiczny rozdzial kinetyczny mieszaniny racemicznej

% Morrone, R.; D’ Antona, N.; Lambusta, D.; Nicolosi, G.; J. Mol. Catal. B: Enzymatic 2010, 65, 49-51.
7 Jeromin, G. E.; Zoor, A.; Biotechnol. Lett. 2008, 30, 925-928.
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Pomimo rozwoju badan nad opracowaniem wydajnego rozdzialu kinetycznego
1 uzyskiwaniem coraz lepszych parametrow tej reakcji (wydajno$é, nadmiar
enancjomeryczny, enancjoselektywnos¢), ograniczeniem nie do przezwycig¢zenia jest
meksymalnie 50% teoretyczna wydajno$¢ tego procesu. Aby otrzymaé pozadany
enancjomer z wicksza wydajno$cia, niezbgdne jest wykonanie dodatkowych przemian,
takich jak izolacja, racemizacja i recykling niechcianego izomeru. Ta bariera rozdziatu
kinetycznego moze by¢ jednak przezwyci¢zona poprzez wprowadzenie do reakcji
katalizatora zapewniajacego racemizacj¢ substratu podczas rozdzialu. Woéwcezas taki
proces jest nazywany dynamicznym rozdzialem kinetycznym (DKR). Zaleta tej metody
jest to, iz caty substrat moze ulec przemianie w optycznie czysty produkt. Dynamiczny
rozdziat kinetyczny jest potaczeniem rozdziatu kinetycznego z racemizacjg in situ dwoch
enancjomeréw (Schemat 17)"'. Poprzez ciagle utrzymywanie dwoch enancjomerow
w rownowadze, szybciej reagujacy enancjomer nigdy nie bgdzie usuniety z mieszaniny

reakcyjnej.

Schemat 17. Dynamiczny rozdziat kinetyczny

W celu uzyskania dobrego dynamicznego rozdziatu kinetycznego musza zostaé
spelnione nastgpujace warunki: rozdziat kinetyczny musi by¢ wydajny (ks >> kg), stata
szybkosci racemizacji k.. musi by¢ rdwna lub wigksza niz stala szybkosci przemiany
szybciej reagujacego enancjomeru (np. ks, k. > ks). Jednakze w sytuacji, gdy warto$¢
enancjoselektywnos$ci E jest bardzo wysoka, k.. moze by¢ mniejsza niz ks. We
wszystkich przypadkach stala racemizacji musi by¢ wigksza niz stala szybkosci
przemiany drugiego enancjomeru (kz)'>. Bardzo wazne jest, aby procesy rozdziatu
kinetycznego i racemizacji byly kompatybilne. Nalezy tak dobra¢ srodowisko, aby nie

zachodzita racemizacja produktu.

" Pamies, O.; Backvall, J.-E.; Chem. Rev. 2003, 103, 3247-3261.
2 Huerta, F. F.; Minidis, A. B. E.; Backvall, J.-E.; Chem. Soc. Rev. 2001, 30, 321-331.
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Racemizacja substratu moze zosta¢ przeprowadzona za pomoca metod
chemicznych, biokatalitycznych, a nawet spontanicznie. Termodynamicznie jest to proces
faworyzowany, wywotlywany wzrostem entropii powodowanym mieszaniem si¢ dwoch
enancjomerow. Racemizacj¢ mozna sklasyfikowa¢ w zaleznosci od metody na
racemizacj¢ termiczng, racemizacj¢ katalizowang zasadowo, racemizacje katalizowang
kwasowo, racemizacje poprzez tworzenie zasad Schiffa, racemizacj¢ katalizowang
enzymatycznie, racemizacje poprzez reakcje redoks i reakcje rodnikowe’. Sposréd
powyzszych metod, w DKR mogg zosta¢ zastosowane tylko te metody, ktére zachodza
jednoetapowo w lagodnych warunkach. Rozdziat kinetyczny natomiast moze odbywac si¢
z zastosowaniem katalizatorow stosowanych w klasycznym KR.

Dynamiczny rozdzial kinetyczny jest stosunkowa nowa metoda otrzymywania
zwigzkoéw optycznie czystych. Pierwszy przyktad tego typu reakcji zostat opisany w 1989
roku przez Prof. Noyori (Schemat 18).*

RuBr,[(R)-BINAP]
OMe H - OMe
2
NHAc NHAc

(S)-4.38 (2S, 3R)-4.39 OO
PPh,
PPh,

O O OH O OO

M, RuBrAUR)-BINAP) A (R)-BINAP

E H H
NHAC 2 NHAC
(R)-4.38 (2R, 3R)-4.39

Schemat 18. Pierwsze zastosowanie DKR

Podstawiony w pozycji 2. B-ketoester 4.38 ulega szybkiej racemizacji poprzez tautomeri¢
keto-enolowa. W warunkach stereoselektywnego uwodornienia katalizowanego przez
kompleks rutenu z 2,2’-bis(difenylofosfino)-1,1’-binaftylem (BINAP)
(RuBr;[(R)-BINAP]) w dichlorometanie racemiczny zwiazek 4.38 ulega przemianie
w zabezpieczong L-treoning (2S,3R)-4.39 (98% e.e.) i allotreoning (2R,3R)-4.39

3 Ebbers, E. I.; Ariaans, G. J. A.; Houbiers, J. P. M.; Bruggink, A.; Zwanenburg, B.; Tetrahedron 1997, 53,
9417-9476.

74 Noyori R.; Ikeda, T.; Ohkuma, T.; Widhalm, M.; Kitamura, M.; Takaya, H.; Akutagawa, S.; Sayo, N.;
Saito, T.; Taketomi, T.; Kumobayashi, H.; J. Am. Chem. Soc. 1989, 111, 9134-9135.
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z selektywnos$cig syn:anti 99:1 1 konwersja 100%. W przypadku tej reakcji dobor
substratow jest ograniczony ze wzgledu na labilno$¢ konfiguracyjng zwigzkow.

Pierwszy enzymatyczny dynamiczny rozdziat kinetyczny miat miejsce dwa lata
pozniej””. Wowczas przeprowadzono enzymatyczne acylowanie cyjanohydryn 4.41 do
(S)-octanéw 4.42, a mniej reaktywny enancjomer ulegal racemizacji in situ

w odwracalnej reakcji transhydrocyjnowania (Schemat 19).

O Amberlite IRA-904 }O\H PSL OAc
AT TH OHL AT CN g Ar”CN
4.40 K rac-4.41 (S)-4.42

Schemat 19. Pierwszy enzymatyczny DKR

Aromatyczne aldehydy 4.40 zostaty przeksztalcone w sposob odwracalny w odpowiednie
cyjanohydryny 4.41 w reakcji transhydrocyjanowania z acetoncyjanohydryna,
katalizowanej za pomoca zywicy anionowymiennej (Amberlite IRA-904). Powstate w ten
sposob racemiczne zwiazki 4.41 zostaly poddane enancjoselektywnemu acylowaniu
octanem izopropylu w reakcji transestryfikacji, katalizowaniej przez lipaz¢
z Pseudomonas sp. (PSL), w wyniku czego otrzymano optycznie czyste (S)-octany
cyjanohydryn 4.42, z wysokim nadmiarem enancjomerycznym (c = 64 — 96%,
ee. = 70 — 91%). Pierwszy przypadek enzymatycznego dynamicznego rozdziatu
kinetycznego zapoczatkowal rozwdj badan nad ta metoda. Obecnie jest to jeden

z popularniejszych sposobow syntezy zwigzkéw optycznie czystych.

4.2.1. Chemoenzymatyczny DKR - tandem metal — enzym

Najwigkszy postep w opracowywaniu dynamicznego rozdzialu kinetycznego
katalizowanego hydrolazami zostat osiggnigty, gdy ta metod¢ polaczono z racemizacja
substratu in situ za pomocg katalizatoréw metalicznych. Katalizatory te sa kompleksami
metali przejSciowych, takich jak pallad, ruten, rod, aluminium, wanad czy iryd.
W literaturze opisano wiele reakcji racemizacji za pomoca kompleksow metali, jednakze
ich polaczenie z rozdziatem kinetycznym nie zawsze jest proste do wykonania. Gléwny

problem stanowi kompatybilno$¢ enzymu 1 katalizatora chemicznego, gdyz zazwyczaj te

3 Inagaki, M.; Hiratake, J.; Nishioka, T.; Oda, J.; J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 9360-9361.
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dwa katalizatory pracuja w calkowicie odmiennych warunkach. Poza tym isteniej ryzyko,
ze metal bedzie interferowaé z enzymem, co skutkuje stabym rozdziatem. Z drugiej
strony, enzym moze spowalnia¢ lub nawet inhibowaé racemizacje katalizatorami
metalicznymi’®. Dobér odpowiednich katalizatorow jest zatem elementem kluczowym
reakcji DKR.

Przy  opracowywaniu  chemoenzymatycznego  dynamicznego  rozdzialu
kinetycznego nalezy rowniez zwrdci¢ uwage na takie parametry jak: rozpuszczalnik,
temperatura oraz dobdr pozostatych reagentow. Wybor odpowiedniego srodowiska
reakcji jest niezwykle istotny nie tylko ze wzglgdu na wplyw na reakcje enzymatyczng
(estryfikacja, transefiryfikacja), ale takze na szybko$¢ racemizacji. Aktywno$¢ lipaz
zazwyczaj wzrasta w rozpuszczalnikach nieprotycznych takich jak: heksan czy etery
dialkilowe. Jednakze, w tego typu rozpuszczalnikach racemizacja katalizowana
kompleksami metali przejSciowych zachodzi powoli ze wzgledu na niska
rozpuszczalno$¢ tych katalizatorow.

Temperatura jest kolejnym waznym parametrem wptywajacym na DKR. Racemizacja
zazwyczaj zachodzi szybciej w wyzszych temperaturach, natomiast enzym moze ulec
denaturacji w takich warunkach. Wyjsciem z tej sytuacji moze by¢ stosowanie
biokatalizatorow immobilizowanych, gdyz osadzenie enzyméw na niektoérych nos$nikach
zwigksza ich odporno$¢ na wysoka temperaturg.

Dobdér odpowiednich reagentow reakcji rozdziatu kinetycznego jest jednym
z wazniejszych zadah przy opracowywaniu dynamicznego rozdzialu kinetycznego.
Czesto zwigzki zapewniajace bardzo dobry rozdziat kinetyczny (np. donory grupy
acylowej w enzymatycznej transestryfikacji) nie sprawdzaja si¢ w przypadku DKR.
Dzieje si¢ tak, poniewaz substancje te moga oddzialywac¢ z katalizatorami metalicznymi.
Planujac chemoenzymatyczny dynamiczny rozdzial kinetyczny, nalezy zoptymalizowac
szereg parametrow majacych wptyw na wydajno$¢ tego procesu.

Pierwszy przyklad enzymatycznego rozdzialu dynamicznego z zastosowaniem
racemizacji katalizowanej metalami przejSciowymi zostal opisany w 1996 roku przez
grupe Prof. Williams’a’’. Cykliczne pochodne octanu allilu (4.43) poddano hydrolizie
enzymatycznej lipaza z Pseudomonas fluorescens (PFL). Nieprzereagowany substrat
ulegat racemizacji katalizowanej przez kompleks n-palladu PdClL,(MeCN);, (Schemat 20).
W wyniku tej reakcji otrzymano alkohol allilowy 4.44 o konfiguracji (S) z wydajnoscia

® Martin-Matute, B.; Backvall, J.-E.; Curr. Opin. Chem. Biol. 2007, 11,226-232.
" Allen, J. V.; Williams, J. M. J.; Tetrahedron Lett. 1996, 37, 1859-1862.
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81% 1 nadmiarem enancjomerycznym 96%. Pomimo tego, zZe pierwszy
enzymometaliczny DKR nie nadawal si¢ do praktycznego zastosowania (czas reakcji
wynosil 19 dni), badania te pokazaty mozliwos$¢ potaczenia katalizy kompleksami metali

przejsciowych z enzymami.

Ph Ph

OA
©  PFL, 37-40°C, pH 7, 19 dni OH

PdCl,(MeCN), (5mol%)

.1 M buf
rac-4.43 0 bufor fosforanowy (S)-4.44

81% wyd., 96% e.e.

Schemat 20. Pierwszy enzymometaliczny DKR

Nieco pozniej ta sama grupa naukowcOw opublikowata enzymatyczny
dynamiczny rozdzial kinetyczny alkoholi drugorzg¢dowych niezwierajacych wigzania
podwojnego C=C w pozycji a z zastosowaniem racemizacji katalizowanej kompleksami
rodu i irydu (Schemat 21).® Mechanizm dziatania tych katalizatorow polega na

odwracalnym przeniesieniu wodoru.

N OAc

Rh,(OAC),4 (2mol%)
PFL, o-fenantrolina (6mol%)

PhCOMe (1 eq.) -
rac-4.45  Cykloheksan, 20°C, 72 godz. (R)-4.46

OH OAc

60%wyd., 98% e.e.
Schemat 21. DKR alkoholi drugorzgdowych

Sposrod testowanych katalizatoréw metalicznych, najlepsze wyniki otrzymano dla
dimeru octanu rodu (Rhy(OAc)s), ktory w polaczeniu z enzymatyczng transestryfikacja
octanem winylu katalizowang przez lipaze z Pseudomonas fluorescens (PFL) pozwolil na
otrzymanie octanu (R)-1-fenyloetanolu (4.46) z wydajnoscia 60% 1 nadmiarem
enancjomerycznym 98%. Niestety, metoda ta nie jest wolna od wad, takich jak niska
catkowita wydajno$¢ DKR oraz potrzeba dodania do medium reakcyjnego o-fenantroliny

i acetofenonu w celu poprawy wydajnosci racemizacji. Jednakze, pomimo

8 Dinh, P. M.; Howarth, J. A.; Hudnott, A. R.; Williams, J, M. J.; Tetrahedron Lett. 1996, 37, 7623-7626.
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niedoskonato$ci tego rozdzialu dynamicznego, praca ta jest niezwykle wazna, gdyz
ukazuje potencjat zastosowania katalizatorow metalicznych, ktorych dziatanie polega na
przeniesieniu wodoru, jako 0ogdlng metode racemzacji alkoholi.
Od tego czasu nastgpit rozwo6j badan nad opracowaniem tego typu katalizatorow’”.
Rownoczesnie z opracowaniem enzymatycznego DRK z racemizacja za pomoca
kompleksow metali przejsciowych pojawily si¢ doniesienia na temat wykorzystania tej
metody do rozdziatu chiralnych amin. Pionierem w tej dziedzinie byla grupa Prof.
Reetz’a, ktéra w 1996 roku poddata racemiczng 1-fenyloetyloaming (4.47)
enzymatycznemu N-acylowaniu octanem etylu katalizowanemu przez Novozym
(immobilizowana CAL-B) oraz jednoczesnej racemizacji za pomocg palladu na weglu

(Schemat 22)*°.

0
NH2 by H'E‘J\
AcOEt, EtsN :
Novozym
0
rac-4.47 ~ °095°C.8d 5 448

64% wyd.; 99% e.e.

Schemat 22. DKR 1-fenyloetyloaminy

W wyniku powyzszej przemiany otrzymano amid 4.48 o konfiguracji (R) z wydajno$cia
64% 1 nadmiarem enancjomerycznym 99%. Racemizacja aminy poprzez tautomeri¢
amina — imina katalizowang przez Pd(0) zachodzita jednak bardzo wolno (czas reakcji 8
dni).

Dynamiczny rozdziat kinetyczny amin jest reakcja sprawiajacg trudnosci. Glownym
problemem jest brak wydajnych katalizatorow racemizujacych aminy. Wynika to z faktu,
iz aminy zachowuja si¢ jak ligandy silnie koordynujace, a wigc moga powodowac
inhibicje lub catkowita deaktywacj¢ katalizatora metalicznego. Dodatkowym
utrudnieniem przy racemizacji tych zwigzkéw jest generowanie imin jako produktow
posrednich. Iminy sa wysoce reaktywne i1 biorg udzial w reakcjach ubocznych, co
skutkuje obnizeniem wydajnosci reakcji dynamicznego rozdziatu kinetycznego pod

katem uzyskania pozadanego produktu.

7 (a) Bartoszewicz, A.; Ahlsten; N.; Martin-Matute, B; Chem. Eur. J. 2013, 19, 7274-7302; (b) Warner,
M.; Backvall, J.-E.; Acc. Chem. Res. 2013, 46, 2545-2555.
% Reetz, M. T.; Schimossek, K.; Chimia 1996, 50, 668-669.
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4.2.1.1. Mechanizmy dzialania katalizatorow metalicznych

Metale przejsciowe katalizujg racemizacj¢ roznych substratow. W zaleznosci od typu
zwigzku poddawanego temu procesowi oraz rodzaju katalizatora, mozna wyr6zni¢ dwa
mechanizmy dzialania katalizator6w metalicznych: racemizacja poprzez tworzenie
kompleksu n-allilowego oraz racemizacja poprzez przeniesienie wodoru.

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

substratu (Schemat 23).

R = R1 M R\f/ R1 RWR1
Nu Nu “Nu

|

R\/\rw .\ RA_R! R\/\{W

N N M.
u u NU

Schemat 23. Racemizacja poprzez tworzenie kompleksu m-allilowego

W przypadku racemizacji estrow allilowych najczgsciej uzywa si¢ kompleksow
palladowych. Przykladem tego typu transformacji jest dynamiczny rozdziat kinetyczny
1,3-dipodstawionych octandéw allilowych (4.49) z zastosowaniem immobilizowanych
enzymow (lipazy z Candida actarctica lub Pseudomonas cepacia) oraz kompleksu
Pd(PPhs)s-dppf (dppf: 1,1’-bis(difenylofosfino)ferrocen) jako katalizatora racemizacji
(Schemat 24a)®'. W reakcji uzyto réwniez 2-propanolu, ktory pehni funkcje akceptora
grupy acylowej w transestryfikacji, a jego octany mozna tatwo usung¢ po zakonczeniu

reakcji.

81 Choi, Y. K.; Suh, J. H.; Lee, D.; Lim, I. T.; Jung, J. Y.; Kim, M.-J.; J. Org. Chem. 1999, 64, 8423-8424.
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(a) _ .
OAc lipaza, 'PrOH OPr

OH
> + +
)\/AAF Pd(PPhg),-dppf )\/\Ar N )\/AAr

rac-4.49 (R)-4.50 4.51 4.52
61-78% wyd.; >97% e.e.

(b)
N,

(S)-4.49 l

Schemat 24. DKR octanéw allilu

Zaobserwowano, iz podczas racemizacji kompleksem Pd(0) w obecnosci
2-propanolu zachodza dwie reakcje uboczne — eliminacji 1 substytucji, w wyniku ktérych
powstaja produkty 4.51 i1 4.52 (Schemat 24b). Pozadane produkty (alkohol 4.50)
otrzymano z wysoka czysto$ciag optyczng (e.e. > 97%) w postaci enancjomerow
o konfiguracji (R) oraz z wydajnos$cia 61 — 78%. Czas reakcji wynosit 1.5 — 3 dni.
Stosunkowo nowym podejsciem w dynamicznym rozdziale kinetycznym
substratow allilowych jest polaczenie acylowania katalizowanego przez lipazy z
racemizacja zachodzacg poprzez tworzenie intermediatow wanadanu allilu (Schemat 25).
Kompleksy oksowanadu oraz innych metali przejSciowych pofagczonych z tlenem takich
jak:. wolfram, molibden czy ren od dawna uzywane sa jako katalizatory przegrupowania
[1,3] alkoholi allilowych®. W wyniku tej reakcji wytwarza si¢ rownowaga pomicdzy
substratami oraz ich izomerami, a struktura dostarczanego produktu zalezy od stabilno$ci
termodynamicznej dwoch izomerdw. Co wigcej, chiralno$¢ optycznie czynnych alkoholi

allilowych nie zawsze jest zachowana®.

82 (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.
3 Akai, S.; Chem. Lett. 2014, 43, 746-754.
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Pierwsze zastosowanie katalizatora oksowanadowego [VO(OSiPhs);] w polaczeniu z
rozdziatem kinetycznym katalizowanym przez lipaz¢ B z Candida antarctica (CAL-B)
pozwolito otrzyma¢ estry allilowe z bardzo dobra wydajnoscia i nadmiarem
enancjomerycznym (c > 80%, e.e. > 91%)**. Jednakze wada tej metody jest ograniczona
dostepnos¢ substratowa — alkohole allilowe musza by¢ jednakowo dipodstawione w
pozycji allilowej (R' = R?), poniewaz wymagana jest rotacja wiazania pojedynczego C-C
w trzeciorzgdowym intermediacie alkoksylowym). Ewentualnie, R' lub R* moze by¢
wodorem, jezeli dwa allilowe alkohole tworzone poprzez migracje grupy hydroksylowe;j

s3 enancjomerami (np. cykliczne octany allilowe).

R? OH
RS s RO., .OR
lub oH 00 R* OH
VO(OR oy
RZR%\/\R3

Schemat 25. Racemizacja alkoholi allilowych przez kompleks oksowanadu

Badania nad opracowaniem wydajnych katalizatorow  wanadowych
doprowadzily do powstania katalizatora drugiej generacji — fosfonianu wanadylu
zwigzanego na polimerze, ktory zapewnil lepsza racemizacje substratow™. Niestety,
kilkudniowa inkubacja tego katalizatora z lipaza powodowala jego deaktywacje.
W zwigzku z tym, opracowano trzeci rodzaj katalizatora oksowanadowego, V-MPS,
w ktorym cze$¢ oksowanadowa jest kowalencyjnie zwigzana z wewngtrzng powierzchnia
krzemionki mezoporowatej®’, co zapewnia jego lepsza stabilno$é. Polaczenie tego
katalizatora z lipazg dato doskonaty rozdziat dynamiczny w odniesieniu do wydajnosci
i nadmiaru enancjomerycznego. V-MPS jest takze kompatybilny z lipazami.

Jak wcze$niej wspomniano, drugim mechanizmem racemizacji katalizowane;j
przez metale przejsciowe jest przeniesienie wodoru (Schemat 26). Reakcja ta jest

definiowana jako redukcja wigzan wielkokrotnych za pomoca donora wodorowego

¥ Akai, S.; Tanimoto, K.; Kanao, Y.; Egi, M.; Yamamoto, T.; Kita, Y.; Angew. Chem. Int. Ed. 2006, 45,
2592-2595.

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

86 Egi, M.; Sugiyama, K.; Saneto, M.; Hanada, R.; Kato, K.; Akai, S.; Angew. Chem. Int. Ed. 2013, 52,
3654-3658.
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w obecnosci katalizatora®’. Rola katalizatora jest przeniesienie dwoch atoméw wodoru
z donora na akceptor. Najczes$ciej technika ta jest stosowana do racemizacji

drugorzedowych alkoholi i amin®®.

.

H X M H
X M JJ\ H X
2 2
R1J”ﬁ{2 R R RH?QIZ-I

M’H
H

Schemat 26. Racemizacja za pomoca przeniesienia wodoru

Ostatnie badania wskazuja, ze dla powyzszej reakcji mozliwe sa dwie $ciezki,
w zaleznosci od tego, jaki rodzaj metalu zastosowano. Dla gléwnej grupy metali
dominujaca $ciezka jest bezposrednie przeniesienie wodoru, natomiast dla metali
przejsciowych — $ciezka wodorkowa. Do racemizacji substratow w dynamicznym
rozdziale kinetycznym stosuje si¢ katalizatory metali przejsciowych, w zwiazku z tym
tylko §ciezka charakterystyczna dla tych zwigzkdéw zostanie omowiona.

Jak wspomniano wcze$niej, metale przejSciowe dziataja za pomoca mechanizmu
wodorkowego. Cecha tych katalizatorow jest to, iz kluczowym produktem posrednim
zaangazowanym w reakcj¢ przeniesienia wodoru jest wodorek metalu. W przypadku
sciezki wodorkowej mozna rozrézni¢ dwa mechanizmy dziatania katalizatorow: dla

monowodorkéw metali (Schemat 27a) i dla diwodorkéw metali (Schemat 27b)*

(a) H
X~ X LM X/H
+ n
k” ,* LM —— Jj\ + L,MH + HY —— )
R} R R" R RTVR
(b)
H H(H
X X H o x
+ LM — + LM -
RV&"Rz . R1JJ\R2 "SY R1%R2

H

Schemat 27. Mozliwe mechanizmy reakcji przeniesienia wodoru katalizowanej przez metale przejSciowe

87 Zassinovich, G.; 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.
% Pamies, O.; Backvall, J.-E.; Chem. Rev. 2003, 103, 3247-3261.
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W pierwszym z prezentowanych mechanizmow tylko jeden atom wodoru (C-H)
jest przenoszony z substratu na metal, natomiast w drugim — oba atomy wodoru (C-H
i X-H). Mechanizmy te moga by¢ rozréznione za pomocg znakowania substratu
deuterem. W przypadku mechanizmu mondwodorkowego (Schemat 27a), atomy wodoru
zachowaja swoja tozsamo$¢, podczas gdy w drugim przypadku atomy wodoru beda
pomieszane pomiedzy C i X (Schemat 27b).”° Eksperymentalnie dowiedziono, ze
katalizatory rodowe i irydowe preferuja mechanizm monowodorkowy, natomiast w
przypadku katalizatorow rutenowych racemizacja moze zachodzi¢ za pomoca obu typow
mechanizméw, w zalezno$ci od uzytych ligandow.

Mechanizm monowodorkowy moze by¢ dalej podzielony na dwie zasadniczo
rézne $ciezki — wewnatrzsferyczne i zewnatrzsferyczne przeniesienie wodoru. W obu
mechanizmach woddr migruje z metalu na wegiel karbonylowy, w wyniku czego tworzy
si¢ a-CH. Powstawanie monowodorku metalu z donora wodoru obejmuje tworzenie si¢
alkoholanu metalu, ktoéry ulega nast¢pnie [B-eliminacji, dajac M-H (Schemat 28A).
W przypadku ww. mechanizmu przeniesienie wodoru zachodzi na wewnetrznej sferze
metalu. Proces ten moze zachodzi¢ takze inaczej, na zewngtrznej sferze metalu
1 wtedy substrat nie przylacza si¢ do metalu (Schemat 28B). Przeniesienie wodoru za
pomoca tego mechanizmu nast¢puje albo w sposdb skoordynowany, albo w dwoéch
oddzielnych etapach, w ktorych protonowanie substratu poprzedza przeniesienie wodoru.
W wielu przypadkach trudno okresli¢, za pomocg ktérego mechanizmu reakcja zachodzi.
Nawet mate modyfikacje ligandu oraz wtasnosci elektronowych substratu moga zmieni¢

mechanizm dzialania katalizatora.

A M-X X
& — 'Y'*)l.
H H ’///
H.

Bll_/ X L/H )T
w R |
M\H/\u l\l/l + ),{///

H

Schemat 28. Typy mechanizméw monowodorkowych

Metale przejsciowe katalizujace reakcje przeniesienia wodoru sa wykorzystywane
do racemizacji alkoholi drugorzedowych i1 amin. Polaczenie tego typu racemizacji

z acylowaniem katalizowanym lipazami zostalo wprowadzone przez grupg

% Samec, J. S. M.; Backvall, J.-E.; Andersson, P. G.; Barndt, P.; Chem. Soc. Rev. 2006, 35, 237-248.
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Prof. Williamsa w 1996 roku, co zostalo wczesniej oméwione.”! Duzy wklad w rozwoj tej
metody 1 opracowanie nowych wydajnych katalizatorow racemizacji ma grupa
Prof. Béckvalla, ktora stworzyla pierwszy praktyczny system dynamicznego rozdziatu
kinetycznego alkoholi drugorzedowych z wykorzystaniem Novozymu (immobilizowana
lipaza B z Candida antarctica) oraz dimerycznego kompleksu rutenowego — katalizatora

Shvo (4.53) (Schemat 29).%?

4.53 (2mol%)

Novozym Ph
OH  p-CI-PhOAc OAc
B ——— : Ph Ph
Ph/é\ acetofenon PR N Ph
U\ / RU\
'BuOH ¢ 3 H |:|/‘ Ph
rac-4.54 (R)-4.55 OC CO Coco

70°C, 87 godz.
4.53 4.53a 4.53b

92% wyd.;
>99.5% e.e.

Schemat 29. DKR alkoholi drugorzedowych za pomoca katalizatora Shvo i Novozymu

W  wyniku ww. reakcji z racemicznego 1-fenyloetanolu (4.54) otrzymano
(R)-octan 1-fenyloetanolu (4.55) o wysokiej czystosci optycznej (e.e. > 99.5%) oraz
z dobra wydajnoscia (¢ = 92%). Metoda ta okazala si¢ by¢ uzyteczng dla rozdzialu wielu
alkoholi alifatycznych i benzylowych. Jednakze system ten nie jest wolny od wad.
Niezbedna jest dos¢ wysoka temperatura: 70°C, aby kompleks Shvo rozpadt sie¢ na dwa
monomery 4.53a i 4.53b, ktére uczestniczag w racemizacji poprzez zewnatrzsferyczny
mechanizm redoks.”” Ponadto, ze wzgledu na wymagang aktywacje, katalizator Shvo
moze pracowa¢ jedynie z lipazami termostabilnymi, co ogranicza ilo§¢ enzymow
mozliwych do zastosowania w DKR. Kolejnym problemem zwigzanym z zastosowaniem
kompleksu 4.53 jest to, iz moze by¢ on uzyty tylko z aktywowanymi estrami arylowymi,
takimi jak octan p-chlorofenylu, poniewaz proste donory acylowe koliduja z racemizacja,
co skutkuje powstawaniem znacznej ilosci ketonowych produktow ubocznych. Pomimo
tych ograniczen kompleks Shvo w potaczeniu z niektérymi lipazami z powodzeniem

katalizuje szereg reakcji DKR B-azydoalkoholi,”* benzoin,” p-haloalkoholi’®,

! Dinh, P. M.; Howarth, J. A.; Hudnott, A. R.; Williams, J, M. J.; Tetrahedron Lett. 1996, 37, 7623-7626.
92 Larsson, A. L. E.; Parsson, B. A.; Backvall, J.-E.; Angew. Chem. Int. Ed. 1997, 36, 1211-1212.

9 Conley, B. L.; Pennington-Boggio, M. K.; Boz, E.; Williams, T. J.; Chem. Rev. 2010, 110, 2294-2312.
** Pamies, O.; Backvall, J.-E.; J. Org. Chem. 2001, 66, 4022-4025.

% Hoyos, P.; Fernandez, Sinisterra, J. V.; Alcantara, A. R.; J. Org. Chem. 2006, 71, 7632-7637.

% Pamies, O.; Bickvall, J. -E.; J. Org. Chem. 2002, 67, 9006-9010.
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y-hydroksyamidow®’, estrow hydroksykwasow”®, a nawet alkoholi pierwszorzgdowych
podstawionych w pozycji p°°.

Rownoczesnie trwaty prace nad odkryciem bardziej aktywnych katalizatorow,
ktore umozliwityby wydajniejsza racemizacje substratéw w fagodniejszych warunkach
1 bylyby kompatybilne z szersza gamg enzymow.

Najliczniejsza grupa katalizatorow dziatajacych za pomoca mechanizmu przeniesienia

wodoru sa kompleksy rutenu (Rysunek 5)'%.

o)
O—polimer
(Ph P
Ph NH‘< Ph Ph Ph 0 Ph o
Ph/?RuPh Ph/%RuPh Ph/?RuPh Ph/éRuPh
Ph /3 ~Cl Ph. / 1\ ~Cl Ph. /\ ~Cl Ph /1 Cl
oC co oC co OC co oC co
4.56 4.57 4.58 4.59
F,C—CF,
Ph S >/\ °
-0 O \Fﬁ cl cl
OC\ H H P \ /CL \ /Cl\
.Ru—0¢ ~O—Ru’ RuZ~ "Ru Rul, “Ru
Qﬁ’\H‘\ /H/ “co e i
. . .
/RL{ O—/<O O\ o
PhsP  PHPh,
cm_CFz
4.60 461 f Pe racBiNAP 4.62a 4.62b

Rysunek 5. Przyktady katalizatoréw rutenowych uzywanych do racemizacji substratow w DKR

Przelom w badaniach nad tego typu kompleksami nastapit w 2002 roku, kiedy to
zsyntetyzowano kompleks 4.56, ktory zapewnia wydajng racemizacj¢ alkoholi
drugorzedowych w temperaturze pokojowej'”’. W przeciwiefistwie do katalizatora Shvo,
kompleks 4.56 nie wymaga aktywacji za pomocg wysokiej temperatury, aktywowany jest
bowiem za pomocg fert-butanolanu potasu. Podobnie jest z katalizatorem 4.57, ktéry
nawet w niewielkiej ilosci (0.5 Y%mor) jest w stanie zracemizowac caly substrat w bardzo

102

krotkim czasie (10 minut) Dalszy rozwdj prac nad katalizatorami rutenowymi

opartymi na rdzeniu cyklopentadienylowym doprowadzit do powstania katalizatorow

°7 Fransson, A.-B. L.; Boren, L.; Pamies, O.; Backvall, J.-E.; J. Org. Chem. 2005, 70, 2582-2587.

% (a) Runmo, A.-B. L.; Pamies, O.; Faber, K.; Backvall, J.-E.; Tetrahedron Lett. 2002, 43, 2983-2986;
(b) Huerta, F. F.; Backvall, J.—E.; Org. Lett. 2001, 3, 1209-1212; (c) Kim, M.-J.; Choi, Y. K.; Choi, M. Y_;
Kim, M. J.; Park, J.; J. Org. Chem. 2001, 66, 4736-4738; (d) Huerta, F. F.; Laxmi, Y. R. S.; Backvall, J.-E.;
Org. Lett. 2000, 2, 1037-1040.

% (a) Strubing, D.; Krumlinde, P.; Piera, J.; Backvall, J.—E.; Adv. Synth. Catal. 2007, 349, 1577-1581;
(b) Atuu, M. R.; Hossain, M. M.; Tetrahedron Lett. 2007, 48, 3875-3878.

"% Ahn, Y.; Ko, S.-B.; Kim, M.-J.; Park, J.; Coord. Chem. Rev. 2008, 252, 647-658.

%1 Choi, J. H.; Kim, Y. H.; Nam, S. H.; Shin, S. T.; Kim, M. —-J.; Park, J.; Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41,
2373-2376.

192 Csjernyik, G.; Bogar, K.; Backvall, J.—E.; Tetrahedron Lett. 2004, 45, 6799-6802.
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4.58 1 4.59, ktore, w przeciwienstwie do poprzednich kompleksow, sa stabilne
w atmosferze powietrza'®. Dodatkowo, osadzenie katalizatora (4.59) na polimerze
pozwala na jego uzycie nawet w trzech cyklach DKR. Kolejnym uzytecznym
katalizatorem racemizacji jest zwigzek 4.60. Ten kationowy rutenowy kompleks indenylu
jest aktywowany za pomocg tagodnej zasady — weglanu potasu (K,COs). Polaczenie tego
katalizatora z Novozymem pozwolito uzyska¢ bardzo dobry rozdzial dynamiczny wielu
alkoholi drugorzedowych w temperaturze pokojowej'**. Aktywacja za pomoca K,CO;
dotyczy rowniez kompleksu 4.61. Zastosowanie tego zwigzku w tandemie z CAL-B
zaskutkowato otrzymaniem drugorzedowych alkoholi alifatycznych, aromatycznych oraz
heterocyklicznych z bardzo dobrymi wydajno$ciami 1 wysokimi nadmiarami
enancjomerycznymi'*.

Wigkszo$¢ kompleksow rutenu katalizuje racemizacj¢ alkoholi drugorzedowych
lub ich pochodnych oraz amin. Jednakze znane sg takze zwiazki tego metalu, ktore
racemizujg alkohole allilowe. Racemizacja z uzyciem tych katalizatoréw zachodzi za
pomoca mechanizmu przeniesienia wodoru, a nie jak w przypadku pozostatych
substratow allilowych, za pomoca n-kompleksu. Najlepsze rezultaty w DKR alkoholi
allilowych w odniesieniu do wydajnos$ci i enancjoselektywnosci daja katalizatory 4.62a
i 4.62b (Rysunek 5)'°. W 2000 roku grupa koreanskich naukowcow przeprowadzita
enzymatyczng transestryfikacj¢ alkoholi allilowych octanemu p-chlorofenylu,
katalizowang immobilizowang lipazg z Pseudomonas cepacia (PCL) z zastosowaniem

katalizatora 4.62b (Schemat 30)'"’.

4.62b, PCL
OH ACOPh-pCl o o OAc
A CHCly | N N L NN
emp.pokK.
rac-4.63 PP 4.64 4.65 (R)-4.66

wyd. >81%, e.e. >95

Schemat 30. DKR alkoholi allilowych.

1% Kim, N.; Ko, S -B.; Kwon, M. S.; Kim, M.—I.; Park, J.; Org. Lett. 2005, 7, 4523-4526.

1% Fernandez, J. A.; Manzini, S.; Nolan, S. P.; Chem. Eur. J. 2014, 20, 13132-13135.

1% van Nispen, S. F. G. M.; van Buijtenen, J.; Vekemans, J. A. J. M.; Meuldijk, J.; Hulshof, L. A_;
Tetrahedron: Assymetry 2006, 17, 2299-2305.

1% Kamal, A.; Azhar, M, A.; Krishnaji, T.; Malik, M. S.; Azeeza, S.; Coord. Chem. Rev. 2008, 252, 569-
592.

""" Lee, D.; Huh, E. A.; Kim, M.-J.; Jung, H. M.; Koh, J. H.; Park, J.; Org. Lett. 2000, 2, 2377-2379.
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W przypadku wszystkich testowanych substratow, zaréwno alifatycznych, jak
1 aromatycznych, rozdziat byt jednakowo dobry i skutkowat otrzymaniem octanow 4.66
o konfiguracji (R). Wydajnosci izolowanych produktéw wynosity od 81 do 88%,

a nadmiary enancjomeryczne przewyzszaty 95%.

4.3. Podsumowanie rozdzialu

W rozdziale czwartym scharakteryzowano gldéwne metody syntezy zwigzkow
optycznie czystych oraz przedstawiono przyklady ich zastosowan. Kazdy
z prezentowanych sposobdw posiada wady i zalety. Wybdr odpowiedniej metody syntezy
zalezy od wielu czynnikow takich jak: dostepno$¢ substratow, skala, koszt, wymagana
czysto$¢ optyczna czy zastosowanie otrzymanego chiralnego produktu.

Synteza zwigzkoéw chiralnych o stosunkowo wysokiej czystosci optycznej w duzej
skali, przy niewielkim naktadzie finansowym, moze by¢ wykonana za pomocg metody
»chiral pool”. Niestety, wada tej techniki jest ograniczony dostep substratow. Nie
wszystkie enancjomerycznie czyste prekursory sa dostepne z naturalnych Zzrodet,
a z drugiej strony problem moze stanowi¢ takze brak odpowiedniego enancjomeru. Na
poczatku lat 90. ubiegtego wieku prawie 80% chiralnych lekow pochodzito z naturalnych
substratow, natomiast obecnie ilo$¢ ta zmniejszyta sie do okoto 25%'%.

Atrakcyjng alternatywa dla techniki ,.chiral pool” jest synteza asymetryczna.
Jednak bez wzgledu na to, ktéry wariant syntezy asymetrycznej (z zastosowaniem
chiralnego pomocnika lub katalizatora) jest uzyty do otrzymywania zwigzkow optycznie
czystych, problem stanowi wysoki koszt. W przypadku zastosowania chiralnego
pomocnika ograniczenie stanowi m. in. niedost¢pno$¢ obu enancjomerow tego reagentu,
wieloetapowos$¢ reakceji (dodatkowe etapy sa niezbedne w celu zwigzania 1 odlaczenia
pomocnika z substratem) oraz problemy z usuni¢gciem pomocnika. Ponadto, kataliza
asymetryczna nie jest wolna od wad. Syntezy tego typu czg¢sto wymagaja dlugich
procedur, takich jak wybor odpowiedniego katalizatora i optymalizacja parametrow
reakcji. Poza tym, produkty syntetyzowane z uzyciem chemokatalizatorow czgsto
odznaczaja si¢ niskg czystoscig optyczng. Z drugiej strony, zaleta syntezy asymetrycznej
jest to, iz spetnia ona wymagania dotyczace aplikowania niewielkiej ilo$ci katalizatora,

a jednocze$nie pozwala na otrzymanie produktu z wysoka wydajnos$cia.

1% Rouf, A.; Taneja, S. C.; Chirality 2014, 26, 63-78.
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Pomimo ogromnego postgpu w rozwoju metod syntezy asymetrycznej,
dominujacg technikg syntezy zwiazkow optycznie czystych zarowno w skali
laboratoryjnej, jak i1 przemystowej, jest rozdziat racematow. Prawie wszystkie metody
rozdziatu s3 latwe do wykonania oraz powickszenia skali. Glowna wada rozdziatu
kinetycznego jest wydajnos¢ reakcji, maksymalnie mozna otrzyma¢ tylko 50%
pozadanego enancjomeru. Ogromnym postgpem bylo wigc polaczenie rozdzialu
kinetycznego z racemizacja in situ niechcianego enancjomeru, co pozwolito zwigkszy¢
wydajno$¢ tej reakcji nawet do 100%. Sposrod wielu metod dynamicznego rozdziatu
kinetycznego, jedng z najbardziej atrakcyjnych jest chemoenzymatyczny DKR.

Polaczenie katalizy enzymatycznej (rozdziat racematu) z chemokatalizg
(racemizacja) jest atrakcyjna metoda dynamicznego rozdziatu kinetycznego alkoholi i ich
pochodnych oraz amin. Wiele komplekséw metali przejsciowych wykazuje wysoka
aktywno$¢ katalityczng w racemizacji tych substratow. Duza popularnos$cia ciesza sie
kompleksy rutenu, ktoére dziataja w tagodnych warunkach reakcji i sa kompatybilne
z wieloma enzymami. To wla$nie wybor biokatalizatora okresla, jaki typ substratu moze
zosta¢ poddany rozdzialowi i ktéry enancjomer produktu jest preferowany. Najczesciej
uzywanymi enzymami w DKR sg lipazy, ze wzgledu na ich wysoka aktywno$¢
i selektywno$¢. Biokatalizatory te s3 komercyjnie dostgpne oraz cechuja sie
termostabilnos$cia i dobra tolerancja na warunki reakcji organicznych. Wysoka wydajnos¢
tych procesOw czyni je atrakcyjng alternatywa dla istniejacych metod katalizy
asymetrycznej. Jednakze wigkszo$¢ opracowanych przyktadow chemoenzymatycznego
dynamicznego rozdziatu kinetycznego dotyczy tylko tych substratow, ktore tatwo ulegaja
racemizacji. W literaturze znanych jest wiele przyktadow chemoenzymatycznego
dynamicznego rozdzialu kinetycznego racemicznych alkoholi oraz amin. Brak jest
natomiast doniesien na temat rozdzialu racemicznych chiralnych kwasow

karboksylowych.
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5. Kwasy 3-arylo-4-pentenowe jako prekursory zwigzkow

biologicznie aktywnych

Kwasy 3-arylo-4-pentenowe (5.1, Rysunek 6) sa klasa zwigzkdw o ogromnym
znaczeniu syntetycznym. Substancje tego typu stanowia cenne bloki budulcowe do

syntezy substancji o udokumentowanej aktywnosci biologiczne;j.

)@
Ar OH

5.1

Rysunek 6. Struktura kwasu 3-artlo-4-pentenowego

Jednym z najbardziej znanych przykladow kwasow 3-arylo-4-pentenowych jest
kwas 3-fenylo-4-pentenowy (1). Zwigzek ten stanowi substrat do otrzymywania wielu

substancji o znaczeniu biologicznym (Rysunek 7).

NH NH
| — _ I OH
4-Fenylopirolidyn-2-on AN 3-FenyloGABA
OH
1

0, o x@

2 O\
o L
;(\ Ij/\o
O
O

N
Kwas 3-fenylopentanowy | Femoksetyna

Rysunek 7. Znaczenie syntetyczne kwasu 3-fenylo-4-pentenowego

Enancjomerycznie czysty kwas 1 jest waznym substratem do syntezy wielu zwigzkow
biologicznie  czynnych, takich jak  antydepresant Femoksetyna'®,  kwas

(R)-3-fenylopentanowy — kluczowy substrat w syntezie zwigzku LG 121071, bedacego

1% Tomkins, G.E.; Jackson, J.L.; O’Malley, P.G.; Balden, E.; Santoro, .E.; Am. J. Med. 2001, 11, 54-63.
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modulatorem  receptordéw  androgenicznych''’,  czy  3-fenyloGABA.  Kwas
4-amino-3-fenylomastowy (3-fenyloGABA, fenibut) jest lipofilowym analogiem kwasu
y-aminomastowego (GABA), gldwnego neuroprzekaznika o dziataniu hamujacym
w centralnym ukladzie nerwowym (CNS)'''. Zaburzenia w syntezie kwasu
y-aminomastowego w ludzkim organizmie wigza si¢ z wystapieniem epilepsji, choroby
Huntingtona, Parkinsona''?, a takze zaburzen psychicznych, takich jak niepokdj czy bol.
Bezposrednie zastosowanie GABA w terapii jest ograniczone ze wzgledu na jego
hydrofilowa nature. Ta wlasciwos$¢ powoduje, ze zwigzek ten z trudnoscig przenika przez

bariere krew — mozg'"”

. Fenibut zostal odkryty i wprowadzony do stosowania klinicznego
w Rosji w latach 60. XX wieku. Biologiczna aktywno$¢ tego farmaceutyku zalezy od
jego konfiguracji absolutnej. Enancjomer (R) jest duzo bardziej aktywny niz (S), a takze
wykazuje dwukrotnie silniejsze dziatanie niz racemat''*. Kwas 3-fenylo-4-pentenowy (1)
jest takze substratem do syntezy 4-fenylo-pirolid-2-onu. Zwiazki tej klasy sa
selektywnymi inhibitorami cAMP fosfodiesterazy i majg zastosowanie w terapii choroby
niedokrwiennej serca'"”. Zwiazek ten jest takze prekursorem do syntezy analogdéw kwasu
y-aminomaslowego, ktore ciesza si¢ duzym zainteresowaniem ze wzgledu na ich
ogromne znaczenie dla dzialania uktadu nerwowego.

Pozostale pochodne kwasow 3-arylo-4-pentenowych, zawierajace rdzne

podstawniki w pier$cieniu benzenowym takze stanowig cenne bloki budulcowe do

syntezy zwiazkéw o udokumentowanej aktywnosci biologicznej (Rysunek 8).

10 (@) Mani, N.S.; Wu, M.; Tetrahedron: Asymmetry 2000, 11, 4687-4691; (b) Knoop, A.; Krug, O.;
Vincenti, M.; Schanzer, W.; Thevis, M; Eur. J. Mass. Spectrom. 2015, 21, 27-36.

"1 (a) Brunton, L. L.; Lazo. J. S; Parker, K. L.; Eds.; Goodman & Gilman’s The Pharmacological Basis of
Therapeutics, 11th ed.; McGraw-Hill: New York 2005; (b) Leyva-Perez, A.; Garcia-Garcia, P.; Corma, A.;
Angew. Chem. Int. Ed. 2014, 126, 8831-8834.

"2 Krogsgaard-Larsen, P.; Scheel-Kruger, J.; Kofod, H.; GABA-Neurotransmitters: Pharmacochemical,
Biochemical and Pharmacological Aspects, (Eds.) Munksgaard: Copenhagen, 1979.

'3 Shasoua, V. E.; Jacob, J. N.; Ridge, R.; Campbell, A.; Baldessarini, R. J; J. Med. Chem. 1984, 27, 659-
664.

4 Dambrova, M.; Zvejniece, L.; Liepinsh, E.; Cirule, H.; Zharkova, O.; Veinberg, G.; Kalvinsh, L.; Eur. J.
Pharmacol. 2008, 583, 128-134.

15 Marivet, M. C.; Bourignon, J. J.; Lugnier, C.; Mann, A.; Stoclet, J. C.; Wermuth, C. G.; J. Med. Chem.
1989, 32, 1450-1457.
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Rysunek 8. Pochodne kwasow 3-arylo-4-pentenowych o udokumentowanej aktywnosci biologicznej

Kwas (R)-3-(p-fluorofenylo)-4-pentenowy jest substratem do syntezy
paroksetyny, selektywnego inhibitora receptora serotoniny stosowanego w leczeniu

depresji, zaburzen obsesyjno-kompulsywnych i paniki''®

. Z kolei inna pochodna kwasu
3-arylo-4-pentenowego zawierajaca podstawniki metoksylowe w pozycji 3. 1 4.
w pier§cieniu aromatycznym moze shuzy¢ jako blok budulcowy do syntezy rolipramu.
Dziatanie biologiczne tego leku wiaze si¢ z enancjomerem o konfiguracji (R). Rolipram
jest lekiem przeciwzapalnym, selektywnym inhibitorem fosfodiesterazy-4 (PDE4).
Zwigzek ten wykazuje rowniez dziatanie antydepresyjne, immunosupresyjne
1 przeciwnowotworowe. Istnieja takze wskazania do zastosowania tego leku w terapii
stwardnienia rozsianego oraz psychozy''’.

Dzialanie terapeutyczne wykazuja takze pochodne nieracemicznego kwasu
3-(p-chloro)-4-pentenowego. Zwigzkiem tego typu jest baklofen, wspomniany
w rozdziale 4 niniejszej pracy. Lek ten jest analogiem kwasu y-aminomastowego,
a aktywno$¢ biologiczna zwigzana jest tylko z enancjomerem (R). Zwigzek ten wykazuje
dzialanie spazmolityczne, zmniejsza napiecie mie$ni szkieletowych i jest stosowany
w terapii m. in. stwardnienia rozsianego, udardéw mézgu czy porazenia mozgowego' .

Przytoczone powyzej przyklady zwigzkéw o dziataniu terapeutycznym stanowia
jedynie nieliczng grupa optycznie czystych pochodnych kwaséw 3-arylo-4-pentenowych.
Niemniej jednak wskazuja one, jak wazng klasg substratéw sa nieracemiczne kwasy

3-arylo-4-pentenowe. Dlatego tez tak duze znaczenie ma rozwijanie wydajnych metod

syntezy ich enancjomerycznie czystych postaci.

"°yu, M. S.; Lantos, L; Peng, Z.-Q.; Lu, J.; Cacchio, T.; Tetrahedron Lett., 2000, 41, 5647 — 5651.

17 Tsubogo, T.; Oyamada, H.; Kobayashi, S.; Nature 2015, 520, 329-332.

"8 Bowery, N. G.; Hill, D. R.; Hudson, A. L.; Doble, A.; Middlemiss, D. N.; Shaw, J.; Turnbull, M.; Nature
1980, 283, 92-94.
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Literaturowo znane sposoby otrzymywania tego typu kwaséw karboksylowych
w postaci nieracemicznej to glownie wieloetapowe syntezy chemiczne. Ponizej
zaprezentowno metody otrzymywania optycznie czystych pochodnych kwasu
3-fenylo-4-pentenwego (1).
Jedna z metod polega na enancjoselektywnej addycji reagentow Grigniarda do
enamidéow  (Schemat 31)'"°. Pierwszy etap reakcji polega na alkilowaniu
(R)-2-aminobutan-1-olu chlorkiem 2-fluorobenzylowym. Otrzymany w ten sposob
(R)-N-(2-fluorobenzylo)-2-aminobutan-1-ol nastepnie poddano N-acylowaniu za pomoca
chlorku cynamoilu. Kolejny etap satnowita reakcja amidu cynamonowego z chlorkiem
winylomagnezowym, w wyniku czego powstat (2°R,3S5)-N-(1-etylo-2-hydroksy)etylo-N-
(2-fluorobenzylo)-3-fenylopent-4-enamid z nadmiarem diastereoizomerycznym 93.2%.
Podziatanie na ten produkt wodorotlenkiem potasu (KOH) pozwolilo na uzyskanie kwasu

(8)-3-fenylo-4-pentenowego z nadmiarem enancjomerycznym wynoszacym 93.2%.

o)
Nl
Et, F ZMgCl
©\/\0| unN. oy NaCOs, Hy0, CH,Cl, D Et,0, 0°C,
Bt F _F 0-20°C, 4 godz 3.5 godz.
/N 95% 82% N WEt 52%
H,N  OH 1
o)

OH

1.KOH, H,0, 65 godz. ~ 6
2. HCI (/U\
100% © OH

(SH1

Schemat 31. Chemiczna synteza kwasu (S)-3-fenylo-4-pentenowego

Prezentowana metoda syntezy optycznie czystego kwasu 1 jest nieoplacalna. Kazdy
z etapOw wigze si¢ z obnizeniem wydajnosci koncowej, szczeg6lnie reakcja Grigniarda
jest mato wydajna (52%). Poza tym, synteza ta jest takze czasochtonna, jedna z przemian
zajmuje nawet 65 godzin, a do tego dochodzi konieczno$¢ oczyszczania produktow po
kazdym etapie reakcji. Wada jest takze czysto$¢ optyczna uzyskanego kwasu
3-fenylo-4-pentenowego (e.e.= 93.2%).

1o (a) Brown, E.; Deroye, C.; Touet, J.; Tetrahedron: Asymmetry 1998, 9, 1605-1614; (b) Touet, J;
Baudouin, S.; Brown, E. J. Chem. Res. (S) 1996, 224-225; (c) Brown, E.; Deroye, C.; Huet, F.; Le
Grumelec, C.; Touet, J. J. Chem. Res. (S) 1997, 348-349.
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Inna metoda syntezy nieracemicznego kwasu 1 polega na reakcji asymetrycznego
sprzegania  kompleksu  oksazolina-tytan  z  acetylenem  (Schemat  32)'%.
Na  (45)-4-izopropylo-2-(2-fenyloetenylol)-4,5-dihydro-1,3-oksazol ~ otrzymany z
(S)-walinolu'*' podziatano alkoholanem tytanu (ID) (powstatym
z tetraizopropoksylanu tytanu Ti(Oi-Pr)s 1 dwodch rownowaznikéw chlorku
izopropylomagnezowego (i-PrMgCl)), a otrzymany w ten sposéb kompleks poddano
reakcji sprz¢zenia z trimetylosililoacetylenem. W wyniku tej przemiany uzyskano (4S)-4-
izopropylo-2-[(2R)-2-fenylo-4-(trimetyolsilylo)-3-butenylo]-4,5-dihydro-1,3-oksazol,

ktory nastepnie zhydrolizowano do kwasu (R)-3-fenylo-4-pentenowego o umiarkowanej

czystosci optycznej (e.e. = 84%).

) ) i
(0] HO 1. Na,CO3, DCM, 0 _ 1. Ti(O'Pr), / 2'PrMgCl,Et,0, /\l‘\\Pr
o+ j H>0, 12 godz. \/N>--,/pr 16 godz. 0 _N
| HoN ipy 2. MeSO,CI, EtsN, | =—SiMe, Ph,,
Ph DCM, 12 gOdZ Ph _ T|(O’Pr)2
68%
e} SiMe;
\/>""Pr -
H* N 1N H,80,
A, 9 godz
DN » :
0, 1/
73% SiMe, 75%
dr. =982 (R e.e. =84%

Schemat 32. Reakcja sprzegania chiralnych oksazolin i acetylenu

Opisana reakcja sprzegania chiralnych oksazolin z acetylenem i nastgpcza hydroliza
produktu takze nie jest dogodna metoda syntezy nieracemicznego kwasu
3-fenylo-4-pentenowego (1). Proces ten jest wieloetapowy, poszczegolne przeksztalcenia
sa czasochtonne 1 powoduja straty wydajnosci koncowej. Natomiast czysto$¢ optyczna
produktu nie jest zadowalajaca (e.e. = 84%).

Z kolei metoda zaproponowana przez grup¢ Overmana sklada si¢ z mniejszej liczby
etapow (Schemat 33)'*?. Substratem w tej reakcji jest weglan cynamonowo-metylowy,
ktory poddano reakcji z kompleksem molibdenu (powstajacy in situ z komercyjnie
dostepnego heksaweglanu molibdenu i chiralnego ligandu) w obecnosci mikrofal'>.

Otrzymany w ten sposob (R)-2-(1-fenylallilo)malonian dimetylu ulega dekarboksylacji

120 Mitsui, K.; Sato, T.; urabe, H.; Sato, F.; Angew. Chem. Int. Ed. 2004, 43, 490-492.

2! Elliott, M. C.; Kruswijk, E.; J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1, 1999, 3157-3166.

12 Ito, T.; Overman, L. E.; Wang, J.; J. Am. Chem. Soc. 2010, 132, 3272-3273.

13 Kaiser, N.-F. K_; Bremberg, U.; Larhed, M.; Moberg, C.; Hallberg, A.; Angew. Chem. Int. Ed. 2000, 39,
3596-3598.
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Krapcho (LiCl w wodnym DMSO) oraz nastgpczej hydrolizie do kwasu
(R)-3-fenylo-4-pentenowego.

OK 0
.N Z
o [Mo(CO)el MeOJ\/”\OMe 1. LiCl, H,0/ DMSO, ;)J\OH

X 'S “CH(COOMe) 5, BSA, PPhy E 120°C, 16 godz. o
@N\O OMe THF/mikrofale 250w, 5 min. ©/\/ 2. KOH, MeCH, ©/\/
80°C, 12 godz.

87% wyd.; 98% e.e. (R)-1  88% wyd.; 98% e.e.

Schemat 33. Synteza nieracemicznego kwasu 3-fenylo-4-pentenowego

W wyniku powyzszej reakcji otrzymano kwas (R)-1 z wydajnoscig 88% i1 z wysokim
nadmiarem enancjomerycznym (e.e = 98%.). Reakcja sklada si¢ z dwodch etapow
o umiarkowanej wydajnos$ci, jednakze wymagane jest uzycie stosunkowo drogich
reagentOw, co wplywa niekorzystnie na jej optacalnos¢.

Literaturowo znana jest rOwniez biokatalityczna metoda syntezy nieracemicznego kwasu
3-fenylo-4-pentenowego (1). Reakcja ta polega na enancjoselektywnej biotransformacji
3-fenylo-4-pentenonitrylu  katalizowanej przez Rhodococcus erythropolis  AJ270.
W procesie uzyto catych komérek mikroorganizmu, zawierajacych hydratazg¢ i amidaze

nitrylowa (Schemat 34)'**,

= =~ 0 e
CN Rhodococcus erythropolis AJ270 e NH +
2

bufor fosforanowy, pH 7.0, 30°C

OH

(8)-amid (R)-1
48% wyd.; 95.2% e.e. 47% wyd.; 95.4% e.e.

Schemat 34. Enancjoselektywna biotransformacja racemicznego 3-fenylo-4-pentenonitrylu

Racemiczny nitryl ulega w tagodnych warunkach przeksztalceniu w optycznie
wzbogacony kwas karboksylowy i amid. Hydrataza nitrylowa katalizuje reakcj¢ dosé
szybko, calkowita konwersja nitrylu do amidu zachodzi w kilka godzin. Z kolei hydroliza
amidu do kwasu karboksylowego katalizowana przy udziale amidazy zajmuje nieco
dluzej. Po okoto 15.5 godziny otrzymano kwas (R)-1 z wydajnoscia 47%
i nadmiarem enancjomerycznym 95.4%. Wada tej reakcji jest niska wydajnos¢. Ponadto,

jest ona trudna do przeprowadzenia w laboratorium chemicznym.

2% Gao. M.; Wang, D.-X.; Zheng, Q.-Y.; Wang, M.-X_; J. Org. Chem. 2006, 71, 9532-9535.
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Literaturowo  znane  metody  syntezy  optycznie  czystego  kwasu
3-fenylo-4-pentenowego (1) posiadaja szereg wad. W wigkszosci sg to wieloetapowe,
zlozone syntezy chemiczne, ktore charakteryzuja si¢ niska wydajnoscig catkowitg
produktu oraz dlugim czasem reakcji. Czysto$¢ optyczna otrzymanego kwasu
3-fenylo-4-pentenowego nie jest zadowalajaca, a reagenty i wykonanie czgsto wigzg sie
z wysokimi nakladami finansowymi. W zwigzku z duzym znaczeniem aplikacyjnym
enencjomerycznie czystego kwasu 1 1 jego pochodnych niezbedne jest poszukiwanie

wydajnych i optacalnych metod syntezy tego zwigzku.
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6. Badania wlasne

6.1. Koncepcja i cel badan

Celem wykonywanych badan bylo opracowanie nowej, chemoenzymatycznej
metody syntezy enancjomerycznie czystych kwasow 3-arylo-4-pentenowych. Substancje
te w postaci optycznie czystej sa waznymi substratami do syntezy wielu zwigzkow o
udokumentowanej aktywnosci biologicznej. Niestety, literaturowo znane sposoby
otrzymywania nieracemicznych kwasoéw 3-arylo-4-pentenowych w  wigkszo$ci
przypadkow sa zlozone, wieloetapowe, malo efektywne oraz drogie. Postanowiono zatem
przeprowadzi¢ badania nad opracowaniem enzymatycznej metody syntezy omawianych
zwigzkow. Reakcje tego typu pozwalaja na uzyskanie produktéw z wysokim nadmiarem
enancjomerycznym przy stosunkowo niskim naktadzie finansowym.

W celu realizacji powyzszej koncepcji konieczne bylo opracowanie
enzymatycznego rozdziatu kinetycznego pochodnych kwaséw 3-arylo-4-pentenowych.
Jako substrat modelowy do badan wybrano kwas 3-fenylo-4-pentenowy (1).
W przedlozonej pracy zaproponowano wykorzystanie kinetycznego rozdzialu racematu
za pomocg hydrolaz, gdyz jak wykazano w czgéci literaturowej, jest to jedna z najbardziej
atrakcyjnych metod otrzymywania zwigzkéw optycznie czystych. Poza tym, warunki
reakcji spetniaja wymagania tzw. zielonej chemii, co jest niezbgdne przy syntezie
zwigzkow stosowanych w farmacji. Najczestsza metoda rozdzialu chiralnych pochodnych
kwasow karboksylowych jest enzymatyczna hydroliza. Niestety, procesy te zazwyczaj
charakteryzuja si¢ niska wydajnoscig i niska enancjoselektywnoscig. Problem w tym
przypadku stanowi rowniez wodne $rodowisko reakcji. Woda nie jest dobrym
rozpuszczalnikiem dla wiekszosci zwiazkéw  organicznych. Wydaje sig, iz
rozpuszczalniki organiczne sg bardziej odpowiednie dla tego typu proceséw. W zwigzku
z powyzszym, w celu rozdzielenia racematu nalezy zastosowaé reakcje estryfikacji lub
transestryfikacji. W literaturze opisano wiele przypadkéw enzymatycznego rozdziatu
kinetycznego kwasow karboksylowych poprzez hydrolize ich estréw, natomiast reakcje
estryfikacji racemicznych chiralnych kwasow karboksylowych sa zdecydowanie mniej
rozpowszechnione. Realizacja tego celu wymagata optymalizacji procesu pod wzglgdem
wyboru wlasciwego rozpuszczalnika czy biokatalizatora. Niezwykle wazny byt dobor

odpowiedniego donora grupy alkoksylowej tak, aby reakcja enzymatyczna byla
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nieodwracalna. Najczeéciej w procesach enzymatycznych w roli donoréow grupy
alkoksylowej wykorzystywane sa alkohole, weglany i acetylooctany. W ramach
niniejszych badan postanowiono przetestowa¢ w tym celu catag game¢ zwiazkow, takich
jak: ortoestry, acetale, ketale, czy ortoweglany.

W prowadzonych badaniach postanowiono wykona¢ badania nad polgczeniem
reakcji enzymatycznego rozdzialu kinetycznego z racemizacja substratu in sifu za pomoca
kompleksow metali przejsciowych w dynamiczny rozdziat kinetyczny. Przedstawione
w czgsci teoretycznej dane literaturowe wskazuja, ze chemoenzymatyczne metody
syntezy optycznie czystych chiralnych kwaséw karboksylowych nie sg znane.

W trakcie realizacji powyzszych zadah spodziewano si¢ napotka¢ problemy
zwigzane z doborem odpowiednich warunkéw ERK tak, aby mozna bylo nast¢pnie
polaczy¢ te reakcje z racemizacja metalami przejsciowymi. Nalezalo wykona¢ badania
nad optymalizacjag DKR pod wzgledem rozpuszczalnika, donora grupy alkoksylowej oraz
biokatalizatora, zeby byt on kompatybilny z katalizatorami racemizujacymi.

Opracowanie wydajnego enzymatycznego dynamicznego rozdziatu kinetycznego
pochodnych kwaséw 3-arylo-4-pentenowych jest ogromnym wyzwaniem. Tego typu
kwasy karboksylowe nie byly wczesniej poddawane reakcji DKR. Kluczowa sprawg jest
opracowanie warunkOw racemizacji substratu. Problem moze stanowi¢ wybor
odpowiedniego katalizatora metalicznego, ktéry musi by¢ kompatybilny z enzymem,
pracowa¢ w tagodnych warunkach oraz nie powodowac racemizacji produktu.

W niniejszej pracy postanowiono skupi¢ si¢ na opracowaniu metody
otrzymywania enancjomerycznie czystych estrow kwasow 3-arylo-4-pentenowych, ktore
jednak mozna przeksztatci¢ w odpowiednie enancjomerycznie czyste kwasy za pomoca
prostej transformacji. Aby opracowa¢ enzymatyczng syntez¢ kwasow karboksylowych
nalezaloby postuzy¢ si¢ reakcja hydrolizy, ktéra jak wcze$niej wspomniani jest mato
wydajna i nie zapewnia wysokiej czystosci optycznej produktow reakceji. Co wiecej, trudo
byloby potaczy¢ te¢ metod¢ z racemizacja substratu, ze wzgledu na wodne srodowisko
reakcji (katalizatory metaliczne nie rozpuszczaja si¢ w wodzie).

W ramach niniejszej rozprawy przeprowadzono réwniez badania nad wpltywem
grupy aromatycznej na enzymatyczny rozdziat dynamiczny. Reakcji tej poddano chiralne
kwasy karboksylowe nie zawierajace ugrupowania aromatycznego — pochodne cykliczne
1 alifatyczne.

Realizacja celdw niniejszej pracy wymagala réwniez opracowania metod

analitycznych pozwalajacych okresli¢ czysto$¢ optyczng otrzymanych produktow. W tym
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celu zastosowano glownie wysokosprawng chromatografie cieczowa (HPLC) na

kolumnach chiralnych.

6.2. Znaczenie kwasow 3-arylo-4-pentenowych

W rozdziale 5. opisano znane zastosowania kwasOw 3-arylo-4-pentenowych.
Jednakze substancje te w postaci enancjomerycznie czystej mozna takze dostrzec w

strukturze innych zwigzkow o aktywnosci biologicznej (Rysunek 9).

OH
OH

Tapentadol Ezetymib

Rysunek 9. Mozliwe zastosowania kwaséw 3-arylo-4-pentenowych

Przyktadem mozliwos$ci zastosowania syntetycznego kwasu
(5)-3-(p-metoksyfenylo)-4-pentenowego jest ezetymib, lek stosowany w terapii
hipercholesterolemii. Jego dzialanie opiera si¢ na inhibowaniu absorpcji cholesterolu
z jelit.'”. Uwaza sie, ze ten farmaceutyk moze by¢ wazna metoda leczenia pacjentow
z hipercholesterolemia oraz cukrzycg, badz zespotem metabolicznym. Analogi ezetymibu
zawierajace rozne podstawniki w pierScieniu aromatycznym takze wykazuja aktywnosé

biologiczng'*.

Z kolei kwas zawierajacy grup¢ metoksylowa w pozycji meta w
pierScieniu aromatycznym moze by¢ substratem do syntezy tapentadolu. Dzialanie
biologiczne wykazuje enancjomer (R) tego zwigzku. Tapentadol nalezy do nowej grupy
lekow przeciwbdlowych — agonistow receptora opioidowego p i inhibitorow wychwytu
zwrotnego noradrenaliny. Lek ten wykazuje dzialanie przeciwbolowe u pacjentow

cierpigcych z powodu bdlu umiarkowanego do ostrego oraz chronicznego bdlu

12
neuropatycznego 7.

125 Clader, J. W.; Curr. Top. Med. Chem. 2005, 5, 243-256.

12 (a) Clader, J. W.; Curr. Top. Med. Chem. 2005, 5, 243-256; (b) Cabrera, Z.; Fernandez-Lorente, G.;
Palomo, J. M.; Guisan, J. M.; Fernandez-Lafuente, R.; Enzyme Microb. Technol. 2008, 43, 531-536.

127 Zhang, Q.; Li, J.-F.; Tian, G.-H.; Zhang, R.-X.; Sun, J.; Suo, J.; Feng, X.; Fang, D.; Jiang, X.-R.; Shen,
J.-S.; Tetrahedron.: Asymmetry 2012, 23, 577-582.
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Powyzsze farmaceutyki otrzymywane sa obecnie na drodze zozonych, wieloetapowych
przeksztalcen chemicznych. Gdyby w tym celu uzyto optycznie czystych pochodnych
odpowiednich kwasow 3-arylo-4-pentenowych, mozna by bylo zmniejszy¢ liczbe etapow,
czynigc syntez¢ wydajniejsza, prostsza i tanszg.

Kwasy 3-arylo-4-pentenowe mozna takze podda¢ wielu reakcjom w celu
zmodyfikowania ich struktury tak, aby mogty zosta¢ wykorzystane do synezy innych klas
zwigzkow (Rysunek 10).

OH X
n
0 | O
A
Il Ar X=0,N
R~
Ar
N J;S_\
| O |
R~ ©
o R
X
- A oOH — T Ar OH
Ar O
OH
X=0,N %
J)=o i
Ar Ar OH

Hoﬁ K/\
Ar NH, Ar NH
Rysunek 10. Propozycje modyfikacji kwaséw 3-arylo-4-pentenowych

Kwasy 3-arylo-4-pentenowe mozna przeksztalci¢ w estry lub amidy allilowe,
a nastgpnie podda¢ reakcji metatezy z zamknigciem pierscienia. Uzyskane w ten sposdb
pochodne cykliczne (laktony lub laktamy) sa cennymi substratami do syntezy zwiazkow
o dziataniu biologicznym, tj. antagonista receptora neurokininy-1 o wlasciwosciach
antydepresyjnych, przeciwlekowych i przeciwwymiotnych,'*® czy antagonista receptora

chemokin (anty-HIV)'?’.

128 Elliott J.M., Carlson E.J., Chicchi G.G., Dirat O., Dominguez M., Gerhard U., Jelley R., Jones B., Kurtz,
M. M.; Tsao, K. I.; Wheeldon, A.; Bioorg. Med. Chem. Lett. 2006, 16, 2929-2932.
12 Goble, S.; Mills, S.G.; Yang, L.; Pasternak, A.; WO 2004/092124 A2
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Kolejng mozliwg transformacja omawianych kwasow karboksylowych moze by¢
jodolaktonizacja. Uzyskane w wyniku tej reakcji optycznie czyste y-butyrolaktony
podstawione w pozycji 3 grupa arylowa stanowia bloki budulcowe do syntezy zwiazkoéw
naturalnych o wilasciwosciach farmakologicznych, takich jak metylenolaktocyna,
antybiotyk o dzialaniu przeciwnowotworowym. >’
Modyfikacji mozna podda¢ wigzanie podwojne kwaséw 3-arylo-4-pentenowych. Za
pomoca reakcji metatezy krzyzowej wigzanie to moze ulec wydhuzeniu. Inng mozliwoscia
jest transformacja w alkohol terminalny. Z drugiej strony, funkcjonalizacja dotyczy¢
moze takze czeséci karboksylowej, np. przeksztalcenie grupy karboksylowej w aminowa.
Zaprezentowane struktury (Rysunek 10) sa tylko czes$cig mozliwych przemian
kwasow 3-arylo-4-pentenowych. Jednakze przyktady te utwierdzaja w przekonaniu, jak
wazng klasa zwiazkdw sa omawiane kwasy. Dlatego tez niezwykle istotne jest
poszukiwanie nowych, wydajnych metod otrzymywania tych substancji w postaci

enancjomerycznie czystej.

6.3. Badania nad opracowaniem enzymatycznego rozdzialu

kinetycznego kwasu 3-fenylo-4-pentenowego

Celem pierwszego etapu badan bylo wyznaczenie warunkéw reakcji
enzymatycznego rozdzialu kinetycznego kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1) =z
wykorzystaniem reakcji estryfikacji. Koncepcja EKR modelowego kwasu opiera si¢ na
zastosowaniu nowych donorow grupy alkoksylowej tak, aby reakcja estryfikacji byta
nieodwracalna. W tym celu zaproponowano uzycie ortoestrow trialkilowych, acetali i
ketali.

W  badaniach nad estryfikacja kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1) przy
wykorzystaniu tego typu donoréw grupy alkoksylowej jako katalizatory postanowiono
zastosowa¢ enzymy oraz proszki acetonowe z organdw zwierzecych wykonane
w laboratorium zespofowym. Racemiczny kwas 1 zostal otrzymany zgodnie z procedura
literaturowa z alkoholu cynamonowego i ortooctanu trietylu z wydajnoscia 75%"".
Natomiast wzorcowe estry 2, 3 i 4 otrzymano w reakcji chlorku kwasowego
z odpowiednim alkoholem alifatycznym z wydajno$ciami wynoszacymi odpowiednio

92%, 90% 137% (Schemat 35).

30 Honda, T.; Kimura N.; J. Chem. Soc. Chem. Commun. 1994, 77-78.
B! Bermejo Gonzalez F.; Bartlett P.A.; Org. Synth.; 1986, 64, 175-177.
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1. CsH;4COOH
N"oH _140-170°C _ OH 1 SOCLICH,Cly
)<0Et 2, KOH/EtOH 2.ROH

rac-1 2:R=Et
3:R=Me
4:R="Pr

Schemat 35. Synteza racemicznego kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1) i jego estrow (2-4)

6.3.1. Zastosowanie ortoestrow trialkilowych jako nowych donorow

grupy alkoksylowej

Celem badan bylo opracowanie nowej, nicodwracalnej metody enzymatycznej
estryfikacji chiralnych kwasoéw karboksylowych. W zwigzku z tym postanowiono
zastosowac ortoestry trialkilowe jako donory grupy alkoksylowej. Dodatek ortoestru
przesuwa rownowage reakcji w kierunku tworzacego si¢ estru, poniewaz woda
powstajaca w reakcji estryfikacji jest zuzywana do hydrolizy ortoestru. Ortoestry sa
reagentami od dawna uzywanymi do alkilowania kwasoéw karboksylowych, wsrdd nich
najbardziej popularne sa ortomroéwczany trialkilowe. Najczgsciej tego typu reakcje sa
katalizowane za pomocg chlorku lub azotanu amonu, chlorku zZelaza oraz kwasowych
zywic jonowymiennych'*>. Natomiast reakcje pomiedzy ortooctanem trietylu i kwasami
karboksylowymi zachodza bez udziatu katalizatora w gotujacym toluenie lub bez dodatku
rozpuszczalnika'>. W niniejszej pracy przeprowadzono reakcje estryfikacji kwasu
3-fenylo-4-pentenowego (1) za pomocg ortoestréw, stosujac enzymy jako katalizatory.

Na poczatku postanowiono zastosowaé literaturowo znang metode estryfikacji
kwasow karboksylowych ortoestrami'>* bez uzycia katalizatora do otrzymania
racemicznych estrow kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (2 — 4) (Schemat 36). W tym celu
zastosowano odpowiednio ortooctan trietylu (6) i1 trimetylu (9) jako donory grupy
alkoksylowej, reakcje prowadzono w gotujacym si¢ toluenie przez 24 godziny. Ester
etylowy kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (2) otrzymano z wydajnosciag 11%, natomiast

ester metylowy (3) — z wydajnos$cia 3%.

132 Otera, I.; Esterification, Wiley-VCH-Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim 2003.
13 Trujillo, J. L; Gopalan, A. S.; Tetrahedron Lett. 1993, 34, 7355-7358.
4 Trujillo, J. L; Gopalan, A. S.; Tetrahedron Lett. 1993, 34, 7355-7358.
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Z 0 e
OROR toluen, 110°C

OH * <o ~ 24 godz. OR
1 6: R = Et 2: R=Et
9: R=Me 3: R=Me

Schemat 36. Synteza racemicznych estréw kwasu 3-fenylo-4-pentenowego

6.3.1.1. Badania nad wplywem rozpuszczalnika na reakcj¢ EKR

kwasu 3-fenylo-4-pentenowego

Celem tego etapu badan bylo wyznaczenie warunkéw reakcji enzymatycznej
estryfikacji kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1), przy uzyciu ortoestrow jako donorow
grupy  alkoksylowej.  Zbadano  wplyw  rozpuszczalnika na  konwersje¢

1 enancjoselektywno$¢ enzymatycznego rozdziatu kinetycznego zwigzku 1 (Schemat 37).

Z 0o o8y rozpuszczalnik @ = 0
40°C, 24 godz.
Et ,—> "
OH + )<OEt WGl © OEt + OH
rac-1 6 (S)-2 (R)1

Schemat 37. ERK kwasu 3-fenylo-4-pentenowego

Jak wspomniano w sekcji 4, dobdr odpowiedniego rozpuszczalnika ma ogromne
znaczenie przy opracowywaniu reakcji biokatalitycznych. Do badan modelowych uzyto
lipazy z kietkdw pszenicy (WGL) oraz ortooctanu trietylu (6) jako donora grupy
alkoksylowej. Reakcje prowadzono w temperaturze 40°C przez 24 godziny. Jako
rozpuszczalniki organiczne zastosowano: dimetylosulfotlenek (DMSO), dioksan,
dimetyloformamid (DMF), acetonitryl, tetrahydrofuran (THF), eter etylowy, eter
tert-butylo-metylowy (TBME), dichlorometan (DCM), chloroform, toluen oraz heksan.
Przeprowadzono takze reakcj¢ bez dodatku rozpuszczalnika. Otrzymane wyniki

enzymatycznego rozdziatu kinetycznego kwasu 1 przedstawiono w Tabeli 1.
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Tabela 1. Wplyw rozpuszczalnika na enzymatyczny rozdziat kinetyczny kwasu 1

L.p. Rozpuszczalnik  Log P Produkt ¢ [%] e.d’. [%] E*
1. - 3- (5)-2 31 69 7
2. DMSO -1.3 (5)-2 39 14 1
3. Dioksan -1.1 (5)-2 10 45 3
4. DMF -1.0 (5)-2 4 91 23
5. Acetonitryl -0.33 (5)-2 16 96 53
6. THF 0.49 (5)-2 16 90 23
7. Eter etylowy 0.85 (5)-2 3 21 2
8. TBME 0.94 (5)-2 67 41 6
9. DCM 1.25 (5)-2 65 50 10
10. Chloroform 2.0 (5)-2 27 4 1
11. Toluen 2.5 (5)-2 45 93 63
12. Heksan 3.5 (5)-2 20 52 4

* Warunki reakeji: 1 (1 mmol), 6 (3 mmol), rozpuszczalnik (1.21 ml), WGL (10 mg), 40°C, 24 godz.
® Okre$lono za pomocg HPLC z kolumng chiralng Chiralcel OD-H

In[1-c(1+e.e.p)]

¢ Obliczono za pomocg rownania: E =
In[1-c(1—e.e.p)]

Wykonane badania wykazaty, iz polarno$¢ zastosowanego rozpuszczalnika nie
miala wpltywu na enzymatyczny rozdziat kinetyczny kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1).
Najwyzsza enancjoselektywnos¢ zaobserwowano dla reakcji prowadzonej w toluenie
(E = 63) (Lp. 11, Tabela 1). Procesy zachodzace w dimetyloformamidzie,
tetrahydrofuranie oraz acetonitrylu takze charakteryzuja si¢ dobrg enancjoselektywnoscia
(E=23-53)(L.p. 4,5 6, Tabela 1), jednakze w tym przypadku konwersja substratu jest
duzo nizsza (c = 4 — 16%). Dla pozostatych testowanych rozpuszczalnikow otrzymano
niskie wartosci enancjoselektywnosci (E = 1 — 10) (L.p. 2, 3, 7 - 10, 12, Tabela 1).
Najlepsza wydajnos¢ reakcji zaobserwowano w eterze fert-butylo-metylowym,
dichlorometanie i toluenie (¢ = 45 — 67%) (L.p. 8, 9, 11, Tabela 1), jednakze z wyjatkiem
toluenu, enancjoselektywnos$¢ tych przemian byta niska (£ = 6 — 10). Gdy reakcje
prowadzono bez dodatku rozpuszczalnika, otrzymano produkt z umiarkowang
wydajnoscia (¢ = 31%), jednakze z niska enancjoselektywnoscia (£ = 7) (L.p. 1, Tabela
1). We wszystkich przypadkach dominujagcym produktem byl ester etylowy kwasu
3-fenylo-4-pentenowego (2) o konfiguracji (S), co wykazano pordwnujac odpowiednie

czasy retencji uzyskane podczas rozdzialu enancjomeréw za pomoca chiralnej HPLC.
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Stwierdzono, iz najlepszym rozpuszczalnikiem dla reakcji ERK  kwasu

3-fenylo-4-pentenowego (1) jest toluen.

6.3.1.2. Badania nad doborem biokatalizatora do reakcji ERK

kwasu 3-fenylo-4-pentenowego

Celem kolejnego etapu byty badania nad doborem odpowiedniego biokatalizatora
w reakcji rozdzialu kinetycznego kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1). Wybor katalizatora
jest jednym z kluczowych elementéw rozdziatlu kinetycznego. W zwiazku z tym,
sprawdzono szesnascie komercyjnie dostepnych lipaz (z: trzustki wieprzowej (Hog
pancreas lipase, HPL), Mucor javanicus (MIL), Aspergillus oryzae (AOL), Penicillium
roqueforti (PRL), Pseudomonas fluorescens (PFL), Aspergillus sp. (ASL), kietkow
pszenicy (Wheat germ lipase, WGL), Rhizopus niveus (RNL), Candida antarctica (CAL),
Candida cylindracea (CCL), Rhizopus arrhizus (RAL), Pseudomonas cepacia (PCL),
Pseudomonas sp (PSL), Mucor miehei (MML), Candida rugosa (CRL), Candida
lipolytica (CLL)), jedng immobilizowang lipaze — Novozym 435 (lipaza B z Candida
antarctica) 1 jedenascie proszkéw acetonowych z organow zwierzgcych otrzymanych
w laboratorium zespolowym wedtug procedury literaturowej'>. Przetestowano proszki
acetonowe z watrob: wolowej (BLAP), indyczej (TLAP), $winskiej (PLAP), kaczej
(DLAP), kurzej (CLAP), jeleniej (JLAP), kroliczej (RLAP), gesiej (GLAP)
i dziczej (WLAP), a takze z nerki wotowej (BKAP) oraz esterazg z watroby $winskiej
(PLE). Badania modelowe przeprowadzono w toluenie w 40°C, stosujgc ortooctan trietylu
(6) jako donor grupy alkoksylowej; czas reakcji wynosit 24 godziny (Schemat 38).
W celu potwierdzenia wplywu biokatalizatora na reakcj¢ rozdzialu kinetycznego kwasu
3-fenylo-4-pentenowego (1) wykonano takze eksperyment bez dodatku enzymu.

Otrzymane wyniki przedstawiono w Tabeli 2.

Ze) toluen = 0 = 0
OBL . 40°C, 24 godz. .
_— W
oH *+ Ko " enzym © OEt + OH
rac-1 6 (S)-2 (R)-1

Schemat 38. EKR kwasu 3-fenylo-4-pentenowego

133 Adachi, K.; Kobayashi, S.; Ohno, M.; Chimia 1986, 40, 311-317.
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Tabela 2. Wplyw enzymow na reakcje rozdziatu kinetycznego kwasu (1)

L.p. Enzym Produkt ¢ [%] e.e.” [%] E¢
I. - rac-2 11 - -
2. HPL rac-2 50 - -
3. MJL (5)-2 9 86 15
4. AOL (5)-2 15 87 17
5. PRL (5)-2 52 90 76
6. PFL (5)-2 46 75 13
7. ASL (5)-2 23 92 34
8. WGL (5)-2 45 93 63
9. RNL (5)-2 12 82 11
10. CAL (5)-2 29 74 9
11. CCL (5)-2 12 67 5
12. RAL (5)-2 44 77 13
13. PCL (5)-2 15 92 30
14. PSL (5)-2 38 93 50
15. MML (5)-2 41 91 40
16. CRL (5)-2 30 90 29
17. CLL (5)-2 21 81 12
18. Novozym 435 (5)-2 57 69 17
19. BLAP (5)-2 24 90 26

20. TLAP (5)-2 54 82 41
21. PLAP (5)-2 43 46 4
22. CLAP rac-2 10 - -
23. DLAP (5)-2 54 27 2
24 JLAP (5)-2 52 83 32
25. RLAP (5)-2 16 10 1
26. GLAP (5)-2 25 97 82
27. WLAP (5)-2 29 83 15
28. BKAP (5)-2 26 93 37
29. PLE (5)-2 14 83 13

* Warunki reakcji: 1 (1 mmol), 6 (3 mmol), toluen (1.21 ml), enzym (10 mg), 40°C, 24 godz.

® Okre$lono za pomocg HPLC z kolumng chiralng Chiralcel OD-H

¢ Obliczono za pomoca rownania:

E =

In[1-c(1+e.e.p)]
In[1-c(1—e.e.p)]
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Uzyskane wyniki wskazuja, ze wszystkie komercyjne enzymy katalizuja reakcje
estryfikacji kwasu 1 za pomoca ortooctanu trietylu (6) (L.p. 2 — 18, Tabela 2). Brak
obecnos$ci biokatalizatora w medium reakcyjnym pozwala uzyskaé racemiczny ester 2
z wydajnoscig 11% (L.p. 1, Tabela 2). Tylko jeden sposréd enzymoéw komercyjnych —
HPL, nie wykazuje enancjoselektywnosci w stosunku do badanego substratu, mimo, iz
katalizuje reakcje estryfikacji (konwersja substratu duzo wyzsza niz w przypadku reakcji
bez katalizatora) (¢ = 50%, e.e. = 0) (L.p. 2, Tabela 2). Siedem spos$rdd badanych lipaz
(MJL, PFL, RNL, CAL, CCL, RAL, CLL) wykazuje niska enancjoselektywno$¢
(E=5-15)(L.p.3,6,9—-12, 17, Tabela 2), a cztery (AOL, PCL, CRL, Novozym 435) —
umiarkowang (£ = 17 - 30) (L.p. 4, 13, 16, 18, Tabela 2). Natomiast
enancjoselektywno$¢ reakcji katalizowanych przez pozostale komercyjne enzymy jest
dobra (dla ASL, PSL, MML) (E =44 — 50) (L.p. 7, 14, 15, Tabela 2) i bardzo dobra (dla
WGL, PRL) (E =63 -76) (L.p. 5, 8, Tabela 2).

W przypadku zastosowania proszkéw acetonowych jako Kkatalizatorow
enzymatycznej estryfikacji kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1) ortooctanem trietylu (6)
dla prawie wszystkich testowanych LAP-6w zaobserwowano efekt katalityczny
(L.p. 19-29, Tabela 2). Jedynie proszek acetonowy z watroby kurzej nie wptywa na
przebieg badanej reakcji, uzyskane wyniki nie r6znig si¢ od tzw. ,.$lepej proby” (c = 10%,
e.e. = 0) (L.p. 22, Tabela 2). Pig¢ z testowanych proszkéw acetonowych (PLAP, DLAP,
RLAP, WLAP, PLE) wykazuje niska enancjoselektywnos¢ (£ = 1 -15) (L.p. 21, 23, 25,
27, 29, Tabela 2), cztery (BLAP, TLAP, JLAP, BKAP) - dobra
(E=26-41) (L.p. 19, 20, 24, 28, Tabela 2), a jeden (GLAP) — bardzo dobrg (£ = 82)
(L.p. 26, Tabela 2).

Prawie wszystkie biokoatlizatory (poza HPL i CLAP) wykazywaty selektywnos$¢
w kierunku tworzenia produktu o konfiguracji (S), co wykazano porownujac odpowiednie
czasy retencji uzyskane podczas rozdziatu enancjomeréw za pomocg chiralnej HPLC.
Najbardziej selektywnymi katalizatorami enzymatycznego rozdzialu kinetycznego kwasu
3-fenylo-4-pentenowego (1) sa lipazy z kielkoéw pszenicy i Penicillium roqueforti oraz
proszek acetonowy z watroby kaczej. Sposrod tych biokatalizatorow najwyzsza
konwersje substratu zaobserwowano dla lipazy z Penicillium roqueforti (¢ = 52%),
jednakze wigze si¢ to ze spadkiem nadmiaru enancjomerycznego produktu (e.e. = 90%).
Ester 2 z najwyzszym nadmiarem enancjomerycznym otrzymano w reakcji katalizowanej
przez GLAP (e.e. = 97%), lecz z kolei w tym przypadku wydajno$¢ procesu jest

stosunkowo niska (¢ = 25%).
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6.3.1.3. Badania nad wplywem donora grupy alkoksylowej na
reakcj¢ EKR kwasu 3-fenylo-4-pentenowego

Badania nad optymalizacja warunkéw enzymatycznego rozdziatu kinetycznego
kwasu  3-fenylo-4-pentenowego (1) pozwolily wyselekcjonowa¢ odpowiedni
rozpuszczalnik tej reakcji 1 biokatalizatory. Niewatpliwie, ogromny wptyw na reakcje
enzymatycznej estryfikacji kwasow karboksylowych ma dobdér donora grupy
alkoksylowej. W zwigzku z tym, w kolejnym etapie badan postanowiono sprawdzi¢
wplyw donora grupy alkoksylowej na enancjoselektywno$¢ reakcji enzymatycznego
rozdziatu kinetycznego kwasu 1.

W pierwszej kolejnosci zdecydowano zbada¢ wplyw dtugosci tancucha bocznego
ortoestrow trialkilowych. Przetestowano nast¢pujace ortoestry trietylowe: ortomroéwczan
(5) oraz ortobenzoesan (7), wyniki reakcji z ortooctanem (6) zaprezentowano w sekcji
6.3.1.2. Nastepnie postanowiono sprawdzi¢ wplyw dlugosci grupy alkoksylowej na
enancjoselektywnos¢ EKR kwasu 1. W tym celu uzyto ortoestréw trimetylowych:
ortomréwczanu (8), ortooctanu (9) i ortobenzoesanu (10).

Badania modelowe prowadzono w toluenic w temperaturze 40°C w ciggu 24
godzin, stosujac wybrane enzymy jako katalizatory reakcji KR (Schemat 39).
Zastosowano biokatalizatory, dla ktéorych uzyskano najlepsze rezultaty w reakcji
z ortooctanem trietylu (6) (lipazy z: kietkow pszenicy, Penicillium roqueforti, Aspergillus
sp., Mucor miehei, Candida rugosa oraz proszek acetonowy z watroby gesiej). Ze
wzgledu na niska konwersje procesoOw z ortoestrami trimetylowymi, czas reakcji
wydhuizono do 48 godzin. Dla kazdego z donorow (5 — 10) przeprowadzono reakcje bez

dodatku biokatalizatora. Otrzymane wyniki przedstawiono w Tabeli 3.

Ze) toluen (/U\
40°C, 24-48 godz.
ROR 0°C, 24-48 godz
OH J< —em @ OR

rac-1 5:R=FEt,R'=H (S)-2: R=Et (R)-1
6: R =Et, R'=Me (S)-3: R=Me
7:R=Et,R'=Ph
8:R=Me, R'=H
9: R = Me, R'= Me
10: R = Me, R'=Ph

Schemat 39. EKR kwasu 1
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Tabela 3. Wplyw donora grupy alkoksylowej na EKR kwasu 1

L.p. Donor Enzym Czas [godz] Produkt c[%] ee’”[%] E°
I. 5 - 24 rac-2 3 - -
2. 5 WGL 24 (5)-2 43 71 10
3. 5 PRL 24 (5)-2 6 89 19
4. 5 ASL 24 (5)-2 12 68 6
5. 5 MML 24 (5)-2 3 27 2
6. 5 CRL 24 (5)-2 6 44 3
7. 7 - 24 rac-2 4 - -
8. 7 WGL 24 (5)-2 50 >99 >200
9. 7 PRL 24 (5)-2 50 >99 >200
10. 7 GLAP 24 (5)-2 50 >99 >200
1. 8 - 48 rac-3 9 - -
12. 8 WGL 48 rac-1 0 - -
13. 8 PRL 48 (9)-3 9 82 11
14. 8 GLAP 48 (R)-3 19 16 1
15. 9 - 48 rac-1 0 - -
16. 9 WGL 48 (9)-3 17 1 1
17. 9 PRL 48 (5)-3 9 82 11
18. 9 GLAP 48 (5)-3 6 2 1
19 10 - 48 rac-3 4 - -
20. 10 WGL 48 (9)-3 50 >99 >200
21 10 PRL 48 (9)-3 34 >99 >200
22 10 GLAP 48 (5)-3 50 >99 >200

* Warunki reakcji: 1 (1 mmol), 5-10 (3 mmol), toluen (1.21 ml), enzym (10 mg), 40°C, 24 — 48 godz.
® Okre$lono za pomocg HPLC z kolumng chiralng Chiralcel OD-H

In[1-c(1+e.e.p)]

¢ Obliczono za pomocg rownania: E =
In[1-c(1—e.e.p)]

Uzyskane wyniki pokazuja, iz w obrebie ortoestrow trietylowych (L.p. 1-10,
Tabela 3 oraz Tabela 2) enancjoselektywnos$¢ wzrasta wraz z objetoscig tancucha
bocznego ortoestru. W przypadku zastosowania ortomréwczanu trietylu  (5)
enancjoselektywnos¢ reakcji byla niska (£ =2 -19) (L.p. 2 — 6, Tabela 3), duzo nizsza niz
w przypadku ortooctanu trietylu (6) (Tabela 2). Najlepsze wyniki uzyskano dla

ortobenzoesanu trietylu (7), w reakcjach katalizowanych przez wszystkie testowane
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enzymy uzyskano idealny rozdziat kinetyczny (¢ = 50%, e.e. > 99%) (L.p. 8 — 10,
Tabela 3). Enzymatyczna estryfikacja kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1) wszystkimi
testowanymi ortoestrami trietyluowymi prowadzila do otrzymania estréw etylowych
o konfiguracji (S) jako glownych produktow, co wykazano porownujac odpowiednie
czasy retencji uzyskane podczas rozdziatu enancjomeréw za pomocg chiralnej HPLC.

Rozpatrujac ortoestry trimetylowe (8 — 10) jako donory grupy alkoksylowej
mozna zauwazy¢ podobny trend jak dla ortoestrow trietylowych (5 — 7), im bardziej
rozbudowany sterycznie tancuch boczny zwigzku, tym lepsza enancjoselektywnos¢ (L.p.
11 — 22, Tabela 3). Najlepszy rozdziat kinetyczny uzyskano dla ortobenzoesanu trimetylu
(10) (c = 34 — 50%, e.e. > 99%) (L.p. 20 — 22, Tabela 3). W przypadku ortomréwczanu
trimetylu (8), gdy jako katalizator zastosowano lipaz¢ z kietkdw pszenicy (WGL), nie
zaobserwowano konwersji substratu (L.p. 12, Tabela 3). Ten sam enzym katalizuje
jednak EKR kwasu 1 w obecno$ci ortooctanu trimetylu (9), jednakze
enancjoselektywnos¢ tego procesu jest znikoma (E = 1) (L.p. 12, Tabela 3). Zaskakujacy
wynik otrzymano dla reakcji estryfikacji kwasu 1 ortomréwczanem trimetylu (8)
katalizowanej przez GLAP - uzyskano produkt o konfiguracji (R) (L.p. 14, Tabela 3),
podczas gdy pozostate testowane donory i biokatalizatory prowadzity do otrzymania estru
o konfiguracji (S). W celu uniknigcia btedu reakcje powtdérzono, jednak wynik pozostat
bez zmian.

Rezultaty przedstawione w Tabeli 3. ukazuja réwniez wplyw dlugosci grupy
alkoksylowej na enancjoselektywnos¢ i wydajno$¢ reakcji enzymatycznego rozdziatu
kinetycznego kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1). Dla wszystkich testowanych enzymow
ortoestry trietylowe (5 — 7) okazatly si¢ by¢ lepszymi donorami grupy alkoksylowej niz
ortoestry trimetylowe (8 — 10), nawet pomimo dwukrotnego wydtuzenia czasu reakcji
tych drugich. Stwierdzono, iz najlepszym donorem grupy alkoksylowej w reakcji
enzymatycznego rozdziatu kinetycznego jest ortobenzoesan trietylu (7). Uzyskane wyniki
potwierdzaja, jak wazny jest dobor odpowiedniego donora grupy alkoksylowej dla reakcji
enzymatycznej estryfikacji. Na konwersj¢ substratu i enancjoselektywnos¢ reakcji EKR
wplywa zaréwno dlugo$¢ tancucha bocznego ortoestru, jak i rodzaj grupy alkoksylowe;.

W  kolejnym etapie postanowiono sprawdzi¢ przydatno$¢ opracowanej
metodologii enzymatycznego rozdzialu kinetycznego kwasu 1 do zastosowania
praktycznego. W tym celu powigkszono skale jednego z eksperymentéw do skali 1-
gramowej. Badania modelowe prowadzono w toluenie w temperaturze 40°C, stosujac

ortooctan trietylu (6) jako donor grupy alkoksylowej i proszek acetonowy z watroby
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gesiej. Czas reakcji wynosit 24 godziny. Niespodziewanie reakcja w wiekszej skali 1 w
tych samych warunkach zachodzita szybciej niz w skali miligramowej, jednak
powodowato to spadek czystosci optycznej produktu (skala mg: ¢ = 25%, e.e. = 97%,
E = 82, skala g: ¢ = 50%, e.e. = 80, E = 22). Skrocenie czasu reakcji do 16 godzin
pozwolilo na uzyskanie produktu z bardzo wysokim nadmiarem enancjomerycznym

(e.e.=99%) w skali preparatywne;.

6.3.2. Zastosowanie acetali, ketali i ortoweglanow jako nowych

donorow grupy alkoksylowej

Badania nad opracowaniem enzymatycznej estryfikacji kwasu
3-fenylo-4-pentenowego (1) z wykorzystaniem ortoestréw trialkilowych (5 — 10)
potwierdzity, iz substancje te moga by¢ zastosowane jako nowe donory grupy
alkoksylowej. W zwiazku z powyzszym, postanowiono przeprowadzi¢ badania nad
zastosowaniem innej klasy donoréw w reakcji enzymatycznego rozdziatu kinetycznego
kwasu 1.

Celem kolejnego etapu prac bylo sprawdzenie przydatnos$ci acetali, ketali
i ortoweglanow w syntezie enancjomerycznie czystych pochodnych kwasu
3-fenylo-4-pentenowego (1). Przetestowano acetale dietylowe: 1,1-dietoksyetan (11),
acetal dietylowy benzaldehydu (12), dimetylowe: 1,1-dimetoksyetan (13), acetal
dimetylowy benzaldehydu (14), a takze ketal — 2,2-dimetoksypropan (15) oraz
ortoweglan tetrametylu (16) i ortoweglan tetraizopropylu (17) (Rysunek 11).

OEt OEt OMe
)\oa Ph)\OEt )\OMe Ao J\
11 12 13 1O
M MeO o 0
i e )<0Me “\OMe /K 7/
Ph OMe OMe MeO OMe 17
14 15 16

Rysunek 11. Acetale i ketale uzyte w reakcji EKR kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1)
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Badania modelowe przeprowadzono w warunkach opracowanych dla reakcji
z ortoestrami: w toluenie jako rozpuszczalniku, w temperaturze 40°C, w ciggu 24 godzin
(donory grypy etoksylowej) lub 48 godzin (donory grupy metoksylowej). Dla acetalu 11
przetestowano szereg biokatalizatorow — enzymy komercyjne (lipazy z: kietkdw pszenicy
(WGL), Penicillium roqueforti (PRL), Mucor miehei (MML), Aspergillus sp. (ASL),
Rhizopus niveus (RNL), Hog pancreas (HPL), Rhizopus arrhizus (RAL), Aspergillus
oryzae (AOL), Pseudomonas cepacia (PCL), Candida rugosa (CRL), Candida lipolytica
(CLL), Mucor javanicus (MJL), Pseudomonas fluorescens (PFL), Pseudomonas sp.
(PSL), Pseudomonas sp. Typ B (PSL-B), Porcine pancreas (PPL), Rhizomucor miehei
(RML), Chromobacterium viscosum (CVL), a takze Papaing i Novozym 435) oraz
proszki acetonowe z watroby zwierzecej (z gesiej (GLAP), indyczej (TLAP), swinskiej
(PLAP) oraz jeleniej (JLAP)). W przypadku pozostatych donoréw grupy alkoksylowe;j
(12 — 17) przeprowadzono reakcje katalizowane przez lipaz¢ z kietkdw pszenicy,
Penicillium roqueforti oraz proszek acetonowy z watroby gesi. Otrzymane wyniki

zamieszczono w Tabeli 4.

Tabela 4. Zastosowanie acetali 1 ketali do ERK kwasu 1

L.p. Donor Enzym Czas [godz] Produkt c[%] ee’”[%] E°
1. 11 - 24 rac-2 1 - -
2. 11 WGL 24 (S)-2 6 46 3
3. 11 PRL 24 (R)-2 7 33 2
4. 11 MML 24 (S)-2 2 08 83
5. 11 ASL 24 (S)-2 2 >99 200
6. 11 RNL 24 (S)-2 4 17 2
7. 11 HPL 24 (5)-2 23 30 2
8. 11 RAL 24 (S)-2 7 08 106
9. 11 AOL 24 (S)-2 3 98 102
10. 11 PCL 24 rac-2 2 - -
1. 11 CRL 24 (S)-2 25 12 1
12. 11 CLL 24 (S)-2 3 98 102
13. 11 MIJL 24 (5)-2 6 18 2
14, 11 PFL 24 (S)-2 4 08 103
15. 11 PSL 24 (5)-2 2 98 101
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16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
12
12
12
13
13
13
14
14
14
15
15
15
16
16
16
17
17
17

PSL-B
PPL
RML
CVL

Papaina

Novozym

GLAP
TLAP
PLAP
JLAP
WGL
PRL
GLAP
WGL
PRL
GLAP
WGL
PRL
GLAP
WGL
PRL
GLAP
WGL
PRL
GLAP
WGL
PRL
GLAP

24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
48
48
48
48
48
48
48
48
48
48
48
48
24
24
24

(5)-2
(5)-2
(5)-2
rac-2
(5)-2
rac-2
rac-2
rac-2
(R)-2
rac-2
(5)-2
(5)-2
(5)-2
(5)-3
(5)-3
(5)-3
(5)-3
(5)-3
(5)-3
(5)-3
(R)-3
(R)-3
(5)-3
(5)-3
(5)-3
(5)-3
(5)-3
(5)-3

W = = W W 9 DR =

W W W
w h S S

22
24
11

5
31
41
47

39
98
98

16

59

>99
92
81
88
58
90
94
99
98
89
72
57
32
68
65
4
23
26

100
103

>200
35
15
16

19
38
>200
140

[
O

NN = NN RO

* Warunki reakeji: 1 (1 mmol), 11-17 (3 mmol), toluen (1.21 ml), enzym (10 mg), 40°C, 24 — 48 godz.

® Okre$lono za pomocg HPLC z kolumng chiralng Chiralcel OD-H

¢ Obliczono za pomoca rownania:

E =

In[1-c(1+e.e.p)]

In[1-c(1—e.e.p)]

Zastosowanie 1,1-dietoksyetanu (11) jako donora grupy alkoksylowej nie

zapewnio dobrych wynikéw rozdzialu kwasu 1. Mimo iz w obecnosci kilku
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biokatalizatorow (MML, ASL, RAL, AOL, CLL, PFL, PSL, PPL, RML) uzyskano
wysoka enancjoselektywnos¢ (E = 83 — 200), konwersja substratu nie przekroczyta 7%
(L.p.4,5,8,9, 12, 14, 15, 17, 18, Tabela 4). Duzo lepsze rezultaty uzyskano dla acetalu
dietylowego benzaldehydu (12). W zaleznosci od zastosowanego biokatalizatora
enancjoselektywno$¢ reakcji z uzyciem tego donora jest umiarkowana — dla proszku
acetonowego z watroby gesiej (E = 15) (L.p. 28, Tabela 4), dobra — dla lipazy z
Penicillium roqueforti (E = 35) (L.p. 27, Tabela 4) i bardzo dobra — dla lipazy z kietkow
pszenicy (E > 200) (L.p. 26, Tabela 4).

Rozpatrujagc acetale dimetylowe, najlepszy rozdzial kinetyczny uzyskano dla
acetalu benzaldehydu (14) (E =38 — 216) (L.p. 33 — 35, Tabela 4). Jednakze w przypadku
tego donora wydajno$¢ reakcji nie przekroczyla 24%. W reakcjach kwasu 1
z 1,1-dimetoksyetanem (13) zar6wno enancjoselektywnos¢, jak i wydajnos$¢ byty niskie
(L.p. 30 — 32, Tabela 4). Podobne rezultaty uzyskano takze dla estryfikacji ketalem -
2,2-dimetoksypropanem (15). Zastosowanie ortowgglanu tetrametylu (16) jako donora
takze nie dalo zadowalajacych rezultatow — zaré6wno wydajnos¢, jak
1 enancjoselektywnos¢ tych reakcji byta niska (L.p. 38 — 40, Tabela 4).

Reakcje z donorem grupy izopropylowej — ortoweglanem tetraizopropylu (17),
charakteryzuja si¢ do$¢ dobra wydajnoscia (¢ = 31 — 47%), ale bardzo niska
enancjoselektywnos$cia, nie przekraczajaca 2 (L.p. 41 — 43, Tabela 4). Najlepszy wynik
uzyskano dla procesu katalizowanego przez proszek acetonowy z watroby gesi (GLAP)
(c=47%, E=2) (L.p. 43, Tabela 4).

W wigkszosci reakcji enancjoselektywnych gldéwnymi produktami byly estry
etylowe (2), metylowe (3) lub izopropylowe (4) kwasu 3-fenylo-4-pentenowego
o konfiguracji (S), co wykazano poréwnujac odpowiednie czasy retencji uzyskane
podczas rozdzialu enancjomeréw za pomocag HPLC. W przypadku estryfikacji kwasu 1
acetalem 11 katalizowanej lipaza z Penicillium roqueforti i proszkiem acetonowym
z watroby $winskiej otrzymano ester etylowy (R)-2 (L.p. 3, 24, Tabela 4). Odwrdcenie
konfiguracji zaobserwowano takze w reakcjach kwasu 1 z ketalem 15 przy uzyciu lipazy
z Penicillium roqueforti 1 proszku acetonowego z watroby gesiej (L.p. 36, 37, Tabela 4).
W przypadku tych przemian, zar6wno konwersja substratu, jak i czysto$¢ optyczna
otrzymanych estrow byta bardzo niska.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze acetale i ortoweglany moga by¢ stosowane jako
donory grupy alkoksylowej w reakcji enzymatycznej estryfikacji  kwasu

3-fenylo-4-pentenowego (1). Dane eksperymentalne otrzymane w wyniku reakcji z tymi
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zwigzkami potwierdzaja, iz budowa donora grupy alkoksylowej oraz dlugos¢ grupy
alkoksylowej wptywaja na enancjoselektywno$¢ 1 wydajno$¢ enzymatycznej estryfikacji.
Podobnie jak w przypadku ortoestrow, im bardziej rozbudowany tancuch boczny donora,
tym lepszy jest rozdzial kinetyczny kwasu 1. Dotyczy to zarowno acetali dietylowych, jak
1 dimetylowych. W zgodzie z poprzednimi wynikami pozostaje rowniez fakt, iz reakcje
prowadzone z uzyciem donorow grupy etoksylowej (11 — 12) (L.p. 1 28, Tabela 4)
charakteryzujg si¢ lepsza wydajnos$cia i enancjoselektywnoscia niz w przypadku donorow
grupy metoksylowej (13 — 16) (nawet po dwukrotnym wydluzeniu czasu reakcji)
(L.p. 29 — 40, Tabela 4) czy izopropylowej (17) (L.p. 41 —43, Tabela 4).

Porownujac  wyniki otrzymane dla reakcji enzymatycznego rozdzialu
kinetycznego kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1) przy zastosowaniu ortoestrow, acetali
1 ortowegglanow jako donoréw grupy alkoksylowej stwierdzono, iz ortoestry sa duzo
lepszymi donorami grupy alkoksylowej dla estryfikacji kwasow karboksylowych niz

acetale, ketale lub ortoweglany.

6.4. Badania nad mechanizmem enzymatycznego rozdzialu

kinetycznego kwasu 3-fenylo-4-pentenowego

W ramach niniejszej rozprawy opracowano enzymatyczny rozdzial kinetyczny
kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1) z wykorzystaniem nowych donoréow grupy
alkoksylowej — ortoestrow trialkilowych, acetali dialkilowych 1 ortowgglanow
tetraalkilowych.

W kolejnym etapie pracy postanowiono przeprowadzi¢ badania nad wyjasnieniem
mechanizmu tej opracowanej reakcji. Ortoestry trialkilowe byly wcze$niej stosowane do
enzymatycznego rozdziatu kinetycznego kwaséw karboksylowych,'”* o czym
wspomniano w rozdziale 4. Grupa wloskich badaczy opisata enzymatyczng estryfikacje
racemicznych  kwaséw  karboksylowych przy zastosowaniu ortomroéwczanow
trialkilowych. W cytowanej pracy zaproponowano mechanizm badanej reakcji
enzymatycznego rozdziatu kinetycznego. Uczeni stwierdzili, iz dodanie ortoestru do
mieszaniny reakcyjnej przesuwa rownowage reakcji na rzecz tworzenia si¢ produktu

(estru), gdyz tworzaca si¢ czasteczka wody zostaje zuzyta do hydrolizy tego reagenta.

136 (a) Morrone, R.; Piattelli, M.; Nicolosi, G.; Eur. J. Org. Chem. 2001, 1441-1443; (b) Morrone, R;;
D’Antona, N.; Nicolosi, G.; Rasayan J. Chem. 2008, 1, 732-737; (c) Morrone, R.; D’ Antona, N.; Lambusta,
D.; Nicolosi, G.; J. Mol. Catal. B: Enzymatic 2010, 65, 49-51.
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Dzigki temu, reakcja estryfikacji staje si¢ niecodwracalna. Mechanizm ten zakfada, ze
ortoester ulega hydrolizie, w wyniku ktorej powstaje czasteczka alkoholu, ktéra w
kolejnym etapie bierze udziat w enzymatycznej estryfikacji kwasu karboksylowego

(Schemat 40).

0 . O
)J\ Lipaza )j\
R” o * R'OH R”OOR! + H0
0 H OR'!
M+ 2rtlon = R0 * HO
1
H” DOR OR!

Schemat 40. Mechanizm EKR z udziatem ortoestrow zaproponowany przez grupg Nicolosi

Przedstawione powyzej wyniki badan nad zastosowaniem ortoestrow w reakcji
enzymatycznego rozdziatu kinetycznego kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1) (rozdziat
6.3) wskazuja, iz struktura donora jest SciSle zwigzana z enancjoselektywno$cia
1 wydajnoscig reakcji enzymatycznej estryfikacji kwasu 1. Natomiast mechanizm
zaprezentowany na Schemacie 40 nie wyjasnia wptywu struktury donora grupy
alkoksylowej na enancjoselektywno$¢. Wedlug omawianego mechanizmu, zmiana donora
grupy alkoksylowej nie powinna zmieni¢ warto$ci enancjoselektywnosci reakcji
enzymatycznej. Przykladowo, w reakcjach z rdéznymi ortoestrami trimetylowymi,
bezposrednim substratem w reakcji enzymatycznej estryfikacji bylaby czasteczka tego
samego alkoholu metylowego. Wyniki badan przeprowadzonych w ramach niniejszej
pracy wskazuja, iz mechanizm zaprezentowany na Schemacie 40 jest bledny. W zwiazku
z tym, postanowiono przeprowadzi¢ badania nad wyjasnieniem mechanizmu opracowanej
reakcji enzymatycznego rozdzialu kinetycznego kwasu 1.

Na podstawie otrzymanych wynikow stwierdzono, iz mozliwe sg trzy
mechanizmy enzymatycznej estryfikacji przy zastosowaniu nowych donorow grupy
alkoksylowej (Schemat 41). Pierwsza mozliwos¢ (Sciezka A + C) =zaklada, ze
w pierwszym etapie reakcji ortoester trialkilowy jest hydrolizowany przez enzym 1
z wytworzeniem czasteczki alkoholu, ktora nastgpnie bierze udziat w klasycznej
enzymatycznej estryfikacji kwasu karboksylowego. Drugi proponowany mechanizm

(Sciezka B + C) rozni si¢ tym, ze hydroliza ortoestru do alkoholu zachodzi przy udziale
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kwasu karboksylowego. Z kolei trzecia mozliwo$¢ (Sciezka D) polega na tym, iz jeden

enzym katalizuje zar6wno przemiang ortoestru jak i kwasu karboksylowego.

enzym 3

Schemat 41. Proponowane mechanizmy enzymatyczne;j estryfikacji

Celem tego etapu badan byly proby wyjasnienia mechanizmu enzymatycznego
rozdziatu kinetycznego kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1) z uzyciem ortoestrow, acetali
i ketali. W zwigzku z tym przeprowadzono reakcje enzymatycznej estryfikacji kwasu
3-fenylo-4-pentenowego (1) za pomoca roéznych donorow grupy alkoksylowej. Na
poczatku sprawdzono procedur¢ klasycznej enzymatycznej estryfikacji kwasu 1
alkoholem metylowym, po czym postanowiono zastosowaé¢ metodologi¢ opracowang
przez grup¢ Nicolosi (jako donor grupy alkoksylowej zastosowano ortoester trimetylu z
dodatkiem alkoholu metylowego)"’ i poréwnaé¢ z wynikami badan nad EKR kwasu 1
przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy. W tym celu przeprowadzono reakcje
enzymatycznego rozdzialu kinetycznego kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1) za pomoca
ortoestrow trimetylowych o roznej dlugosci tancucha bocznego (8 — 10, 18 — 20)
(Rysunek 12), stosujac Novozym 435 jako biokatalizator. Reakcje prowadzono
w toluenie w temperaturze 40°C przez 72 godziny. Otrzymane wyniki przedstawiono

w Tabeli 5.

37 Morrone, R.; Piattelli, M.; Nicolosi, G.; Eur. J. Org. Chem. 2001, 1441-1443.
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Rysunek 12. Ortoestry trimetylowe uzyte w reakcji EKR kwasu 1

Tabela 5. Enzymatyczna estryfikacja kwasu 1 za pomocg donoréw grupy metoksylowe;.

L.p. Donor Produkt ¢ [%] e.e. [%] E*
1. MeOH rac-3 1 - -
2.0 MeOH + 9 rac-3 5 - -
3. 8 (S)-3 43 57 6
4. 9 (S)-3 46 46 4
5. 18 (S)-3 41 81 17
6. 19 (S)-3 26 47 3
7. 20 (S)-3 48 60 6
8. 10 (S)-3 50 99 >200

* Warunki reakcji: 1 (1 mmol), 8-20 (3 mmol), toluen (1.21 ml), Novozym (10 mg), 40°C, 72 godz.

® Warunki reakcji 1 (1 mmol), 9 (3 mmol), MeOH (0.1 ml), toluen (1.21 ml), Novozym (10 mg), 40°C, 72
godz.

¢ Okres$lono za pomocg HPLC z kolumng chiralng Chiralcel OD-H

In[1-c(1+e.e.p)]

4 Obliczono za pomoca rownania: E =
In[1-c(1-e.e.p)]

Rezultaty przeprowadzonych badan wskazuja, iz prosta enzymatyczna estryfikacja
kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1) za pomocg alkoholu metylowego (MeOH) pozwala na
uzyskanie sladowych ilo$ci racemicznego estru 3 (L.p. 1, Tabela 5). Z kolei zastosowanie
procedury enzymatycznego kinetycznego rozdzialu kwaséw  karboksylowych
opracowanej przez grup¢ Nicolosi (ortooctan trimetylu (9) z dodatkiem alkoholu
metylowego) wplywa na nieznaczng poprawe konwersji substratu (¢ = 5%), jednakze nie
na enancjoselektywnos¢ (L.p. 2, Tabela 5). Metodologia opracowana w ramach niniejszej
pracy zaskutkowala otrzymaniem nieracemicznych produktow 3 (L.p. 3-8, Tabela 5).

Najpierw przeprowadzono reakcje z ortoestrami alifatycznymi, stopniowo wydhuzajac
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dhlugo$¢ tancucha przy centralnym atomie wegla (L.p. 3 — 7, Tabela 5). Zastosowanie
ortomrowczanu trimetylu (8) i ortooctanu trimetylu (9) jako donoréow grupy alkoksylowe;j
daje podobne rezultaty — dobrag konwersje substratu (¢ = 43 — 46%), lecz niska
enancjoselektywnos¢ (E = (4 — 6)) (L.p. 3 1 4, Tabela 5). Bardziej sterycznie zatloczony
ortopropionian  trimetylu (16) pozwala na uzyskanie estru 3 z lepsza
enancjoselektywnoscia (£ = 17) (L.p. 5, Tabela 5). Jednakze dalsze wydhuzanie tancucha
bocznego powoduje spadek wydajnosci 1 selektywnosci (¢ = 26 — 48%, E = 3 — 6)
(L.p. 6 1 7, Tabela 5). Z kolei zastosowanie ortobenzoesanu trimetylu (10) powoduje
ogromny wzrost enancjoselektywnosci (¢ = 50%, E > 200) (L.p. 8, Tabela 5).
W przypadku wszystkich testowanych ortoestrow trimetylowych gtéwnym produktem byt
ester metylowy kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (3) o konfiguracji (S), co wykazano
porownujac odpowiednie czasy retencji uzyskane podczas rozdzialu enancjomeréw za
pomoca HPLC.

Otrzymane wyniki wskazuja, iz zastosowanie ortoestrow alifatycznych jako
donoréw grupy alkoksylowej w reakcji enzymatycznego rozdziatu kinetycznego kwasu
3-fenylo-4-pentenowego (1) prowadzi do otrzymania produktéw z nizsza wydajnoscia
i enancjoselektywnos$cia, natomiast obecnos¢ grupy fenylowej w strukturze donora
zapewnia doskonaly rozdziat kinetyczny. Poréwnujac wyniki uzyskane dla reakcji
z ortooctanem trimetylu (9), przeprowadzonej za pomocg procedury grupy Nicolosi
(L.p. 2, Tabela 5) z metodologia opracowang w ramach tej rozprawy (L.p. 4, Tabela 9)
mozna zauwazy¢, iz dodatek alkoholu metylowego do mieszaniny reakcyjnej powoduje
obnizenie zarowno konwersji substratu, jak i enancjoselektywnos$ci procesu.

Analizujac uzyskane rezultaty (Tabela 5) stwierdzono, iz struktura donora grupy
alkoksylowej jest $ci$le zwigzana z enancjoselektywnoscig enzymatycznej estryfikacji.
Na podstawie = wynikow  enzymatycznego  kinetycznego  rozdzialu  kwasu
3-fenylo-4-pentenowego (1) rozwazono mozliwy mechanizm enzymatycznej estryfikacji
za pomocg ortoestrow 1 acetali. Na poczatku postanowiono wyjasni¢ mechanizm,
opierajac si¢ na tym zaproponowanym przez wloskich naukowcow (Schemat 40)."*
Gloéwna roznica metodologii opracowanej w ramach niniejszej rozprawy (rozdziat 6.3)
1 literaturowe;j jest brak dodatku odpowiedniego alkoholu do mieszaniny reakcyjnej, wiec
mechanizm przedstawiony na Schemacie 40 nalezy poprawic. W zwigzku z tym

postanowiono rozwazy¢ inny mozliwy mechanizm hydrolizy ortoestru ($ciezki A+C lub

3% Morrone, R.; Piattelli, M.; Nicolosi, G.; Eur. J. Org. Chem. 2001, 1441-1443.
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B+C, Schemat 41). Rozwazany, poprawiony mechanizm zaprezentowano na Schemacie
42. W pierwszym etapie enzymatycznej estryfikacji ortoester E moze ulega¢ hydrolizie
enzymatycznej (§ciezka A, Schemat 41) lub kwasowej (Sciezka B, Schemat 41) do
odpowiedniego estru F i dwoch czasteczek alkoholu G. Racemiczny kwas karboksylowy
B reaguje z grupa hydroksylowa seryny znajdujacej si¢ w miejscu aktywnym enzymu A,
w wyniku czego tworzy si¢ kompleks acyl-enzym D oraz czasteczka wody C.
W kolejnym etapie zachodzi reakcja pomiedzy kompleksem D, a czasteczka alkoholu G
(powstala w czasie hydrolizy ortoestru). W wyniku tej przemiany nast¢puje uwolnienie

enzymu oraz estru H.

oM &v' (CD3OH)
e
)< + HO —— )L *  2MeOH

E c
A o
+
Ry~ “OMe Ry OCDs
H I

N @]
Enz— OH )k

S

R{COOH
C B

Enz— O

Schemat 42. Rozwazany mechanizm enzymatycznej estryfikacji za pomoca ortoestrow

Niestety, zaproponowany na Schemacie 42 mechanizm takze nie wyja$nia zmiany
wartosci enancjoselektywnosci w zaleznosci od zastosowanego donora grupy
alkoksylowej. Gdyby ten mechanizm byt prawidlowy, woéwczas dlugos¢ tancucha
bocznego przy centralnym atomie wegla ortoestru nie miataby wpltywu na
enancjoselektywnos¢ enzymatycznej estryfikacji, a jedynie moglaby wplywaé na
wydajnos$¢ reakcji (szybko$¢ hydrolizy ortoestrow moze by¢ rozna). We wszystkich
przypadkach substratem w reakcji bylaby czasteczka tego samego alkoholu G.

W celu wyjasnienia mechanizmu reakcji enzymatycznego rozdzialu kinetycznego
kwasow karboksylowych za pomocg omawianych donoréw, postanowiono przeprowadzi¢
reakcje z deuterowanym metanolem. Zwigzek ten dodano do mieszaniny reakcyjnej
(kwas 3-fenylo-4-pentenowy (1), ortooctan trimetylu (8), toluen, Novozym 435)
i przeprowadzono procedur¢ ERK, zgodnie z opracowanym powyzej protokotem. Gdyby
mechanizm enzymatycznej estryfikacji przedstawiony na Schemacie 42 byt prawidlowy,

wowczas deuterowany alkohol metylowy konkurowalby z metanolem pochodzacym
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z hydrolizy ortoestru, w rezultacie czego powstawalyby dwa produkty — ester
deuterowany I i1 niedeuterowany H (Schemat 42). Produkt otrzymany w wyniku
omawianej reakcji poddano analizie za pomoca spektroskopii 'H NMR. Uzyskane widmo
nie wykazato nawet $ladowych ilosci estru deuterowanego, otrzymano wytacznie produkt
niedeuterowany. Uzyskane wyniki potwierdzaja, iz mechanizmy zaprezentowane na
Schemacie 41 A i B oraz na Schemacie 42 sg wysoce nieprawdopodobne.

Dane literaturowe wskazuja, iz w reakcji ortoestrow trialkilowych z kwasami
karboksylowymi w warunkach katalizy kwasowej jako produkt posredni powstaje

139 . .,
. Postanowiono sprawdzi¢, czy

odpowiedni karboksylan dialkanoksylowy (21)
w warunkach opracowanego rozdzialu kinetycznego kwasu 1 takze powstaje tego typu
produkt posredni. W zwiazku z tym, przeprowadzono reakcj¢ enzymatycznej estryfikacji
kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1) z ortobenzoesanem trimetylu (10) (Schemat 43).
Nastgpnie mieszaning reakcyjng poddano analizie za pomoca spektometrii masowe;.

Otrzymane widmo masowe potwierdza obecnos¢ zwigzku 21 w mieszaninie reakcyjnej

= 0 Z 0 OM
)O<I\4§Me Lcph
OH *+ Ph OMe ——> O~ OMe
1 10 l 21

rac-

~ 0

OMe

Schemat 43. Estryfikacja kwasu 1 za pomocg ortobenzoesanu trimetylu (10)

W oparciu o uzyskane wyniki i dane literaturowe zaproponowano mechanizm
reakcji enzymatycznego rozdzialu kinetycznego za pomoca ortoestrow, acetali i ketali

(Schemat 44).

1% (a) Kwart, H.; Price, M. B.; J. Am. Chem. Soc. 1960, 82, 5123-5129; (b) DeWolfe, R. H.; Jensen, J. L.; J.
Am. Chem. Soc. 1963, 85, 3264-3268; (c) van Melick, J. E. W.; Scheeren, J. W.; Nivard, R. J. F.; Recl.
Trav. Chim. Pay-B, 1973, 92, 775-787.
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Schemat 44. Proponowany mechanizm enzymatycznej estryfikacji kwaséw karboksylowych z
wykorzystaniem ortoestrow, acetali i ketali

Stwierdzono, iz enzym katalizuje zar6wno przemiang kwasu karboksylowego, jak
i donora, co wyjasnialoby wplyw tego ostatniego na enancjoselektywno$¢ reakcji EKR.
Na podstawie danych literaturowych (promiskuityzm enzymoéw, sekcja 4.1.1.2)
1 uzyskanych wynikow zaproponowano, iz w enzymatycznej estryfikacji kwasu 1 za
pomoca ortoestrow, acetali, ketali i ortoweglanow biorg udziat tylko tancuchy boczne
dwoch aminokwasow triady katalitycznej centrum aktywnego — histydyna i1 kwas
asparaginowy. W pierwszym etapie nast¢puje zwigzanie kwasu karboksylowego
w miejscu aktywnym enzymu. Atom wodoru z czasteczki kwasu karboksylowego jest
przenoszony przez par¢ His-Asp i w rezultacie tworzy si¢ jon karboksylanowy.
W kolejnym etapie, w centrum aktywnym zostaje zwigzany donor grupy alkoksylowe;.
Para His-Asp katalizuje przeniesienie protonu z kwasu na drugi substrat. Zwiazki
odlaczaja si¢ od centrum aktywnego enzymu, nastgpuje atak anionu kwasowego na
czasteczke donora. Po odfgczeniu czasteczki alkoholu powstaje produkt posredni, ktory

nastgpnie ulega przegrupowaniu, w wyniku czego powstaje pozadany ester.
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6.5. Badania nad opracowaniem enzymatycznego dynamicznego

rozdzialu kinetycznego kwasu 3-fenylo-4-pentenowego

Celem kolejnego etapu badan bylo opracowanie enzymatycznego dynamicznego
rozdziatu kinetycznego kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1). W rozdziale 6.3 opisano
badania nad opracowaniem enzymatycznego rozdzialu kinetycznego kwasu 1. Rezultaty
tej pracy zakonczyly si¢ sukcesem. Metodologia ta pozwolita na otrzymanie
enancjomerycznie czystych pochodnych zwigzku 1. Mimo uzyskania idealnego ERK,
metoda ta posiada wad¢ w postaci ograniczonej wydajnosci maksymalnej (¢ = 50%).
Zaleta dynamicznego rozdziatu kinetycznego jest to, iz caly racemiczny substrat moze
zosta¢ przeksztalcony w enancjomerycznie czysty produkt. Niereaktywny w rozdziale
kinetycznym enancjomer jest racemizowany i poddawany dalszemu rozdzialowi, co
powoduje wzrost wydajnosci reakcji. Jezeli racemizacja zachodzi w sposob
konkurencyjny do rozdzialu kinetycznego, teoretycznie 100% mieszaniny racemicznej
moze ulec przemianie w jeden enancjomer. Dynamiczny rozdzial kinetyczny jest
procesem, w ktorym oba enancjomery substratu znajduja si¢ w ciaglej rownowadze.
Zatem, racemizacja jest jednym z najwazniejszych parametrow, ktory musi zostaé
zoptymalizowany.

Opracowanie enzymatycznego rozdziatu kinetycznego kwasu
3-fenylo-4-pentenowego (1) zachecilo do rozszerzenia tej procedury w rozdziat
dynamiczny. W zwigzku z tym, postanowiono wprowadzi¢ do reakcji czynnik
racemizujacy tak, aby uzyska¢ DKR (Schemat 45). Jedng z najbardziej popularnych
metod racemizacji jest uzycie katalizatorow metali przejsciowych. Jednakze procedura ta
zostata z powodzeniem zastosowana jedynie do rozdzialu racemicznych pochodnych
alkoholi'*® i amin'*'. W literaturze nie znaleziono wzmianki na temat dynamicznego
rozdziatlu kinetycznego kwasow karboksylowych zawierajacych wiazanie podwdjne
W pozycji y za pomoca procedury tandem metal — enzym. Mimo to, w ramach niniejszych
badan, postanowiono sprawdzi¢, czy katalizatory metali przejsciowych mozna

zastosowac¢ do racemizacji kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1).

140" (a) Rachwalski, M.; Vermue, N.; Rutjes, F. P. J. T.; Chem. Soc. Rev. 2013, 42, 9268-9282; (b)
Lihammar, R.; Millet, R.; Backvall, J.-E.; J. Org. Chem. 2013, 78, 12114—12120; (c) Boren, L.; Martin-
Matute, B.; Xu, Y.; Cordova, A.; Backvall, J.-E.; Chem. Eur. J. 2006, 12, 225 —232.

! Kim, Y.; Park, J.; Kim, M.-J.; ChemCatChem 2011, 3,271 — 277.
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Schemat 45. Dynamiczny rozdziat kinetyczny kwasu 3-fenylo-4-pentenowego

6.5.1. Badania nad doborem rozpuszczalnika

W pierwszym etapie postanowiono sprawdzi¢ wpltyw rozpuszczalnika na
wydajno$¢ enzymatycznego dynamicznego rozdziatu kinetycznego kwasu 1. W tym celu
przeprowadzono reakcje w warunkach analogicznych do tych, ktore zostaty opracowane
dla KR (rozdziat 6.3.1.3), stosujac Novozym 435 jako biokatalizator (ze wzglgdu na
wigkszg stabilno$¢ tego enzymu) i ortobenzoesan trietylu (7) jako donor grupy
alkoksylowej. Procesy prowadzono w réznych rozpuszczalnikach w czasie pigciu dni,

w temperaturze 60°C (Schemat 46).

rozpuszczalnik, PhC(OEt)3
Novozym, ~ 0

cat., 5d, 60°C ()k
OH i - ©\‘ OEt

rac-1 (S)-2

e

Schemat 46. DKR kwasu 1

Do mieszaniny reakcyjnej dodano Kkatalityczng ilo$¢ kompleksow metali
przejsciowych jako czynnikoéw racemizujacych. Opierajac si¢ na danych literaturowych,
postanowiono sprawdzi¢ przydatnos$¢ kilku komercyjnie dostgpnych kompleksow metali

uzywanych jako czynniki racemizujace w reakcji dynamicznego rozdziatu kinetycznego —
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dimer dichloro(p-cymeno) rutenu (1D (Ru(II)) (22)'%,
chlorodikarbonylo(1-(isopropylamino)-2,3,4,5-tetrafenylcyklopentadienylo) ruten (II)
(Ru(IDN) (23)'*, katalizator Shvo (24)'*, tetrakis(trifenylofosfino) pallad (0) (Pd(0))
(25)'*, [1,1'-bis(difenylofosfino)ferroceno]dichloro pallad (I) (Pd (1)) (26)'*°, dimer
octanu rodu (IT) (Rh(ID)) (27)'*" (Rysunek 13).

W badaniach nad wptywem rozpuszczalnika na wydajno$¢ reakcji DKR kwasu
3-fenylo-4-pentenowego (1) przetestowano nastgpujace rozpuszczalniki: toluen, eter
izoamylowy, eter tert-butylo-metylowy (TBME), dimetyloformamid (DMF), acetonitryl,
cykloheksan, dioksan. W celu uniknigcia watpliwo$ci czy dany kompleks metalu
katalizuje reakcje enzymatycznej estryfikacji kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1)
przeprowadzono takze reakcje w wymienionych rozpuszczalnikach bez dodatku

katalizatora. Otrzymane wyniki przedstawiono w Tabeli 6.

k

CI-RU. Ph
Cl. /—C/I Cl Ph Ph
QW PH_RuPh Ru\ RO
oc” ocC eah
22. Ru(lI) 23. Ru(H)N 24. Shvo

i i o J~o 4
© @—P Ph | \@/_@
©—

P——Pd \/ %
Q <
“Ph \<
- O, ¥
25.Pd(0) 26. Pd(H) 27. Rh(ID)

Rysunek 13. Katalizatory stosowane do racemizacji kwasu 1

142 Benaissi, K.; Poliakoff, M.; Thomas, N.R.; Green Chem., 2009, 11, 617—621.

3 Warner, M. C.; Backvall, J.-E.; Acc. Chem. Res. 2013, 46, 2545 — 2555.

144 Larsson, A. L. E.; Parsson, B. A.; Backvall, J.-E.; Angew. Chem. Int. Ed. 1997, 36, 1211-1212.

145 Kamal, A.; Azhar, M. A.; Krishnaji, T.; Malik, M. S.; Azeeza, S.; Coord. Chem. Rev. 2008, 252, 569 —
592.

146 Ahn, Y.; Ko, S.-B.; Kim, M.-J.; Park, J.; Coord. Chem. Rev. 2008, 252, 647-658.

7 Dinh, P. M.; Howarth, J. A.; Hudnott, A. R.; Williams, J. M. J., Tetrahedron Lett. 1996, 37, 7623 —
7626.
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Tabela 6. Wplyw rozpuszczalnika na reakcje DKR kwasu 1

L.p. Katalizator Rozpuszczalnik ¢ [%]
1. - Toluen 52
2. - Eter izoamylowy 43
3. - TBME 20
4. Ru (II) (22) Toluen 88
5. Ru (II) (22) Eter izoamylowy 65
6. Ru (II) (22) TBME 46
7. Pd (0) (25) Toluen 68
8. Pd (0) (25) Eter izoamylowy 43
9. Pd (0) (25) TBME 32
10. Pd (II) (26) Toluen 80
11. Pd (II) (26) Eter izoamylowy 63
12 Pd (1) (26) TBME 35
13. Rh (II) (27) Toluen >99
14. Rh (II) (27) Eter izoamylowy 87
15. Rh (IT) (27) TBME 72
16. Rh (II) (27) DMF 8
17. Rh (II) (27) Acetonitryl 54
18. Rh (II) (27) Cykloheksan 75
19. Rh (II) (27) Dioksan 0
20. Rh (II) (27) - 58

* Warunki reakcji: 1 (1 mmol), 7 (3 mmol), rozpuszczalnik (1.21 ml), Novozym (10 mg), katalizator
metaliczny (22 —27) (10 Y%mol), 60°C, 5 dni.

Wyniki uzyskane w ramach powyzszych eksperymentéw wskazuja, iz
w przypadku rozdziatu kinetycznego (reakcje bez dodatku katalizatora metalicznego)
konwersja substratu we wszystkich testowanych rozpuszczalnikach byla umiarkowana
(c = 20 — 52%) (L.p. 1 — 3, Tabela 6). Dodatek kompleksu metalu przejsciowego
(22 - 27) spowodowal wzrost wydajnosci reakcji estryfikacji  kwasu
3-fenylo-4-pentenowego (1) (L.p. 4 — 19, Tabela 6). Dla wszystkich sprawdzanych
katalizatorow najwyzsza konwersje odnotowano, gdy srodowisko reakcji stanowit toluen
(c > 68%) (L.p. 4, 7, 10, 13, Tabela 6). Dobre wyniki otrzymano takze dla eteru
izoamylowego (¢ > 43%) (L.p. 5, 8, 11, 15, Tabela 6), natomiast najnizsza konwersje
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substratu zaobserwowano w przypadku zastosowania eteru fert-butylo-metylowego
(c>32%) (L.p. 6,9, 12, 16, Tabela 6). Warto podkresli¢, iz dla wszystkich testowanych
katalizatorow metalicznych, reakcje prowadzone w tych trzech rozpuszczalnikach byty
bardziej wydajne niz w przypadku rozdziatu kinetycznego. Spo$rdéd sprawdzanych
czynnikéw racemizacji najlepsze rezultaty uzyskano dla dimeru octanu rodu (II) (Rh(II))
(27) (L.p. 13 — 15, Tabela 6), w zwigzku z tym postanowiono przetestowaé w jego
obecnosci jeszcze kilka rozpuszczalnikow. Przeprowadzono réwniez reakcj¢ bez dodatku
rozpuszczalnika organicznego, w tym przypadku konwersja substratu byta umiarkowana
(c = 58%) (L.p. 20, Tabela 6). Estry etylowe 2 z dobra wydajnos$cia otrzymano, gdy
srodowisko reakcji stanowil eter izoamylowy (¢ = 87%) (L.p. 14, Tabela 6), eter
tert-butylo-metylowy (¢ = 72%) (L.p. 15, Tabela 6), cykloheksan (¢ = 75%) (L.p. 18,
Tabela 10) 1 acetonitryl (¢ = 54%) (L.p. 17, Tabela 6). Natomiast dimetyloformamid
1 dioksan (okazaly si¢ by¢ stabymi rozpuszczalnikami dla reakcji dynamicznego rozdziatu
kinetycznego kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1) (¢ < 9%) (L.p. 16, 19, Tabela 6).
Najwyzsza konwersje, podobnie jak w przypadku enzymatycznego rozdzialu
kinetycznego zaobserwowano w toluenie (c > 99%) (L.p. 13, Tabela 6). W zwiazku z tym

kolejne eksperymenty przeprowadzano wtasnie w tym rozpuszczalniku.

6.5.2. Badania nad doborem donora grupy alkoksylowej

i katalizatora racemizacji

Badania nad opracowaniem enzymatycznego rozdziatu kinetycznego kwasu
3-fenylo-4-pentenowego (1) (rozdziat 6.3) wykazaly, iz jednym z najwazniejszych
czynnikow wydajnej enzymatycznej estryfikacji jest dobor odpowiedniego donora grupy
alkoksylowej. Opierajac si¢ na wynikach otrzymanych w rozdziale 6.3 postanowiono
przetestowa¢ wybrane donory w reakcji enzymatycznego dynamicznego rozdzialu
kinetycznego kwasu 1. W tym celu sprawdzono siedem zwigzkéw donujacych grupe
etoksylowa: ortomrowczan trietylu (5), ortooctan trietylu (6), ortobenzoesan trietylu (7),
1,1-dietoksyetan (11), acetali dietylowy benzaldehydu (12), weglan tetraetylu (28) oraz
ortoweglan tetraetylu (29) (Rysunek 14). Modelowe reakcje prowadzono w toluenie
w temperaturze 60°C w ciggu pieciu dni, stosujac Novozym 435 jako biokatalizator oraz

kompleksy metali przejsSciowych (21 — 26), zaprezentowane na Rysunku 10. Dla
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poréwnania wykonano réwniez reakcje w analogicznych warunkach, lecz bez dodatku

czynnika racemizujacego. Otrzymane wyniki przedstawiono w Tabeli 7.

OFEt OEf OEY
EtO/I\OEt )<OEt Ph)<OEt
5 6 7

OEt OEt
)\OEt Ph)\OEt
11 12
0 OEf
EtO)J\OEt EtO)<OEt
28 29

Rysunek 14. Donory grupy etoksylowej

Tabela 7. Dobor donora grupy alkoksylowej w reakcji DRK kwasu 1.

L.p. Katalizator Donor Produkt ¢ [%] e.e [Y0]
1. - 5 (8)-2 13 68
2. - 6 (8)-2 57 69
3. - 7 (5)-2 52 97
4. - 11 rac-2 3 -
5. - 12 (5)-2 32 81
6. - 28 rac-2 9 -
7. - 29 (8)-2 23 29
8. Ru (II) (22) 5 (5)-2 79 34
9. Ru (II) (22) 6 (5)-2 81 69
10. Ru (II) (22) 7 (5)-2 88 >99
I1. Ru (II) (22) 11 rac-2 80 -
12. Ru (II) (22) 12 (5)-2 97 60
13. Ru (II) (22) 28 rac-2 56 -
14. Ru (II) (22) 29 (8)-2 80 >99
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15. Ru(I)N (23) 5 (5)-2 49 66

16. Ru(IDN (23) 6 rac-2 54 -

17. Ru(IDN (23) 7 (8)-2 75 90
18. Ru(IDN (23) 11 (8)-2 46 80
19. Ru(IDN (23) 12 (5)-2 90 14
20. Ru(I)N (23) 28 rac-2 45 -

21. Ru(IDN (23) 29 (5)-2 52 8

22. Shvo (24) 5 X 45 n.d.
23. Shvo (24) 6 X 77 n.d.
24 Shvo (24) 7 X 73 n.d.
25. Shvo (24) 11 X 56 n.d.
26. Shvo (24) 12 X 96 n.d.
27. Shvo (24) 28 X 38 n.d.
28. Shvo (24) 29 X 61 n.d.
29. Pd (0) (25) 5 (8)-2 39 >99
30. Pd (0) (25) 6 (8)-2 72 52
31. Pd (0) (25) 7 (8)-2 68 99
32. Pd (0) (25) 11 rac-2 51 -

33. Pd (0) (25) 12 (5)-2 92 99
34. Pd (0) (25) 28 rac-2 33 -

35. Pd (0) (25) 29 (5)-2 68 35
36. Rh (11) (27) 5 (5)-2 55 >99
37. Rh (11) (27) 6 (5)-2 84 79
38. Rh (I1) (27) 7 (5)-2 >99 >99
39. Rh (11) (27) 11 (5)-2 43 91

40. Rh (I1) (27) 12 (5)-2 11 68
41. Rh (11) (27) 28 (8)-2 48 >99
42. Rh (11) (27) 29 rac-2 37 -

* Warunki reakeji: 1 (1 mmol), 5-29 (3 mmol), toluen (1.21 ml), Novozym (10 mg), katalizator (22-27B)
(10%mol), 60°C, 5 dni.
® Okre$lono za pomocg HPLC z kolumng chiralng Chiralcel OD-H

Wyniki uzyskane dla reakcji enzymatycznego rozdziatu kinetycznego kwasu

3-fenylo-4-pentenowego (1) wskazuja, iz najgorszymi donorami grupy alkoksylowej dla
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tej przemiany sg 1,1-dietoksyetan (11) oraz weglan dietylu (28) — otrzymano niewielkie
ilo§ci racemicznego produktu (¢ = 3-9) (L.p. 4, 6, Tabela 7). Zastosowanie
ortomrowczanu trietylu (5) 1 ortoweglanu tetraetylu (29) pozwolilo otrzymaé
nieracemiczny ester 2 z niewielkim nadmiarem enancjomerycznym (e.e. = 29 1 68%), lecz
wydajno$¢ tych procesow byta niska (L.p. 1, 7, Tabela 7). Nieco lepsze rezultaty
otrzymano dla ortooctanu trietylu (6) oraz acetalu dietylowego benzaldehydu (12) (L.p. 2,
5, Tabela 7). Najlepsza konwersj¢ substratu oraz nadmiar enancjomeryczny uzyskano,
gdy donorem grupy alkoksylowej byt ortobenzoesan trietylu (7) (L.p. 3, Tabela 7).

Dodatek kompleksu metalu przejsciowego do medium reakcyjnego znaczaco
poprawit wydajno$¢ reakcji estryfikacji kwasu 1 oraz czysto$¢ optyczng otrzymanych
produktow. Dla wszystkich testowanych donoréw, kiedy zastosowano dimer
dichloro(p-cymeno) rutenu (II) (Ru(Ill)) (22) jako katalizator, procesy byly duzo
wydajniejsze w porownaniu z rozdzialem kinetycznym (L.p. 8 — 14, Tabela 7). Jednakze,
podobnie jak w przypadku KR, zastosowanie 1,1-dietoksyetanu (11) oraz weglanu dietylu
(28) spowodowalo powstanie produktow racemicznych (L.p. 11, 13, Tabela 7).
Stosunkowo dobrg konwersje substratu zanotowano dla ortomréwczanu trietylu (5) oraz
acetalu dietylowego benzaldehydu (12), lecz estry 2 otrzymano z niskim nadmiarem
enancjomerycznym (L.p. 8, 12, Tabela 7). Duzo lepsze rezultaty uzyskano w przypadku
ortooctanu trietylu (6) (c = 81, e.e. = 69%) (L.p. 9, Tabela 7), natomiast najlepszy
rozdziat zaobserwowano dla ortobenzoesanu trietylu (7) (¢ = 88%, e.e. > 99%) oraz
ortoweglanu tetraetylu (29) (¢ = 80%, e.e. > 99%) (L.p. 10, 14, Tabela 7).

Nieco stabsze rezultaty zaobserwowano, gdy zastosowano
chlorodikarbonylo(1-(isopropyloamino)-2,3,4,5-tetrafenylocyklopentadienylo) ruten (II)
(Ru(I)N) (24) jako katalizator racemizacji (L.p. 15 — 21, Tabela 7). W przypadku
wigkszosci przetestowanych donorow, kompleks 24 zapewnil uzyskanie produktow
z wyzszymi wydajnosciami, jednak nizszymi nadmiarami enancjomerycznymi
w porOéwnaniu z rozdziatem kinetycznym. Podobnie, jak w przypadku wigkszosci
testowanych katalizatorow, estryfikacja za pomoca weglanu dietylu (29) dostarczylta
racemicznego produktu 2 (L.p. 20, Tabela 7). Co wigcej, racemiczny ester zostat
otrzymany takze dla donora 6, ktéry zazwyczaj zapewniat dobry rozdzial dynamiczny
(L.p. 16, Tabela 7). Niezadowalajace rezultaty objawiajace si¢ niskg wydajnoscig lub/oraz
niskim nadmiarem enancjomerycznym zaobserwowano w przypadku donorow S, 11, 12
oraz 29 (L.p. 15, 18, 19, 21, Tabela 7). Najbardziej efektywnym zwigzkiem donujacym
grupe etoksylowa byt ortobenzoesan trietylu (7) (c = 75%, e.e = 90%) (L.p. 17, Tabela 7).
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Kolejnym testowanym katalizatorem byt kompleks Shvo (24) (L.p. 22 — 28,
Tabela 7). Niestety, w przypadku tego zwiazku, dla wszystkich sprawdzanych donorow
otrzymano mieszaning innych produktow niz pozadany ester 2, mimo iz w kilku
przypadkach konwersja substratu byla wysoka (L.p. 23, 24, 26, Tabela 7). Nie ustalano
struktury tych zwiazkéw. Przyczyny uzyskania innych produktéw niz spodziewane
estry 2 nalezy upatrywa¢ w samym katalizatorze Shvo. Otéz kompleks ten, jak
wspomniano w rozdziale 4.2.1.1, wykazuje aktywnos$¢ tylko w obecnosci niektorych
donoréw (takich jak aktywowane estry arylowe), w przeciwnym wypadku powstaje
znaczna ilo§¢ produktow ubocznych.

Reakcje dynamicznego rozdzialu kinetycznego kwasu 3-fenylo-4-pentenowego
(1), w ktorych jako czynnik racemizujacy zastosowano tetrakis(trifenylofosfino) pallad(0)
(Pd(0)) (25) pozwolity uzyska¢ bardziej zadowalajace wyniki (L.p. 29 — 35, Tabela 11).
Dla prawie wszystkich testowanych donoré6w konwersja substratow oraz czysto$é
optyczna uzyskanych produktow byly wyzsze niz w przypadku rozdziatu kinetycznego.
Podobnie, jak dla wigkszosci kompleksow metali, racemiczny ester 2 otrzymano
w reakcji kwasu 1 z donorami 11 128 (L.p. 32, 34, Tabela 7). Niezadowalajace rezultaty
uzyskano takze stosujac zwigzki 6 129 (L.p. 30, 35, Tabela 7). Wysoka czysto$¢ optyczng
produktu (e.e. > 98%) zanotowano w przypadku donoréw 5, 7 i 12 (L.p. 29, 31, 33,
Tabela 7), jednakze tylko acetal dietylowy benzaldehydu (12) zapewnil dobra wydajnos¢
procesu (c = 92%) (L.p. 33, Tabela 7).

Ostatnim testowanym katalizatorem byl dimer octanu rodu (Rh(II)) (27). Dla
wigkszosci sprawdzanych donoréw zastosowanie tego kompleksu pozwolilo otrzymaé
najlepsze wyniki zaro6wno pod wzgledem wydajnosci, jak 1 czystosci optycznej
otrzymanych produktow (L.p. 35 — 42, Tabela 7). Tylko w przypadku jednego czynnika
donujacego — ortoweglanu tetraetylu (29) uzyskano racemiczny ester 2 (L.p. 42,
Tabela 7). Z kolei estryfikacja kwasu 1 zwigzkami 6, 11 oraz 12 pozwolila na otrzymanie
produktu z dobrym nadmiarem enancjomerycznym, jednakze z niska wydajnos$cia
(L.p. 37, 39, 40, Tabela 7). Najwyzsza czysto$¢ optyczng estru etylowego 2 (e.e. > 99%)
zaobserwowano, gdy reakcje prowadzono w obecnosci reagentow 5, 7 oraz 28 (L.p. 36,
38, 41, Tabela 7), lecz w przypadku ortomréwczanu trietylu (5) i weglanu dietylu (27)
konwersja substratu nie przekroczyla 84% (L.p. 36, 41, Tabela 7). Najlepsze rezultaty
zaréwno pod wzgledem wydajnosci, jak i czysto$ci optycznej produktu uzyskano, gdy
zastosowano ortobenzoestan trietylu (7) jako donor grupy alkoksylowej (¢ > 99%,

e.e. >99%) (L.p. 36, Tabela 7).
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Zaprezentowane w Tabeli 7 wyniki wskazuja, iz najbardziej efektywnym
katalizatorem racemizacji w reakcji enzymatycznego dynamicznego rozdzialu
kinetycznego kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1) jest dimer octanu rodu (Rh(II)) (27),
natomiast najlepszym donorem grupy alkosylowej jest ortobenzoesan trietylu (7).
Zastosowanie tych reagentow w estryfikacji kwasu 1 przy uzyciu Novozymu 435 jako
biokatalizatora prowadzi do otrzymania estru etylowego kwasu 3-fenylo-4-pentenowego
(2) w postaci jednego enancjomeru o konfiguracji (S) z wydajnoscig ilo§ciowa.

W  kolejnym etapie badan nad opracowaniem dynamicznego rozdziatu
kinetycznego kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1) postanowiono sprawdzi¢ wplyw
biokatalizatora na wydajno$¢ i enancjoselektywno$¢ tej reakcji. Opierajac si¢ na danych
otrzymanych podczas badan nad opracowaniem enzymatycznego rozdzialu kinetycznego
(rozdzial 6.3) wybrano enzymy, dla ktorych przeprowadzony EKR kwasu 1 byt
najbardziej efektywny. Reakcje przeprowadzono, stosujac pie¢ donordw grupy
alkoksylowej: ortooctan trietylu (6), 1,1-dietoksyetan (11), ortomréwczan trimetylu (7),
acetal dimetylowy benzaldehydu (14) oraz ortoweglan tetraizopropylu (17). Do badan
modelowych uzyto dimeru octanu rodu (Rh(II)) (27) jako katalizatora racemizacji,
reakcje prowadzono w toluenie w 60°C przez 5 dni. Przetestowano nastepujgce
biokatalizatory: lipaze z Penicillium roqueforti (PRL), lipaz¢ z Rhizopus arrhizus (RAL),
proszek acetonowy z watroby gesiej (GLAP) oraz Novozym 435. Otrzymane wyniki

przedstawiono w Tabeli 8.

Tabela 8. Wplyw enzymu i donora na DKR kwasu 1

L.p. Donor Enzym Produkt ¢ [%] e.e [Y0]
1. 6 Novozym (5)-2 84 79
2. 6 GLAP (5)-2 80 84
3. 11 Novozym (5)-2 43 91
4. 11 PRL (5)-2 41 58
5. 11 ARL (5)-2 42 82
6. 8 Novozym (S)-3 55 >99
7. 8 PRL (5)-3 20 94
8. 8 GLAP (5)-3 42 87
9. 14 Novozym (S)-3 11 68
10. 17 Novozym (5)-4 48 70

* Warunki reakcji: 1 (1 mmol), 6-17 (3 mmol), toluen (1.21 ml), Novozym (10 mg), 27 (10%mol), 60°C, 5d.
® Okreslono za pomocg HPLC z kolumng chiralng Chiralcel OD-H
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Wyniki przedstawione w Tabeli 8 wskazuja, iz dla wigkszosci testowanych
donoréow najlepszym biokatalizatorem w reakcji dynamicznego rozdzialu kinetycznego
kwasu 1 jest Novozym (L.p. 1, 3, 6, 9, Tabela 8). Rozpatrujac wptyw donoréw grupy
alkoksylowej na badang reakcje, najlepsze rezultaty otrzymano dla ortooctanu trietylu (6)
(L.p. 1, 2, Tabela 8). Reakcje z 1,1-dietoksyetanem (11) okazaly si¢ malo wydajne,
konwersja substratu nie przekroczyla 43% (L.p. 3 — 5, Tabela 8). Najwyzsza czystos¢
optyczng produktu estryfikacji zwigzkiem 11 otrzymano dla reakcji katalizowanej
Novozymem (L.p. 3, Tabela 8). Enzym ten okazat si¢ takze najlepszy dla estryfikacji
kwasu 1 ortomrowczanem trimetylu (8), otrzymano ester 3 w postaci jednego
enancjomeru(e.e. > 99%), jednakze wydajnos¢ tego procesu byta niska (¢ = 55%) (L.p. 6,
Tabela 8). Bardzo niska konwersja i umiarkowana czysto$¢ optyczna dotyczy takze
reakcji z acetalem dimetylowym benzaldehydu (14) (L.p. 9, Tabela 8). Ortoweglan
tetraizopropylu (17) takze nie okazat si¢ by¢ dobrym donorem dla reakcji dynamicznego
rozdziatu kinetycznego kwasu 1 (L.p. 10, Tabela 8).

W rozdziale 6.5 zaprezentowano badania przeprowadzone nad opracowaniem
enzymatycznego dynamicznego rozdziatu kinetycznego kwasu 3-fenylo-4-pentenowego
(1). Optymalizacja tego procesu polegala na doborze odpowiedniego rozpuszczalnika,
katalizatora racemizacji, biokatalizatora oraz donora grupy alkoksylowej. Na podstawie
otrzymanych wynikow opracowano najlepsze warunki DKR kwasu 1. Sg to: toluen jako
rozpuszczalnik, ortobenzoesan trietylu (7) jako donor grupy alkoksylowej, dimer octanu
rodu (Rh(IT)) (27) jako katalizator racemizacji oraz Novozym 435 jako biokatalizator.
Tak opracowane warunki pozwolily na otrzymanie estru etylowego kwasu
3-fenylo-4-pentenowego (2), w postaci pojedynczego enancjomeru o konfiguracji (S)
(okreslono poréwnujac czasy retencji enancjomerdéw rozdzielonych za pomocg chiralnej
HPLC) z wydajnoscig ilosciowa.

Otrzymany enancjomerycznie czysty ester (S)-2 poddano hydrolizie chemiczne;.
Celem tych badan bylo sprawdzenie czy podczas hydrolizy estru nie zachodzi
racemizacja. Otrzymany kwas 3-fenylo-4-pentenowy poddano analizie za pomoca
wysokosprawnej chromatogiafii cieczowej ze zlozem chiralnym. Okazalo si¢, iz
uzyskano tylko jeden enancjomer kwasu 1. Zmierzono roéwniez skr¢calno$¢ wiasciwag
zwigzku 1 w chloroformie. Warto$¢ ta wynosita [o]p=-18.7° (c=1.0) i pordwnano

z watroscig literaturowg otrzymang dla enancjomeru (R) kwasu 3-fenylo-4-pentenowego -
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[a]p=+18.6° (c=1.1)"**. W wyniku hydrolizy chemicznej enancjomerycznie czystego estru
2 uzyskano kwas (S)-1 o idenetycznej czystosci optycznej. Dane te potwierdzaja, iz
opracowang metodologie dynamicznego rozdziatu kinetycznego mozna wykorzysta¢ do
otrzymywania enancjomerycznie czystych kwasow 3-arylo-4-pentenowych.

Nastgpnie postanowiono podjaé proby wyjsnienia mechanizmu racemizacji
opracowanene;j reakcji dynamicznego rozdzialu kinetycznego kwasu
3-fenylo-4-pentenowego (1). Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, iz
najlepszym katalizatorem racemizacji kwasu 1 jest dimer octanu rodu (II) (27). Dane
literaturowe wskazuja, ze ten kompleks rodu (II) w obecnosci innych kwaséw

9 . ’
co moze tlumaczy¢

karboksylowych latwo wymienia pomostowe grupy octanowe,'*
wysoka wydajnos¢ katalizatora Rhy(OAc)s (27) w DKR kwasu 3-fenylo-4-pentenowego
(1). Wymiana pomostowych grup octanowych z kwasem 1 (Schemat 47) moze zostaé
potwierdzona za pomoca spektroskopii UV-Vis. Zarejestrowano widmo absorbcji kwasu
1, kwasu 1 po 1 godzinie mieszania z katalizatorem 27, wolnego kompleksu 27 oraz estru
etylowego 2 w CDCl; (Rysunek 15). W przypadku tworzenia si¢ kompleksu Rh(II)
z kwasem 3-fenylo-4-pentenowym (1) zaobserwowano efekt hipochromowy (spadek

intensywnosci) oraz pojawienie si¢ nowego pasma przy dtugosci fali A = 308 nm.

Moo
e o \O \O

O>\O\O/\<O OH }5/ L

e T

g o\/é\%o -AcOH y

>7

27 1+27

Schemat 47. Wymiana grupy octanowej w katalizatorze 27 w reakcji z kwasem 1

'8 Gao, M.; Wang, D.-X.; Zheng, Q.-Y.; Wang, M.-X.; J. Org. Chem. 2006, 71, 9532-9535.

149 (a) Cotton, F. A.; Walton, R. A.; Multiple Bonds Between Metal Atoms, 2" ed. Oxford Univ. Press: New
York 1993; (b) Garcia-Granda, S.; Lahuerta, P.; Latorre, J.; Martinez, M.; Peris, E.; Sanau, M.; Ubeda, M.
A.; J. Chem. Soc., Dalton Trans. 1994, 539-544; (c) Lahuerta, P.; Peris, E.; Inorg. Chem. 1992, 31, 4547-
4551; (d) Dobson, A.; Robinson, S. D.; Platinum Metal Rev. 1976, 20, 56-63.
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Kwas 1

1+ Rh(ll) (27)
Ester 2

Rh(ll) (27)

Absorpcja

A/nm

Rysunek 15. Widmo absorpcji kwasu 1, kompleksu rodu (27) oraz kompleksu rodu (27) z kwasem 1

W sekeji 4.2 pokazano, iz kompleks 27 zostal z powodzeniem zastosowany

' W tym przypadku racemizacja alkoholu

w rozdziale dynamicznym 1-fenyloetanolu.'
zachodzita za pomoca mechanizmu przeniesienia wodoru. Interesujacy jest zatem fakt,
jaki mechanizm towarzyszy racemizacji kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1). Zazwyczaj
substraty zawierajace wigzania nienasycone (allilowe alkohole Iub estry) sa poddawane
racemizacji  katalizatorami  palladowymi, poprzez tworzenie si¢ kompleksow
n-allilowych (o czym wspomniano w rozdziale 4.2.1.1). Jednakze alkohole allilowe moga
takze ulega¢ racemizacji zgodnie z mechanizmem przeniesienia wodoru, gdy tego typu
katalizatory zostang zastosowane'>' (rozdziat 4.2.1.1). W przypadku racemizacji
zachodzacej za pomocg mechanizmu przeniesienia wodoru, zazwyczaj wymagany jest
dodatek zewnetrznej zasady jako kokatalizatora. Rezultaty opracowanej w ramach
niniejszej rozprawy metodologii dynamicznego rozdziatu kinetycznego kwasu 1
wskazuja, iz racemizacja substratu jest bardzo wydajna, stad kokatalizator nie jest
wymagany. Na podstawie powyzszych danych stwierdzono, iz kwas 1 prawdopodobnie
racemizuje poprzez tworzenie si¢ rodowego kompleksu m-allilowego (Schemat 48). Oba
enancjomery kwasu 3-fenylo-4-pentenowego znajduja si¢ w ciaglej rownowadze.

Jednocze$nie zachodzi reakcja rozdzialu kinetycznego — preferowany przez enzym

159 Dinh, P. M.; Howarth, J. A.; Hudnott, A. R.; Williams, J, M. J.; Tetrahedron Lett. 1996, 37, 7623-7626.
!'Lee, D.; Huh, E. A.; Kim, M.-J.; Jung, H. M.; Koh, J. H.; Park, J.; Org. Lett. 2000, 2, 2377-2379.
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izomer (w tym przypadku S) ulega enzymatycznej estryfikacji, w wyniku czego powstaje
optycznie czysty ester etylowy kwasu 3-fenylo-4-pentenowego. Wazne jest, aby produkt
reakcji enzymatycznej nie ulegat racemizacji. W celu okreslenia wptywu katalizatora
Rh(II) na racemizacj¢ optycznie czystego estru 2 przeprowadzono eksperyment
polegajacy na inkubowaniu tegoz katalizatora (27) z enancjomerycznie czystym estrem
(S)-2 w toluenie w temperaturze 60°C przez 24 godziny. Otrzymano ester 2 z
identecznym nadmiarem ennancjomerycznym (e.e. > 99%), co oznacza, iz kompleks 27

nie powoduje racemizacji produktu.

OH = OH

PhC(OEt)5
enzym

Schemat 48. Proponowany mechanizm DKR kwasu 1

6.6. Badania nad opracowaniem rozdzialu  Kinetycznego
i dynamicznego rozdzialu kinetycznego kwasu

3-(m-metoksyfenylo)-4-pentenowego

Celem kolejnego etapu badan bylo zastosowanie opracowanych w rozdziatach 6.3.
i 6.5. metodologii do syntezy optycznie czystych pochodnych kwasu
3-(m-metoksyfenylo)-4-pentenowego (34). Jak wspomniano w rozdziale 6.2, zwiagzek ten

moze shuzy¢ do syntezy leku przeciwbolowego, tapentadolu.'™

W celu otrzymania
racemicznego kwasu 34 nalezalo opracowa¢ metode syntezy alkoholu

3-(m-metoksy)cynamonowego (33). Zwiazek 33 postanowiono otrzyma¢ za pomoca

132 Zhang, Q.; Li, J.-F.; Tian, G.-H.; Zhang, R.-X.; Sun, J.; Suo, J.; Feng, X.; Fang, D.; Jiang, X.-R.; Shen,
J.-S.; Tetrahedron.: Asymmetry 2012, 23, 577-582.
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reakcji olefinowania Wittiga z m-anizoaldehydu (30)
i (karboetoksymetyleno)trifenylofosforanu (31) oraz nastepczej redukcji otrzymanego
estru 32 za pomoca wodorku diizobutyloglinu  (DIBAL-H).  Alkohol
m-metoksycynamonowy (33) poddano nastgpnie reakcji z ortooctanem trietylu (6),
uzyskujac  kwas  3-(m-metoksyfenylo)-4-pentenowy (34) =z wydajnoscia 75%
(Schemat 49). Natomiast WZOICOWY ester etylowy kwasu
3-(m-metoksyfenylo)-4-pentenowego (35) otrzymano w reakcji chlorku kwasowego

z odpowiednim alkoholem z wydajno$cia wynoszaca 88%.

o)
0 toluen, AT, « DIBAL-H, «
H , Ph.,Ph _4godz OEt DCM, -78°C OH
PR 82% 75%
CO,Et ° °
_0O 0O 0
30 31 32 33
1.6, CH;COOH ~ 65
temp.
2. KOH/MeOH OH
75%
0
34

Schemat 49. Synteza kwasu 3-(m-metoksyfenylo)-4-pentenowego (34)

Otrzymany racemiczny kwas 34 postanowiono podda¢ reakcji enzymatycznego
rozdziatu kinetycznego i enzymatycznego dynamicznego rozdziatu kinetycznego. W tym
celu postuzono si¢ procedurami opracowanymi w rozdziale 6.3 1 6.5. Rozdziat kinetyczny
kwasu  3-(m-metoksyfenylo)-4-pentenowego (34) przeprowadzono w toluenie
w temperaturze 60°C, stosujac Novozym 435 jako biokatalizator oraz ortobenzoesan
trietylu (7) jako donor grupy alkoksylowej. Czas reakcji wynosit 5 dni. Z kolei dla reakcji
dynamicznego rozdziatu kinetycznego kwasu 34 postanowiono przetestowaé rozne
donory grupy etoksylowej — ortomréwczan trietylu (5), ortooctan trietylu (6),
ortobenzoesan trietylu (7), 1,1-dietoksyetan (11), acetal dietylowy benzaldehydu (12)
oraz ortoweglan tetraetylu (29) (Rysunek 14). Badania modelowe prowadzono
w toluenie, w temperaturze 60°C w ciggu 5 dni, stosujac Novozym 435 jako
biokatalizator oraz dimer octanu rodu (Rh(II)) (27) jako katalizator racemizacji (Schemat

50). Otrzymane wyniki przedstawiono w Tabeli 9.
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Toluen, donor,

Voo 770 Novozym, @
e .
OH  Rh(ll), 5d, 60°C ‘M60\©\\\ OEt

rac-34 (2)-35

Schemat 50. Dynamiczny rozdziat kinetyczny kwasu 34

Tabela 9. EKR i EDKR kwasu 3-(m-metoksyfenylo)-4-pentenowego (34)

L.p. Katalizator Donor Produkt ¢ [%] e.e. [%]
1.° - 7 (29)-34 50 72 (E¢ =13)
2 Rh (1) (27) 5 (2)-34 52 >99
3 Rh (II) (27) 6 (2)-34 58 75
4. Rh (I1) (27) 7 (2)-34 73 62
5 Rh (II) (27) 11 rac-34 24 0
6 Rh (II) (27) 12 (2)-34 30 3
7 Rh (II) (27) 29 (2)-34 82 25

*Warunki reakcji: 34 (1 mmol), 5-7, 11-12, 29 (3 mmol), toluen(1.21 ml), Novozym (10 mg), 27 (10%mol),
60°C, 5 dni.

® Warunki reakcji: 34 (1 mmol), 7 (3 mmol), toluen (1.21 ml), Novozym (10 mg), 60°C, 5 dni.

¢ Okreslono za pomocg HPLC z kolumng chiralng Chiralcel OD-H

¢ Enancjomer, ktéry zostal wymyty jako drugi z kolumny HPLC

In[1-c(1+e.e.p)]

¢ Obliczono za pomocg rownania: E =
In[1-c(1—e.e.p)]

Wyniki uzyskane dla enzymatycznej estryfikacji kwasu
3-(m-metoksyfenylo)-4-pentenowego (34) wskazuja, iz w przypadku prawie wszystkich
testowanych donoréw 1 katalizatorow otrzymano enancjomerycznie wzbogacone
produkty  3S. Kazda  reakcja  dostarczyla  estru  etylowego  kwasu
3-(m-metoksyfenylo)-4-pentenowego (35) o tej samej konfiguracji, byt to enancjomer
0 pdzniejszym czasie retencji, ktory zostal wymyty z kolumny HPLC jako drugi (2)-35.
Niestety, brak jest danych literaturowych na temat przypisania konfiguracji estrow 35 do
czasOw retencji enancjomerow rozdzielonych za pomocg HPLC na kolumnie ze zlozem
chiralnym.

Reakcja EKR kwasu 34 z zastosowaniem ortobenzoesanu trietylu (7) jako donora
grupy alkoksylowej okazala si¢ mniej efektywna niz w przypadku kwasu zawierajacego
niepodstawiong grupe fenylowa (1). Mimo, iz konwersja substratu jest zadowalajaca

(c = 50%), enancjoselektywnos$¢ reakc;ji jest niska (£ = 13) (L.p. 1, Tabela 9).
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Wprowadzenie do medium reakcyjnego dimeru octanu rodu (Rh(IT)) (27)
spowodowato wzrost wydajnosci reakcji, lecz réwniez obnizenie czystosci optyczne]
produktu (¢ = 73%, e.e. = 62%) (L.p. 4, Tabela 9). Z kolei zmiana donora takze nie
pozwolila uzyskaé tak dobrego dynamicznego rozdziatu kinetycznego, jak w przypadku
kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1) (sekcja 6.5). Najwyzsza czysto$¢ optyczng estru 35
zanotowano, gdy uzyto ortomréwczanu trietylu (5) jako zwigzku donujacego grupe
etoksylowa (e.e. > 99%), jednakze konwersja substratu wynosita niewiele ponad 50%
(L.p. 2, Tabela 9). Nieco wyzsza konwersj¢ zaobserwowano w przypadku ortooctanu
trietylu (6) (c = 58%), lecz spowodowalo to obnizenie czysto$ci optycznej estru
etylowego kwasu 3-(m-metoksyfenylo)-4-pentenowego (35) (e.e. = 75%) (L.p. 3,
Tabela 9). Najwyzsza wydajno$¢ uzyskano dla reakcji, w ktorej zastosowano ortoweglan
tetraetylu (29) (¢ = 82%), lecz wowczas uzyskano produkt z niskim nadmiarem
enancjomerycznym (e.e. = 25%) (L.p. 7, Tabela 9). Najstabsze wyniki w odniesieniu
zarobwno do konwersji substratu, jak i do enancjoselektywnosci zaobserwowano, gdy
donorami grupy etoksylowej byly acetale - 1,1-dietoksyetan (11) oraz acetal dietylowy
benzaldehydu (12) (L.p. 5, 6, Tabela 9). Wydajnosci tych reakeji nie przekroczyty 24%,
natomiast uzyskane produkty byly niemalze racematami.

Stwierdzono, iz obecno$¢ grupy metoksylowej w pozycji meta w pierScieniu
aromatycznym kwasu 3-arylo-4-pentenowego wplywa na wydajnos¢
i enancjoselektywno$¢ reakcji enzymatycznego rozdziatu kinetycznego oraz
enzymatycznego dynamicznego rozdziatu kinetycznego. Enzymatyczna estryfikacja
zwigzku 34 przeprowadzona w analogicznych warunkach jak w przypadku kwasu 1,
dostarczyla enancjomerycznie wzbogaconych produktow 35, jednak ich czystos¢
optyczna oraz wydajnos¢ byta nizsza niz produktow niepodstawionych (2).

Niemniej jednak, otrzymane dane eksperymentalne potwierdzily, iz procedury
enzymatycznego rozdzialu kinetycznego i enzymatycznego dynamicznego rozdziatu
kinetycznego opracowane w rozdziatach 6.3 i 6.5 mogg zosta¢ zastosowane do syntezy

enancjomerycznie wzbogaconych pochodnych kwasu (34).
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6.7. Zastosowanie opracowanej metodologii do EKR i EDKR
wybranych kwasow 3-arylo-4-pentenowych

Celem kolejnego etapu badan bylo sprawdzenie opracowanych w rozdziatach 6.3
1 6.5 metodologii do enzymatycznego rozdziatu kinetycznego i enzymatycznego
dynamicznego rozdzialu kinetycznego wybranych kwaséw 3-arylo-4-pentenowych. Do
badan modelowych wybrano sze$¢ kwaséw o roznych podstawnikach w pozycji 4.

w pier§cieniu aromatycznym (39a-f, Rysunek 16).

OH
Cl

OH

O
OH < OH
MeO O
39a 39b 39c¢
0 =~ 0 =~ 0
OH OH
F 02N Me
39d 39e 39f

Rysunek 16. Struktury wybranych kwaséw 3-arylo-4-pentenowych

Przed przystgpieniem do badan nad rozdzialem kwaséow 39 nalezato otrzymac
zwigzki te w postaci racemicznej. W tym celu uzyto odpowiednich pochodnych kwasu
cynamonowego (36a-f), ktore przeksztalcono w estry etylowe, a nastepnie poddano
redukcji za pomoca DIBAL-H. Uzyskane w ten sposdob pochodne alkoholu
cynamonowego (37a-f) poddano reakcji z ortooctanem trietylu (6), otrzymujac estry
etylowe kwaséw  3-arylo-4-penetnowych (38a-f), ktéore w kolejnym etapie

zhydrolizowano do kwasow 39 (Schemat 51).

=

X CO,H XCH20H 6, C,H,COOH CO,R?
/@/\/ 1. H,S0, EtOH /@/\/ AT
R 2.DIBAL, THF R R

1=
36a-f 37a-f 38a-f, R'= Et_‘ NaOH/EtOH
: R= OMe AT

: R= OCH,0 39af, R'=H ™

R=Cl

R=F

R= NO,

R= Me

*eooge

Schemat 51. Synteza wybranych kwasow 3-arylo-4-pentenowych
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Nastepnie otrzymane zwigzki 39 poddano reakcji enzymatycznego rozdzialu
kinetycznego zgodnie z procedura opracowang w rozdziale 6.3, stosujac ortobenzoesan
trietylu (7) jako donor grupy alkoksylowej oraz Novozym 435 jako biokatalizator.
Procesy prowadzono w toluenie w temperaturze 60°C przez 5 dni. W analogicznych
warunkach przeprowadzono réwniez dynamiczny rozdziat kinetyczny zwigzkow 39,
dodajac do medium reakcyjnego katalizatora racemizacji — dimeru octanu rodu (II) Rh(II)

(27). Otrzymane wyniki przedstawiono w Tabeli 10.

Tabela 10. EKR i DKR wybranych kwaséw 3-arylo-4-pentenowych

L.p. Kwas Produkt ¢ [%] e.e[%] E%(dla EKR)
1. 39a (S)-38a 29 48 3
2. 39a (S)-38a 37 43 n.d°
3. 39b 39b - - -
4. 39b 39b - - -
5. 39c¢ (S)-38c¢ 41 92 46
6. 39c¢ (S)-38c¢ 78 90 n.d.
7. 39d (S)-38d 45 97 160
8. 39d (5)-38d 88 95 n.d.
9. 39¢ (S)-38e 48 16 2
10. 39 (S)-38e 98 10 n.d.
11. 39f 39f - - -
12. 39f 39f - - -

* Warunki reakcji EKR: 39 (1 mmol), 7 (3 mmol), toluen (1.21 ml), Novozym (10 mg), 60°C, 5 dni.
® Warunki reakcji: 39 (1 mmol), 7 (3 mmol), toluen (1.21 ml), Novozym (10 mg), 27 (10%mol), 55°C, 5dni
¢ Okreslono za pomocg HPLC z kolumng chiralng Chiralcel OD-H

In[1—c(1+e.e.p)]

4 Obliczono za pomocg rownania: E =
In[1-c(1-e.e.p)]

°_n.d. - nie dotyczy

Wyniki przedstawione w Tabeli 10 wskazuja, iz najlepsze rezultaty w odniesieniu
do wydajnosci 1 nadmiaru  enancjomerycznego uzyskano dla  kwasu
3-(p-fluorofenylo)-4-pentenowego (39d) (L.p. 7, 8, Tabela 10). Dla tej pochodnej
otrzymano bardzo dobry rozdziat kinetyczny (¢ = 45%, E = 160) oraz dynamiczny
rozdziat kinetyczny (¢ = 88%, e.e. = 95%). Zastosowanie pochodnej para-chloro (39c)
zaskutkowanto nieco gorszymi rozdziatami zar6wno EKR (c = 41%, E = 46), jak i EDKR
(c = 78%, e.e. = 90%) (L.p. 5, 6, Tabela 10). Z kolei enzymatyczna estryfikacja kwasu

podstawionego w pozycji para grupa metoksylowa (39a) pozwolita na uzyskanie estru
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etylowego z niskg wydajnoscia i czystoscig optyczng (dla KR: ¢ =29%, E = 3, dla DKR:
c = 37%, e.e. = 43%) (L.p. 1, 2, Tabela 10). Dobra konwersje substratu, lecz niskie
nadmiary enancjomeryczne zanotowano dla reakcji kwasu
3-(p-nitrofenylo)-4-pentenowego (39e) (dla KR: ¢ = 48%, E = 2, dla DKR: ¢ = 98%,
ee. = 10%) (L.p. 9, 10, Tabela 10). Natomiast nie zaobserwowano postgpu reakcji
w przypadku pochodnych kwasow zawierajacych podstwniki (3,4-metylenodioksy) (39b)
oraz (para-metylo) (39f) (L.p. 3 -4, 11 — 12, Tabela 10).

Zaprezentowane wyniki potwierdzaja, ze metodologie enzymatycznego rozdziatu
kinetycznego 1 enzymatycznego dynamicznego rozdziatu kinetycznego opracowane
w ramach niniejszej pracy moga zosta¢ zastosowane do otrzymywania nieracemicznych
pochodnych kwasow 3-arylo-4-pentenowych.

Nastgpnie postanowiono sprawdzi¢ uzyteczno$¢ opracowanego dynamicznego
rozdziatu kinetycznego do zastosowania w skali preparatywnej. Do badan modelowych
uzyto racemiczengo kwasu 3-(p-fluorofenylo)-4-pentenowego (39d). Reakcje DKR
przeprowadzono wedlug opracowanej procedury. Po 6 dniach uzyskano ester 38d
z wydajnoscig 76% 1 z identycznym jak w matlej skali nadmiarem enancjomerycznym
(e.e. =90%).

W  kolejnym etapie badan postanowiono otrzyma¢ nieracemicznie kwasy
3-arylo-4-pentenowe (39a, c-e). W tym celu uzyskane w reakcji rozdziatu kinetycznego
1 dynamicznego rozdzialu kinetycznego enancjomerycznie wzbogacone estry etylowe 38
(Tabela 10) poddano hydrolizie chemicznej. Nastgpnie sprawdzono czystos¢ optycza
otrzymanych kwaséw karboksylowych za pomocag HPLC ze zlozem chiralnym. Analiza
ta potwierdzila, iz reakcja hydrolizy przebieglta z zachowaniem czystosci optyczne;j.
Watrosci e.e. otrzymanych kwasow 39 byly identyczne jak estrow 38 uzytaych do ich

syntezy.

6.8. Zastosowanie opracowanej metodologii do dynamicznego

rozdzialu kinetycznego innych kwasow karboksylowych

W rozdziale 6.6 1 6.7 pokazano, iz opracowana w rozdziale 6.5 metodologia
enzymatycznego dynamicznego rozdziatu kinetycznego kwasu 3-fenylo-4-pentenowego
(1) moze by¢ z powodzeniem zastosowana do otrzymywania optycznie wzbogaconych

wybranych pochodnych kwasow 3-arylo-4-pentenowych (34, 39). W zwigzku z tym,
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postanowiono sprawdzi¢ czy procedura ta jest uniwersalna i moze postuzy¢ do rozdziatu
innych chiralnych, racemicznych kwaséw karboksylowych, niezawierajacych w swej
strukturze pier$cienia aromatycznego. Jako zwigzek modelowy wybrano komercyjnie
dostepny kwas 2-cyklopenteno-1-octowy (40) (Schemat 52).

Optycznie czyste pochodne kwasu 40 maja szerokie zastosowanie synetyczne.
Moga shuizy¢ m. in. do otrzymywania antagonisty receptora prostaglandyny D,
stosowanego w leczeniu kataru alergicznego,'” winblastyny i jej analogow, zwiazkow
uzywanych w  terapii nowotworéw, szczegdlnie biataczki,”* czy lekow
antypsychotycznych'”®. Niestety synteza enancjomerycznie czystych pochodnych kwasu
2-cyklopenteno-1-octowego (40) jest zazwyczaj zlozonym, wieloetapowym procesem.

W ramach niniejszej rozprawy postanowiono sprawdzi¢ uzyteczno$¢ opracowanej
w rozdziale 6.5 metodologii dynamicznego rozdziatu kinetycznego do otrzymania
nieracemicznych pochodnych kwasu 40. W pierwszym etapie badan otrzymano
wzorcowe racemiczne estry etylowe (41) 1 metylowe (42) kwasu
2-cyklopenteno-1-octowego za pomocg estryfikacji kwasu karboksylowego odpowiednim
alkoholem katalizowanej kwasem siarkowym (VI) z wydajno$ciami wynoszacym

odpowiednio 82% 1 64% (Schemat 52).

0] 0]
OH DCM,ROH, H,SO4 OR
AT, 24 godz.
41: R = Et
40 42: R = Me

Schemat 52. Synteza estréw kwasu 2-cyklopenteno-1-octowego

Nastegpnie postanowiono zastosowaé opracowang dla kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1)
metodologie dynamicznego rozdzialu kinetycznego do rozdzialu kwasu 40. Badania
modelowe przeprowadzono w toluenie, w temperaturze 60°C, w ciggu 7 dni, stosujgc
Novozym 435 jako biokatalizator oraz wybrane donory i kompleksy metali przejsciowych
(Schemat 53). Przetestowano nastepujace donory: ortobenzoesan trietylu (7) i acetal

dimetylowy benzaldehydu (14) oraz katalizatory racemizacji: tetrakis(trifenylofosfino)

153 Campos, K. R.; Journet, M.; Lee, S.; Grabowski, E. J. J.; Tillyer, R. D.; J. Org. Chem. 2005, 70, 268-
274.

154 Miyazaki, T.; Yokoshima, S.; Simizu, S.; Osada, H.; Tokuyama, H.; Fukuyama, T.; Org. Lett. 2007, 9,
4737-4740.

133 Zhang, F.; Song, Z. J.; Tschaen, D.;. Volante R. P.; Org. Lett. 2004, 6, 3775-3777.
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pallad (0) (Pd(0)) (25), [1,1"-bis(difenylofosfino)ferroceno]dichloro pallad (II) (Pd (II))
(26) oraz dimer octanu rodu (II) (Rh(II)) (27). Uzyskane wyniki przedstawiono w Tabeli
11.

R! R?
ROXOR
o)
Novozym @
+
@",,,/COZH ., COR * giigs * ROH
(R)-40 (R)-41: R = Et

(R)-42: R=Me

racemizacja
katalizator metaliczny

©\/COZH

(S)-40

Schemat 53. Dynamiczny rozdziat kinetyczny kwasu 2-cyklopenteno-1-octowego (35)

Tabela 11. DKR kwasu 2-cyklopenteno-1-octowego

L.p. Katalizator Donor Produkt ¢ [%] [a]p ™€
1 Pd (0) (25) 7 (R)y-41 87 20.9
2 Pd (I1) (26) 7 (R)-41 >99 -0.9
3. Rh (I1) (27) 7 (R)-41 >99 12,6
4 Pd (0) (25) 14 (R)-42 >99 :35.0
5 Pd (II) (26) 14 (S)-42 81 +21.5
6. Rh (I1) (27) 14 (R)-42 87 -28.9

* Warunki reakcji: 40 (1 mmol), 7 lub 14 (3 mmol), toluen (1.21 ml), Novozym (10 mg), 25-27 (10%mol),
60°C, 5 dni.

b ¢ = 1g/100ml, CHCl;

“[a]p = - 96° (c = 1.1, CHCL)

Niestety, brak jest literaturowych danych na temat metody rozdzialu
enancjomeréw  estrow  kwasu  2-cyklopenteno-1-octowego (40) za pomoca
wyskokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Przetestowano wszystkie dostepne
w laboratorium kolumny chiralne, jednak nie udalo si¢ opracowaé¢ metody rozdzialu
enancjomerow zwiazkow 41 i1 42. Dlatego tez czysto$¢ optyczna badanych substancji

podano w postaci skrecalnosci wiasciwej [a]p roztworéw o stezeniu 1.0 w chloroformie.

Literarurowa  warto$¢  skrgcalnosci  wlasciwej  estru  metylowego  kwasu
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2-cyklopenteno-1-octowego (42) o konfiguracji (R) wynosi -96° (¢ = 1.1, CHCl3)"*°, brak
jest danych dotyczacych estru etylowego (41).

Wyniki rozdziatlu dynamicznego wskazuja, iz dla wszystkich badanych
katalizatorow (25 — 27) oraz donoréw grupy alkoksylowej uzyskano dobrg konwersje
substratu oraz nieracemiczne produkty. W reakcjach z ortobenzoesanem trietylu (7)
najlepszym katalizatorem racemizacji okazat si¢ dimer octanu rodu (II) (27), ester
etylowy 41 otrzymano z wydajnoscig iloSciowa 1 z najwyzszym nadmiarem
enancjomerycznym ([a]p = -12.6°) (L.p. 3, Tabela 11). Z kolei dla drugiego
z testowanych donoréw — acetalu dimetylowego benzaldehydu (14) — najlepszy rozdziat
uzyskano w przypadku tetrakis(trifenylofosfino) palladu (0) (25); konwersja substratu
byla catkowita, natomiast skrecalno$¢ wiasciwa produktu wynosita [a]p = -35.0° (L.p. 4,
Tabela 11). W przypadku pozostatych katalizatorow wartosci te byty nieco nizsze (L.p. 5,
6, Tabela 11). Warto zauwazy¢, ze w reakcji z kompleksem palladu (II) (26) nastgpita
zmiana konfiguracji produktu, otrzymano ester metylowy kwasu
2-cyklopenteno-1-octowego (42) o konfiguracji (S) (L.p. 5, Tabela 11).

Opierajac si¢ na danych skrecalnosci wlasciwej estrow 41 i 42 stwierdzono, iz
opracowana w rozdziale 6.5 procedura dynamicznego rozdzialu kinetycznego kwasu
3-fenylo-4-pentenowego (1) moze zosta¢ z powodzeniem wykorzystana do otrzymania
nieracemicznych pochodnych kwasu 2-cyklopenteno-1-octowego (40).

W kolejnym etapie badan postanowiono sprawdzi¢ uzyteczno$¢ opracowanej
reakcji enzymatycznej estryfikacji do syntezy nieracemicznych pochodnych komercyjnie
dostepnego kwasu 3-metylo-4-pentenowego (43) (Schemat 54).

Celem tych badan bylo sprawdzenie wptywu obecno$ci grupy aromatycznej w
strukturze substratu poddawanego reakcji DKR. Zwigzek 43 jest analogiem kwasu
3-fenylo-4-pentenowego (1), posiadajacym grupe metylowa w pozycji 3. Jak
wspomniano w sekcji 4. niniejszej rozprawy, enzymy wykazuja wigksza
enancjoselektywnos¢ w kierunku substratow, zawierajacych ugrupowania aromatyczne,
postanowiono zatem sprawdzi¢, czy opracowana w rozdziale 6.5 metodologia potwierdzi
to opinig.

Optycznie czyste pochodne kwasu 3-metylo-4-pentenowego (43) sg substratami

do syntezy zwiazkéw o dzialaniu biologicznym m.in. antybiotykéw takich jak monesin'’

136 Miyazaki, T.; Yokoshima, S.; Simizu, S.; Osada, H.; Tokuyama, H.; Fukuyama, T.; Org. Lett. 2007, 9,
4737-4740.
"7 Collum, D. B.; McDonald, J. H.; Stil, W. C.; J. Am. Chem. Soc. 1980, 102, 2118-2120.
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% Dlatego

czy lasalocid'®, a takze lekow stosowanych w terapii zakazen wirusem HIV
niezwykle wazne jest poszukiwanie metod otrzymywania optycznie czystych pochodnych
kwasu 43.

Podobnie, jak w poprzednich badaniach, prace rozpoczgto od syntezy
wzorcowych racemicznych estrow etylowego (44) 1 metylowego (45) kwasu
3-metylo-4-pentenowego. Nast¢pnie racemiczny kwas 43 poddano rakcji dynamicznego
rozdziatu kinetycznego wedhig procedury opisanej w poprzednich rozdzialach. Badania
modelowe prowadzono w toluenie, w temperaturze 60°C, w ciggu 7 dni, stosujgc
Novozym 435 jako biokatalizator oraz ortobenzoesan trietylu (7) lub acetal dimetylowy
benzaldehydu (14) jako donory grupy alkoksylowej. Przetestowano trzy katalizatory
racemizacji: tetrakis(trifenylofosfino) pallad (0) (Pd(0)) (25),
[1,1"-bis(difenylofosfino)ferroceno]dichloro pallad (II) (Pd (II)) (26) oraz dimer octanu

rodu (IT) (Rh(II)) (27) (Schemat 54). Uzyskane wyniki przedstawiono w Tabeli 12.

toluen, kat M
/ O Ph 1 ) ) / O
NQ JR" Novozym, 55°C, 7 d |
Me oH ¥ RO OR ~ MeY OR

rac-43 7: R=Et, R' = OEt (S)-44: R = Et
14:R=Me, R' = H (S)-45: R = Me

Schemat 54. DKR kwasu 3-metylo-4-pentenowego (43)

Tabela 12. DKR kwasu 3-metylo-4-pentenowego (43)

L.p. Katalizator Donor Produkt ¢ [%l] [a]p®
1 Pd (0) (25) 7 (S)-44 73 -1.6°
2. Pd (II) (26) 7 (S)-44 47 -4.9°
3 Rh (1) (27) 7 (S)-44 32 -5.4°
4. Rh (1) (27) 14 (S)-45 67 -1.8°

* Warunki reakcji: 43 (1 mmol), 7 lub 14 (3 mmol), toluen (1.21 ml), Novozym (10 mg), 25-27 (10%mol),
60°C, 7 dni.

®c=1,CHCl

“¢c=0.5g, CHCI;

4a]p=+2.5° (c=0.2, CHCI;) (S)

"% Wagner, P. J.; Puchalski, A. E.; J. Am. Chem. Soc. 1980, 102, 6178-6180.

139 Altman, M. D.; Ali, A.; Reddy, G. S. K. K.; Nalam, M. N. L.; Anjum, S. G.; Cao, H.; Chellappan, S.;
Kairys, V.; Fernandes, M. X.; Gilson, M. K.; Schiffer, C. A.; Rana, T. M.; Tidor, B.; J. Am. Chem. Soc.
2008, 130, 6099-6113.
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Podobnie, jak w przypadku kwasu 2-cyklopenteno-1-octowego (40), dla
pochodnych kwasu 43 brak jest literaturowych danych na temat metody rozdzialu ich
enancjomeréw za pomocg HPLC. Przetestowano wszystkie dostepne w laboratorium
kolumny chiralne, jednak nie udato si¢ opracowa¢ metody rozdzialu enancjomerow
zwigzkow 44 1 45. Dlatego tez czysto$¢ optyczng badanych substancji podano w postaci
skrecalnosci wilasciwej [a]p roztworow o stezeniu 1.0 lub 0.5 w chloroformie.
Literarurowa  warto$¢  skrgcalnosci  wlasciwej  estru  metylowego  kwasu
3-metylo-4-pentenowego (45) o konfiguracji (S) wynosi +2.5° (¢ = 0.2, CHCl;)'®°, brak
jest danych dotyczacych estru etylowego (44).

Wyniki otrzymane dla reakcji dynamicznego rozdziatu kinetycznego kwasu
3-metylo-4-pentenowego (43) nie sg tak dobre jak dla kwasu zawierajacego pierscien
aromatyczny w pozycji 3. (1). Najwyzsza konwersj¢ substratu zaoberwowano dla
procesu, w ktorym rolg donora grupy alkoksylowej petnit ortobenzoesan trietylu (7), a do
racemizacji uzyto kompleksu palladu (0) (Pd(0)) (25) (¢ = 73%) (L.p. 1, Tablela 12).
Jednak dla tego przypadku zanotowano najnizszg czysto$¢ optyczng uzyskanego estru
etylowego (46) ([a]p = -1.6°) (L.p. 1, Tabela 12). Rozwazajac estryfikacje za pomoca
zwigzku 7, ester 46, ktory najsilniej skrecal plaszczyzne $wiatta spolaryzowanego
otrzymano w reakcji katalizowanej kompleksem rodu (Rh(II)) (27) ([a]p = -5.4°) (L.p. 3,
Tabela 12), lecz konwersja substratu w tym przypadku byta niska (¢ = 32%). Natomiast
reakcja z acetalem dimetylowym benzaldehydu (14) prowadzita do uzyskania estru
metylowego 45 z umiarkowang wydajnos$cia i czystoscig optyczng (L.p. 4, Tabela 12).

Mimo otrzymania nienajlepszych rezultatéw dla reakcji DKR kwasow 40 i 43
stwierdzono, iz metodologia opracowana w rozdziale 6.5 moze zosta¢ zastosowana do
syntezy nieracemicznych pochodnych innych kwasow karboksylowych. W celu
osiggnigcia lepszych rezultatow nalezaloby przeprowadzi¢ optymalizacje procesu dla
kazdego z badanych zwigzkow.

Nizsza czysto$¢ optyczna czystos¢ produktow rozdziatu dynamicznego kwasow
2-cyklopenteno-1-octowego (40) i 3-metylo-4-pentenowego (43) potwierdza fakt, iz
enzymy wykazuja wyzsza enancjoselktywno§¢ w kierunku substratow zawierajacych
w  swej strukturze pierScien aromatyczny (jak w  przypadku  kwasu

3-fenylo-4-pentenowego).

160 Hekking, K. F. W.; Waalboer, D. C. J.; Moelands, M. A. H.; van Delft, F. L.; Rutjes, F. P. J. T.; 4dv.
Syn. Catal. 2008, 350, 95-106.
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7. Whnioski

W niniejszej pracy zaprezentowano wyniki badan nad opracowaniem nowej
chemoenzymatycznej metody syntezy enancjomerycznie czystych pochodnych kwasoéw
3-arylo-4-pentenowych, ktore stanowig cenny blok budulcowy do syntezy zwigzkoéow
o udokumentowanej aktywnos$ci biologicznej. Wykonano badnia nad opracowaniem
enzymatycznego rozdzialu kinetycznego kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1). W tym celu
przeprowadzono badania nad optymalizacja omawianego procesu pod wzgledem
rozpuszczalnika, donora grupy alkoksylowej, enzymu oraz katalizatora racemizacji.
Doboér odpowiednich warunkéw EKR jest kluczowy, aby zapewni¢ wysoka wydajnosé¢
1 enancjoselektywnos$¢ tych reakcji. Opracowano EKR, polegajacy na enzymatycznej
estryfikacji racemicznych chiralnych kwaséw karboksylowych za pomoca nowych
donoréw grupy alkoksylowej — ortoestrow, acetali, ketali 1 ortoweglandw. Zastosowanie
tego typu reagentdw powoduje, iz reakcja estryfikacji jest nieodwracalna, co zapewnia
lepszy rozdziat kinetyczny mieszaniny racemicznej. W optymalnych warunkach
otrzymano ester etylowy kwasu 3-fenylo-4-pentenowego w postaci jednego enancjomeru
o konfiguracji (S) z najwyzsza mozliwa wydajnoscia dla reakcji rozdzialu kinetycznego
(50%). Hydroliza trgo zwigzku pozwala uzyska¢ enancjomerycznie czysty kwasu
3-fenylo-4-pentenowy. Przeprowadzono réwniez z powodzeniem proces enzymatycznego
rozdziatu kinetycznego kwasu 1 w skali gramowej, co $wiadczy o tym, iz procedura ta
moze by¢ wykorzystana w przemysle.

Wykonano wstgpne badania majace na celu probe wyjasnienia mechanizmu
opracowanej reakcji enzymatycznego rozdziatu kinetycznego kwasu 1 z wykorzystaniem
nowych donoréw grupy alkoksylowej. W oparciu o otrzymane wyniki i doniesienia
literaturowe na temat promiskuityzmu lipaz, zaproponowano mechanizm enzymatycznej
estryfikacji kwasow karboksylowych za pomoca ortoestréw, acetali, ketali
i ortoweglandw. Otrzymane wyniki wskazuja, iz mechanizm ten moze wynikaé
z promiskuityzmu substratowego stosowanych lipaz.

W kolejnym etapie badan wykonano szereg eksperymentow, ktorych celem byto
sprawdzenie mozliwosci uzyskania dynamicznego rozdzialu kinetycznego, w reakcji
modelowej kwasu 3-fenylo-4-pentenowego z donorami grup alkoksylowych oraz
wybranymi katalizatorami metalicznymi. Wykonano badania nad optymalizacja tego

procesu, zbadano wplyw rozpuszczalnika, donora grupy alkoksylowej, enzymu oraz
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wybranych kompleksow metali na wydajno$¢ i enancjoselektywnos$¢ reakcji DKR.
Szczegblne znaczenie mial dobor odpowiedniego katalizatora racemizujacego, aby byl on
kompatybilny z biokatalizatorem oraz nie powodowat racemizacji produktu. Opracowano
metode dynamicznego rozdziatu kinetycznego tegoz kwasu, polegajaca na polaczeniu
enzymatycznego rozdzialu kinetycznego z racemizacjg substratu in situ za pomoca
kompleksow metali przejsciowych. Po optymalizacji otrzymano odpowiedni ester kwasu
(S)-2 w postaci enancjomerycznie czystej z ilosciowa wydajnoscig. Hydroliza tego estru
dostarczyla kwasu (S5)-1 o identycznej czystos$ci optycznej. Nalezy zwrdci¢ uwage, iz
opracowany chemoenzymatyczny dynamiczny rozdziat kinetyczny kwasu 1 jest pierwsza
tego typu reakcja otrzymywania enancjomerycznie czystych chiralnych kwasow
karboksylowych. Do tej pory literaturowo znane sg jednynie przypadki DRK pochodnych
alkoholi drugorzegowych oraz amin.

Uzyskane wyniki zostaly wykorzystane do opracowania metodologii
enzymatycznego rozdzialu kinetycznego i dynamicznego rozdziatu kinetycznego szeregu
innych  kwaséw  karboksylowych.  Przeprowadzono  badania dla kwasow
3-arylo-4-pentenowych zawierajacych nastepujace podstawniki meta-metoksy, para-
metoksy, 3,4-metylenodioksy, para-chloro, para-fluoro, para-nitro, para-metylo
w pierscieniu fenylowym. Dla wiekszosci przypadkow otrzymano odpowiednie estry
o wysokiej czysto$ci optycznej, ktore przeprowadzono w odpowiednie kwasy z
zachowaniem czysto$ci optycznej. Dane te potwierdzily, iz opracowane procedury EKR
i DKR moga by¢ z powodzeniem zastosowane do syntezy nieracemicznych kwasow
3-arylo-4-pentenowych.

Opracowang metodologie wykorzystano rowniez do opracowania EKR 1 DKR
racemicznych kwasow cyklicznych (kwas 2-cyklopenteno-1-octowy) oraz kwasow
3-alkilo-4-pentenowych (kwas 3-metylo-4-pentenowy). Uzyskane wyniki otwieraja nowe
mozliwosci w enancjoselektywnej syntezie tego rodzaju zwiazkdw, pozostajacych wcigz
duzym wyzwaniem syntetycznym.

W ramach niniejszej pracy opracowano nowa chemoenzymatyczng metode
syntezy enancjomerycznie czystych kwasow 3-arylo-4-pentenowych oraz ich estrow.
Opracowana metodologia umozliwia otrzymanie docelowych produktow z wysokimi
nadmiarami enancjomerycznymi. Metoda ta moze zosta¢ rOwniez zastosowana do
rozdziatu innych achiralnych 1 chiralnych kwasow karboksylowych. Zaletami
opracowanych procedur jest zastosowanie rozpuszczalnikow organicznych, jako medidw

reakcji, co umozliwito potaczenie dwoch typow katalizy w proces jednoetapowy. Procesy
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te charakteryzuja si¢ niskimi kosztami ogélnymi, wysokimi wydajnosciami i
enacjoselektywnosciami, bardzo wysoka produktywnoscia, a takze brakiem szkodliwego
wplywu na $rodowisko, co jest szczegdlnie wazne w przypadku syntez zwigzkow o

przeznaczeniu farmaceutycznym.
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8. Czg$¢ eksperymentalna

8.1. Uwagi ogodlne

Widma NMR zostaly wykonane na aparatach Varian Gemini 200 (200 MHz) oraz
Varian Gemini 400 (400 MHz). Widma rejestrowano z TMS jako wzorcem
wewnetrznym. Przesuniecia sygnatow (8) podano w ppm, a stale sprzezenia (J) w hercach
(Hz). Sygnaty w widmach protonowego jadrowego rezonansu magnetycznego zostaty
przypisane dla wybranych zwigzkow. Pomiary skrgcalnosci wlasciwej zostaty wykonane
na polarymetrach Jasco DIP-360 oraz Jasco P-2000 przy dlugosci fali A = 589 nm, przy
uzyciu kuwety o dlugosci 1.0 cm i pojemnosci 1.2 ml. Analizy elementarne wykonano
w Pracowni Analizy Elementarnej Instytutu Chemii Organicznej PAN, uzywajac
aparatow Perkin Elmer 240 Elemental Analyzer oraz Heraeus Vario EL III.

Do analiz TLC uzywano ptytek aluminiowych pokrytych Kieselgel 60 F254 firmy
Merck. Do preparatywnego rozdzialu 1 oczyszczania produktow za pomoca
chromatografii cienkowarstwowej uzywano plytek PTLC pokrytych Kieselgel 60 F254
o grubosci 0,25 mm firmy Merck. Oczyszczanie zwigzkoOw za pomocag chromatografii
kolumnowej wykonywano uzywajac zelu krzemionkowego Kieselgel 60 (60 mesh,
70-230 mesh i 230- 400 mesh) firmy Merck.

W badaniach przesiewowych enzymow stosowano nastgpujace 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 mikroorganizmoéw: Rhisopus niveus, Rhisopus oryzae,
Rhisopus arrhisus, Candida lipolitica, Mucor javanicus, Penicilium rogeufori,
Pseudomonas sp. Zastosowano takze proszki acetonowe z organdow zwierzecych: proszek
acetonowy z watroby wotowej (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
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z watroby gesiej (GLAP) i proszek acetonowy z watroby dziczej (WLAP), proszek
acetonowy z nerki wolowej (BKAP) oraz esteraz¢ z watroby $winskiej (PLE).

Reakcje enzymatyczne byly przeprowadzane z wykorzystaniem wytrzasarki
(Heidolph Promax 1020) wyposazonej w incubator (Heidolph Inkubator 1000).

Do rozdzialu enancjomeréw metoda HPLC stosowano nastgpujace kolumny chiralne:
Chiralcel OD-H, Chiralcel AD-H (& 4.6 mm x 250 mm, Diacel Chemical Ind., Ltd) oraz
Chiralcel OJ (Y 4.6 mm x 250 mm, Diacel Chemical Ind., Ltd). W pracy
enancjoselektywnos¢ reakcji (E) liczona byla ze wzoru (¢ — konwersja, ee, — nadmiar

enancjomeryczny produktu):

_In[1-c(1+e.ep)]
T In[1-c(1—e.ep)]

Wykorzystywane komercyjnie dostgpne reagenty, zakupione byly w Sigma-Aldrich, TCI
lub Alfa Aeaser. Jako eluenty do chromatografii kolumnowej i analiz HPLC stosowano
heksan, octan etylu, chloroform, metanol oraz wode, ktore wczesniej oczyszczono przez
destylacje. Pozostate rozpuszczalniki reagenty oczyszczono wedlug ogoélnych metod

literaturowych.'®!

8.2. Badania nad opracowaniem enzymatycznego rozdzialu
kinetycznego kwasu 3-fenylo-4-pentenowego

8.2.1. Synteza kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1)

Mieszaning alkoholu cynamonowego (33.7 g; 0.25 mol), ortooctanu
trietylowego (6) (46.1 ml; 0.25 mol) i kwasu heksanowego (0.19
ml; 1.5 mmol) ogrzewano na tazni olejowej w kolbie trojszyjnej

OH

zaopatrzonej w termometr i nasadk¢ Claisena do oddestylowania

powstajacego etanolu. Alkohol etylowy destylowat w 78°C. Po ok. o

3 godzinach destylacja zachodzila coraz wolniej. Po uptywie tego czasu dodano 0.1 ml
kwasu heksanowego. Po 3.5 i 4.5 godz. dodano takg samg porcj¢ kwasu. Temperatura
mieszaniny rosta. Po uptywie ok. 6 godz. temperatura mieszaniny ustalifa si¢ na poziomie

166°C. Mieszaning schlodzono, dodano wodorotlenek potasu (19.7 g; 0.35 mol)

rozpuszczony w 25 ml wody destylowanej oraz metanol (75 ml). Mieszaning reakcyjng

' Armarego, W. L. F.; Perrin, D. D.; Purification of laboratory Chemicals, 4th ed, Elsevier: Oxford, 2000.
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ogrzewano przez | godzing pod chlodnica zwrotng w atmosferze azotu. Nast¢pnie
mieszaning schfodzono do temperatury pokojowej i przemyto eterem etylowym. Nie
nastapit rozdziat faz ze wzgledu na obecno$¢ metanolu. Odparowano lotne
rozpuszczalniki pod zmniejszonym ci$nieniem, a nast¢pnie przemyto eterem etylowym.
Rozdzielono fazy. Faz¢ wodng doprowadzono do pH = 1 za pomocg 10% roztworu kwasu
solnego. Nastgpit rozdziat faz. Fazg wodna ekstrahowano 3-krotnie eterem etylowym.
Potaczone fazy organiczne przemyto solankg i suszono bezwodnym siarczanem magnezu.
Nastepnie odparowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt
oczyszczono za pomoca krystalizacji z heksanu, otrzymujac 33g zwigzku w postaci
z6ltych krysztatkow z wydajnoscia 75%; Ry = 0.6 (heksan: octan etylu 80:20, obj. :obj.).
'"H NMR (400 MHz, CDCl): 6 2.74 (dd, J = 15.0, 7.5 Hz, 1H), 2.78 (dd, J = 15.0, 7.8 Hz,
1H), 3.90 (q, J = 7.2 Hz, 1H), 5.00-5.18 (m, 2H), 5.90-6.10 (m, 1H), 7.19-7.40 (m, 5H);
BC NMR (100 MHz, CDCLy): 6 40.2, 45.5, 115.3, 127.1, 127.8, 128.9, 140.2, 142.2,
178.3. Widmo zgodne z literaturowym'®>. Temperatura topnienia = 46°C [lit. 44-46°C]'®.
Parametry analizy HPLC: kolumna chiralna Chiralcel AD-H [heksan : iPrOH; 9:1;
A =232 nm; 0.3 ml/min] tg(S) = 17.6 min; tg(R) = 19.9 min.

8.2.2. Synteza estru etylowego kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (2).

Procedura ogolna 1.

Kwas 3-fenylo-4-pentenowy (1) (1.73 g, 9.81 mmol) rozpuszczono w
chlorku metylenu (3 ml), wkroplono chlorek tionylu (0.72 ml, 9.87
mmol) i mieszano 2 godziny w temperaturze pokojowej. Nastepnie OEt
dodano bezwodny etanol (5 ml, 85.6 mmol) i mieszano przez okres 3

godzin w temperaturze pokojowej. Nadmiar rozpuszczalnika ©
odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Produkt oczyszczono za pomoca
chromatografii kolumnowej na Zelu krzemionkowym uktadem heksan : octan etylu (99.5 :
0.5; obj.: obj.). Otrzymano 1.83 g zwigzku w postaci bezbarwnego oleju z wydajnoscia
92%. Ry = 0.8 (heksan/ octan etylu 95:5; obj. : obj.) '"H NMR (400 MHz, CDCl): d 1.16
(t, J=7.2 Hz, 3H), 2.70 (dd, J = 15.0, 7.2 Hz, 1H), 2.74 (dd, J = 15.0, 8.0 Hz, 1H), 3.86
(q,J=7.2 Hz, 1H), 4.06 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 5.04-5.09 (m, 2H), 5.98 (ddd, J = 17.4, 10.2,
7.2 Hz, 1H), 7.17-7.30 (m, 5H); °C NMR (100 MHz, CDCl;): 6 14.1, 40.3, 45.6, 60.3,

12 Gao, M.; Wang, D.-X.; Zheng, Q.-Y.; Wang, M.-X_; J. Org. Chem. 2006, 71, 9532-9535.
15 Bermejo Gonzalez F.; Bartlett P.A.; Org. Synth.; 1986, 64, 175-177.
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114.7, 126.6, 127.5, 128.5, 140.2, 142.4, 171.8. Widmo zgodne z literaturowym.'®*
Parametry analizy HPLC: kolumna chiralna Chiralcel OD-H [heksan : iPrOH; 9:1;
A =232 nm; 1.0 mL/min] tr(S) = 5.04 min; tr(R) = 5.91 min. Analiza elementarna —
obliczona C 76,44%, H 7,9%; zbadana C 75,11% H 7,95%.

8.2.3. Synteza estru metylowego kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (3).
Zwigzek 3 w postaci bezbarwnego oleju otrzymano zgodnie

z 0g6lna procedura 1, wydajnos¢ reakcji 90%; Ry = 0.5 (heksan :
octan etylu, 9:1; obj. obj.). '"H NMR (200 MHz, CDCL): 6 2.74

(dd, J=15.1, 7.7 Hz, 1H), 2.78 (dd, J = 15.1, 7.7 Hz, 1H), 3.62

(s, 3H), 3.89 (q, J = 7.7 Hz, 1H), 5.01-5.15 (m, 2H), 5.90-6.10 O

(m, 1H), 7.15-7.38 (m, 5H); *C NMR (50 MHz, CDCL): § 40.4, 45.8, 51.9, 115.1, 127.0,
127.8, 128.9, 140.5, 142.7, 172.6. Widmo zgodne z literaturowym.'® Parametry analizy
HPLC: kolumna chiralna Chiralcel OD-H [heksan : iPrOH; 9:1; A = 232 nm; 1.0 mL/min]
tr(S) = 4.6 min; tr(R) = 5.6 min.

OMe

8.2.4. Synteza estru izopropylowego kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (4).

Zwiazek 4 otrzymano zgodnie z procedura ogdélng 1 z

wydajnoscia 37%. N
"H NMR (200 MHz, CDCls): 6 1.11 (d, J = 7.1 Hz, 6H), 2.63-2.73 o'Pr
(d, J = 7.1 Hz, 2H), 3.84 (q, J = 7.2 Hz, 1H), 5.04-5.09 (m, 2H),

O

5.93-6.02 (m, 1H), 7.17-7.31 (m, 5H); “C NMR (50 MHz,
CDCL): ¢ 22.1, 40.9, 46.1, 68.0, 115.0, 126.9, 128.6, 129.4, 140.6, 142.8, 171.7.
Parametry analizy HPLC: kolumna chiralna Chiralcel OD-H [heksan : iPrOH; 93:7;
A =230 nm; 0.6 mL/min] tg(S) = 7.7 min; tg(R) = 8.2 min.

8.2.5. Procedura ogélna  otrzymywania racemicznych estréw  kwaséw

karboksylowych z wykorzystaniem ortoestrow."'®

Procedura ogolna 2.

Do roztworu kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1) (I mmol) w toluenie (1.21 ml) dodano
odpowiedni ortooctan trialkilowy (3 mmol) i mieszano w temperaturze wrzenia (110°C)

przez 24 godziny. Mieszaning schtodzono i dodano 2M roztwor kwasu solnego (1.1 ml).

' Heuger, G.; Kalsow, S.; Gottlich, R.; Eur. J. Org. Chem. 2002, 1848-1854.
' Vedejs, E.; Gingras, M.; J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 579-588.
1% Trujillo, J. I; Gopalan, A. S.; Tetrahedron Lett. 1993, 34, 7355-7358.
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Nastapit rozdziat faz. Faz¢ organiczng przemyto nasyconym roztworem wodoroweglanu
sodu (NaHCOs) (1x) oraz solanka (1x), a nastgpnie suszono bezwodnym siarczanem
magnezu. Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt
oczyszczono za pomocg chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym uktadem

heksan : octan etylu (99.5 : 0.5; obj.: obj.).
8.2.5.1. Synteza racemicznego estru etylowego kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (2)

Zwiazek 2 otrzymano wedhug procedury ogélnej 2 z wydajnoscia 11%.

Widma '"H NMR i “C NMR zgodne z otrzymanymi uprzednio. Parametry analizy
HPLC: kolumna chiralna Chiralcel OD-H [heksan : iPrOH; 9:1; A = 232 nm;
1.0 mL/min] tg(S) =5.04 min; tr(R) = 5.91 min.

8.2.5.2. Synteza racemicznego estru metylowego kwasu 3-fenylo-4-pentenowego
3)

Zwiazek 3 otrzymano wedhug procedury ogolnej 2 z wydajnoscia 3%.

Widma '"H NMR i °C NMR zgodne z otrzymanymi uprzednio. Parametry analizy HPLC:
kolumna chiralna Chiralcel OD-H [heksan : iPrOH; 9:1; A = 232 nm; 1.0 mL/min]
tr(S) = 4.6 min; tr(R) = 5.6 min.

8.2.6. Procedura ogoélna enzymatycznego rozdzialu Kinetycznego kwasu

3-fenylo-4-pentenowego (1) w réznych rozpuszczalnikach

Procedura ogolna 3.

Do roztworu kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1) (1 mmol) w odpowiednim
rozpuszczalniku organicznym (1.21 ml) dodano ortooctan trietylu (6) (3 mmol) oraz
lipaze z kielkow pszenicy (10 mg). Calos¢ mieszano przez 24 godziny w temperaturze
40°C. Mieszaning schtodzono i dodano 2M roztwor kwasu solnego (1.1 ml). Nastapit
rozdziat faz. Faz¢ organiczng przemyto nasyconym roztworem wodoroweglanu sodu
(NaHCO:3) (1x) oraz solankg (1x), a nastepnie suszono bezwodnym siarczanem magnezu.
Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt oczyszczono za
pomoca chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym ukladem heksan : octan

etylu (99.5 : 0.5; obj.: obj.).

8.2.6.1. Synteza nieracemicznego estru etylowego kwasu

3-fenylo-4-pentenowego (2)
Zwiazek 2 otrzymano wedhug procedury og6lnej 3.
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Widma '"H NMR i °C NMR zgodne z otrzymanymi uprzednio. Parametry analizy HPLC:
kolumna chiralna Chiralcel OD-H [heksan : iPrOH; 9:1; A = 232 nm; 1.0 mL/min]
tr(S) = 5.04 min; tg(R) = 5.91 min.

8.2.7. Procedura ogoélna enzymatycznego rozdzialu Kinetycznego kwasu

3-fenylo-4-pentenowego (1)

Procedura ogolna 4.

Do roztworu kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1) (I mmol) w toluenie (1.21 ml) dodano
odpowiedni donor grupy alkoksylowej (3 mmol) oraz odpowiedni enzym (10 mg). Cato$¢
mieszano przez 24-48 godziny w temperaturze 40°C. Mieszaning schfodzono i dodano
2M roztwor kwasu solnego (1.1 ml). Nastapit rozdziat faz. Fazg organiczng przemyto
nasyconym roztworem wodoroweglanu sodu (NaHCOs;) (1x) oraz solankg (1x),
a nastepnie suszono bezwodnym siarczanem magnezu. Rozpuszczalnik odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem. Produkt oczyszczono za pomocg chromatografii kolumnowej

na zelu krzemionkowym uktadem heksan : octan etylu (99.5 : 0.5; obj.: obj.).

8.2.7.1. Synteza nieracemicznego estru etylowego kwasu

3-fenylo-4-pentenowego (2)

Zwiazek 2 otrzymano wedhug procedury ogblnej 4.

Widma '"H NMR i °C NMR zgodne z otrzymanymi uprzednio. Parametry analizy HPLC:
kolumna chiralna Chiralcel OD-H [heksan : iPrOH; 9:1; A = 232 nm; 1.0 mL/min]
tr(S) = 5.04 min; tg(R) = 5.91 min.

8.2.7.2.  Synteza nieracemicznego estru metylowego kwasu

3-fenylo-4-pentenowego (3)

Zwiazek 3 otrzymano wedhug procedury og6lnej 4.

Widma "H NMR i >C NMR zgodne z otrzymanymi uprzednio.Parametry analizy HPLC:
kolumna chiralna Chiralcel OD-H [heksan : iPrOH; 9:1; A = 232 nm; 1.0 mL/min]
tr(S) = 4.6 min; tr(R) = 5.6 min.

8.2.7.3. Synteza nieracemicznego estru izopropylowego kwasu

3-fenylo-4-pentenowego (4)

Zwiazek 4 otrzymano zgodnie z procedurg ogdélng 1 z wydajnoscig 37%.
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Widma '"H NMR i °C NMR zgodne z otrzymanymi uprzednio. Parametry analizy
HPLC: kolumna chiralna Chiralcel OD-H [heksan : iPrOH; 93:7; A = 230 nm;
0.6 mL/min] tg(S) = 7.7 min; tr(R) = 8.2 min.

8.2.8. Enzymatyczny rozdzial Kkinetyczny kwasu 3-fenylo-4-pentenowego w skali

gramowej

Do roztworu kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1) (10 mmol) w toluenie dodano ortooctan
trietylu (30 mmol) oraz proszek acetonowy z watroby gesiej (GLAP) (100 mg). Catosé
mieszano przez 24 godziny w temperaturze 40°C. Mieszaning schiodzono
1 dodano 2M roztwor kwasu solnego. Nastapit rozdziat faz. Fazg organiczng przemyto
nasyconym roztworem wodoroweglanu sodu (NaHCOs;) (Ix) oraz solanka (1x),
a nastepnie suszono bezwodnym siarczanem magnezu. Rozpuszczalnik odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem. Produkt oczyszczono za pomoca chromatografii kolumnowe;j
na zelu krzemionkowym uktadem heksan : octan etylu (99.5 : 0.5; obj.: obj.). Otrzymano
zwigzek w postaci bezbarwnego oleju z wydajnosciag 50%. R¢= 0.8 (heksan/ octan etylu
95:5; obj. : obj.) 'H NMR (400 MHz, CDCls): d 1.16 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 2.70 (dd, J =
15.0, 7.2 Hz, 1H), 2.74 (dd, J = 15.0, 8.0 Hz, 1H), 3.86 (q, J = 7.2 Hz, 1H), 4.06 (q, J =
7.2 Hz, 2H), 5.04-5.09 (m, 2H), 5.98 (ddd, J=17.4, 10.2, 7.2 Hz, 1H), 7.17-7.30 (m, SH);
C NMR (100 MHz, CDCly): § 14.1, 40.3, 45.6, 60.3, 114.7, 126.6, 127.5, 128.5, 140.2,
142.4, 171.8. Widmo zgodne z literaturowym'®’. Parametry analizy HPLC: kolumna
chiralna Chiralcel OD-H [heksan : iPrOH; 9:1; A = 232 nm; 1.0 mL/min] tg(S) = 5.04
min; tr(R) = 5.91 min, e.e. = 80%. Skrocenie czasu reakcji do 16 godzin, prowadzilo do

uzyskania zwigzku 2 z e.e. = 99%.

8.3. Badania nad mechanizmem enzymatycznego rozdzialu
kinetycznego kwasu 3-fenylo-4-pentenowego

8.3.1. Synteza estru metylowego kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (3) za pomoca

procedury Nicolosi'®®

Do roztworu kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1) (1 mmol) w toluenie (1.21 ml) dodano
ortooctan trietylu (6) (3 mmol), Novozym 435 (10 mg) oraz 0.1 ml alkoholu metylowego.
Calo$¢ mieszano przez 72 godziny w temperaturze 40°C. Mieszaning schlodzono

i dodano 2M roztwor kwasu solnego (1.1 ml). Nastapil rozdziat faz. Faz¢ organiczna

7 Heuger, G.; Kalsow, S.; Gottlich, R.; Eur. J. Org. Chem. 2002, 1848-1854.
' Morrone, R.; Piattelli, M.; Nicolosi, G.; Eur. J. Org. Chem. 2001, 1441-1443.
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przemyto nasyconym roztworem wodoroweglanu sodu (NaHCO3) (1x) oraz solankg (1x),
a nastepnie suszono bezwodnym siarczanem magnezu. Rozpuszczalnik odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem. Produkt oczyszczono za pomoca chromatografii kolumnowe;j
na zelu krzemionkowym uktadem heksan : octan etylu (99.5 : 0.5; obj.: obj.). Widma
'"H NMR i C NMR zgodne z otrzymanymi uprzednio.Parametry analizy HPLC:
kolumna chiralna Chiralcel OD-H [heksan : iPrOH; 9:1; A = 232 nm; 1.0 mL/min]
tr(S) = 4.6 min; tr(R) = 5.6 min.

8.3.2. Synteza estru metylowego kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (3) — reakcja

z alkoholem deuterowanym

Do roztworu kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1) (1 mmol) w toluenie (1.21 ml) dodano
ortooctan trietylu (6) (3 mmol), Novozym 435 (10 mg) oraz 0.1 ml deuterowanego
alkoholu metylowego. Calo$§¢ mieszano przez 72 godziny w temperaturze 40°C.
Mieszaning schtodzono i dodano 2M roztwoér kwasu solnego (1.1 ml). Nastapil rozdziat
faz. Faz¢ organiczng przemyto nasyconym roztworem wodoroweglanu sodu (NaHCO3)
(1x) oraz solanka (1x), a nastgpnie suszono bezwodnym siarczanem magnezu.
Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt oczyszczono za
pomocg chromatografii kolumnowej na Zelu krzemionkowym uktadem heksan : octan
etylu (99.5 : 0.5; obj.: obj.). '"H NMR (200 MHz, CDClL): 6 2.74 (dd, J = 15.1, 7.7 Hz,
1H), 2.78 (dd, /= 15.1, 7.7 Hz, 1H), 3.62 (s, 3H), 3.89 (q, J = 7.7 Hz, 1H), 5.01-5.15 (m,
2H), 5.90-6.10 (m, 1H), 7.15-7.38 (m, 5H); °C NMR (50 MHz, CDCL): J 40.4, 45.8,
51.9, 115.1, 127.0, 127.8, 128.9, 140.5, 142.7, 172.6. Widmo zgodne z literaturowym.
Parametry analizy HPLC: kolumna chiralna Chiralcel OD-H [heksan : iPrOH; 9:1;
A =232 nm; 1.0 mL/min] tg(S) = 4.6 min; tg(R) = 5.6 min.

8.3.3. Zwigzek 21

Stwierdzono obecno$¢ zwiazku 21 w mieszaninie reakcyjne;] Z 0 ~ 0
uzyskanej wedlug procedury ogo6lnej 4, stosujac )<Ph
ortobenzoesean trimetylu jako donor grupy alkoksylowe;. |
Wykonano widmo masowe mieszaniny reakcyjnej. Proby

wydzielenia tego zwiazku zakonczyly si¢ niepowodzeniem, gdyz ulegat on rozpadowi do

estru 3. LR-MS (ESI, [M+Na]) obliczona dla C;0H»,04Na: 349.1, zbadana: 349.1 m/z.
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8.4. Badania nad opracowaniem dynamicznego rozdzialu Kkinetycznego
kwasu 3-fenylo-4-pentenowego

8.4.1. Procedura ogolna enzymatycznego dynamicznego rozdzialu Kinetycznego

kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1)

Procedura ogolna 5.

Do roztworu kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (1) (1 mmol) w toluenie dodano
odpowiedni donor grupy alkoksylowej (3 mmol), Novozym 435 (10 mg) oraz
kompleks metalu przejsciowego (22 — 27) (10%mo). Cato$¢ mieszano przez 5 dni
w temperaturze 60°C. Nadmiar reagentéw odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem.
Produkt oczyszczono za pomoca chromatografii kolumnowej na Zelu krzemionkowym

uktadem heksan : octan etylu (99.5 : 0.5; obj.: obj.).

4.4.1.1. Synteza nieracemicznego estru etylowego kwasu

3-fenylo-4-pentenowego (2)

Zwiazek 2 otrzymano zgodnie z procedurg ogdlng 5.

Widma 'H NMR i °C NMR zgodne z otrzymanymi uprzednio. Parametry analizy
HPLC: kolumna chiralna Chiralcel OD-H [heksan : iPrOH; 9:1; A = 232 nm;
1.0 mL/min] tg(S) = 5.04 min; tr(R) = 5.91 min.
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4.4.1.2. Synteza enancjomerycznie czystego kwasu 3-fenylo-4-pentenowego (5)-1

Procedura ogolna 6.

Enancjomerycznie czysty ester etylowy kwasu 3-fenylo-4-
pentenowego (2) (4 mmol) otrzymany zgodnie z procedurg ogdlng 5 © ,
TN

rozpuszczono w metanolu (2 ml) i dodano roztwdr wodorotlenku

OH

potasu (40 mmol) w wodzie (10 ml). Cato$¢ mieszano przez 8 godzin

w temperaturze pokojowej. Roztwor przemyto eterem etylowym. 0
Faz¢ wodna doprowadzono do pH 2 za pomoca stezonego kwasu solnego. Faze wodna
ekstrahowano eterem etylowym (3 x 20 ml). Polaczone fazy organiczne wysuszono
bezwodnym siarczanem magnezu 1 odparowano rozpuszczalnik pod obnizonym
cisnieniem. Produkt oczyszczono za pomoca chromatografii kolumnowej na zelu
krzemionkowym ukladem heksan/octan etylu. Otrzymano zwigzek 1 z wydajnoscia
100%. Widma 'H NMR i °C NMR zgodne z otrzymanymi uprzednio. Parametry analizy
HPLC: kolumna chiralna Chiralcel AD-H [heksan : iPrOH; 9:1; A = 232 nm; 0.3 ml/min]
tr(S) = 17.6 min; tr(R) = 19.9 min. [a]p = -18.7° (¢ = 1.0, CHCL). Lit. [a]p = +18.6°
(c = 1.1, CHCl) (dla enancjomeru R)'®.

8.5. Badania nad opracowaniem rozdzialu kinetycznego
i dynamicznego rozdzialu kinetycznego kwasu
3-(m-metoksyfenylo)-4-pentenowego

8.5.1. Synteza (karboetoksymetyleno)trifenylofosforanu (odczynnik Wittiga) (31)

Bromooctan etylu (200 mmol) dodano do roztworu trifenylofosfiny __ph
(1.15 eq., 230 mmol) w toluenie (232 ml) 1 mieszano w temperaturze Ph/i
wrzenia przez 10 godz. Bialy osad odsaczono, przemyto toluenem CO,Et
i wysuszono. Nastepnie w temperaturze 5°C dodano 1M NaOH (290 ml) do roztworu
bialego osadu w wodzie (1 1) w wyniku czego powstat bialty i gumowy osad, ktory
odsaczono, przemyto woda i suszono. Uzyskano produkt 31 z wydajnoscig 60%. Zwigzek

31 natychmiast uzyto do reakcji z m-anizoaldehydem.

1 Gao, M.; Wang, D.-X.; Zheng, Q.-Y.; Wang, M.-X_; J. Org. Chem. 2006, 71, 9532-9535.

121

http://rcin.org.pl



8.5.2. Synteza estru etylowego kwasu m-metoksycynamonowego (32)
Mieszaning m-anizoaldehydu (30) (40 mmol) w bezwodnym 0
toluenie (400 ml) 1 uzyskanego wcze$niej odczynnika Wittiga A OEt
(31) (60 mmol) mieszano w temperaturze wrzenia przez 4 godz.

Po schlodzeniu mieszaniny do temp. pokojowej odparowano 0

rozpuszczalnik, a pozostalo$¢ rozpuszczono w wodzie i d

ekstrahowano 3 x octanem etylu. Polagczone fazy organiczne przemyto solanka, suszono
za pomoca bezwodnego siarczanu sodu (Na,SO4). Nadmiar rozpuszczalnika usunieto pod
zmniejszonym ci$nieniem.Produkt oczyszczono za pomocg chromatografii kolumnowe;j
na zelu krzemionkowym uktadem heksan/octan etylu. Uzyskano produkt w postaci oleju
z wydajnoscig 82 %. 'H NMR (CDCls, 400 MHz): 0 1.11 (t, J= 7.0 Hz, 3H), 3.81 (s, 3H),
4.23 (q,J=17.2 Hz, 2H), 6.45 (d, /= 16.0 Hz, 1H), 6.88 (dd, J = 8.3, 2.7 Hz, 1H), 7.01 (s,
1H), 7.10 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.30 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.62 (d, J = 16.0 Hz, 1H); °C
NMR (CDCl;, 100 MHz): 0 14.1, 55.0, 113.2, 116.5, 119.1, 120.7, 130.9, 145.6. Widmo

zgodne z literaturowym'”’

8.5.3. Synteza alkoholu m-metoksycynamonowego (33)

Roztwor estru 32 (40 mol) w dichlorometanie (0.1 M roztwor) X
mieszano w temperaturze -78°C, a nastepnie w ciggu 30 min OH
wkroplono DIBAL-H (3 eq) w toluenie. Cato$¢ mieszano przez 2

godz. pozwalajgc mieszaninie ociepli¢ si¢ do temperatury -~

pokojowej, a nastgpnie schlodzono do 0°C i przemyto nasyconym roztworem soli
sodowo-potasowej kwasu winowego. Catos¢ mieszano przez 15 min w temp. pokojowe;.
Warstwg wodng ekstrahowano octanem etylu, polaczone fazy suszono bezwodnym
NaySO4, a nadmiar rozpuszczalnika odparowano. Produkt oczyszczono za pomoca
chromatografii kolumnowej na zZelu krzemionkowym ukladem heksan/octan etylu.
Uzyskano produkt w postaci zéltego oleju z wydajnoscia 75%. 'H NMR (400 MHz,
CDCL): 6 3.41 (br s, 1H), 3.80 (s, 3H), 4.27 (d, J = 5.5 Hz, 2H), 6.40 (dt, J = 15.9, 5.5
Hz, 1H), 6.62 (d, J = 15.9, 1H), 6.85 (dd, J = 8.2, 2.1 Hz, 1H), 6.96 (s, 1H), 7.03 (d, J =
7.7 Hz, 1H), 7.20-7.32 (m, 1H); >C NMR (100 MHz, CDCL): 6 55.2, 63.4, 112.5, 113.1,
119.2, 129.1, 129.8, 131.4, 138.5, 159.8. Widmo zgodne z literaturowym' "'

70 Taber, D. F.; Nelson, C. G.; J. Org. Chem. 2006, 71, 8973-8974.
"' Vyas, D. I.; Oestreich, M.; Chem. Commun. 2010, 46, 568-570.
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8.5.4. Synteza kwasu 3-(im-metoksyfenylo)-4-pentenowego (34)

Otrzymany alkohol m-metoksycynamonowy (8.7 mmol), e
ortooctan trietylu (6) (9 mmol) oraz kwas heksanowy (1ml)

ogrzewano w kolbie trdjszyjnej zaopatrzonej w nasadke Claisena OFt
do oddestylowywania powstajacego etanolu. Po 1.5 godziny

dodano kolejng porcj¢ kwasu octowego (0.1 ml), a nastgpnie -~

kolejno po 2.5, 3.5 godziny dodano taka samg porcj¢ kwasu. Po oddestylowaniu etanolu,
temperatura mieszaniny wzrosta ze 90 do 130 °C. Mieszaning schtodzono i dodano
kolejno wodorotlenek potasu rozpuszczony w wodzie destylowanej oraz metanol.
Mieszaning ogrzewano pod chlodnica zwrotng przez 1 godzing w atmosferze gazu
obojetnego. Schlodzono mieszaning do temperatury pokojowej a nast¢pnie przemyto
eterem. Faz¢ wodna doprowadzono do pH 2 za pomoca st¢zonego kwasu solnego. Faze
wodng ekstrahowano eterem etylowym (3 x 20 ml). Polaczone fazy organiczne
wysuszono bezwodnym siarczanem magnezu i odparowano rozpuszczalnik pod
obnizonym ci$nieniem. Produkt oczyszczono za pomoca chromatografii kolumnowej na
zelu  krzemionkowym ukladem heksan/octan etylu. Wydajnos¢ reakcji  75%.
'H NMR (CDCl;, 400 MHz) : § 2.69- 2.73 (dd, J = 15.0, 7.2, 1H), 2.75 — 2.78 (dd,
J=15.1, 7.5Hz, 1H), 3.79 (s, 3H), 3.82 (m, 1H), 5.00 — 5.10 (m, 2H), 5.85 — 6.10 (ddd,
J=17.1,10.2, 7.2Hz, 1H), 6.75-6.82 (m, 3H), 7.20-7.26 (m, 1H); *C NMR (CDClLs;, 100
MHz): o 40.4, 457, 55.6, 114.3, 115.0, 128.8, 140.5, 141.6, 159.0, 176.
Analiza elementarna: obliczona — C 69.89%, H 6.84%; zmierzona — C 69.80% - 69.95%,
H 6.86 —6.90%.

8.5.5. Synteza estru etylowego kwasu 3-(im-metoksyfenylo)-4-pentenowego (35)

Zwiazek 34 otrzymano zgodnie z procedurg og6lng 1 ~ 5

z wydajnoscig 82%.

'H NMR (CDCls, 400 MHz) 8: 1.16 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 2.68 — OH
2.78 (m, 2H), 3.80 (s, 3H), 3.85 (m, 1H), 4.06 (q, J = 7.2 Hz,

2H), 5.00 — 5.10 (m, 2H), 5.97 (ddd, J = 17.1, 10.2, 7.2 Hz, 1H), O

6.72-6.80 (m, 3H), 7.20-7.26 (m, 1H); >C NMR (CDCl;, 100 MHz): J 14.1, 40.3, 43.5,

55.5, 60.4, 113.9, 114.3, 115.7, 129.3, 140.5, 143.6, 159.5, 173.6. Widmo zgodne z
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literaturowym.'”> Parametry analizy HPLC: kolumna Daicel Chiralcel OD-H [heksan :
iPrOH; 9:1; A = 232 nm; 1.0 ml/min] tg(1) = 6.40 min; tr(2) = 8.9 min.

8.5.6. Procedura ogoélna enzymatycznego rozdzialu Kkinetycznego kwasu

3-(m-metoksyfenylo)-4-pentenowego (34)

Procedura ogolna 7.

Do roztworu kwasu 3-(m-metoksyfenylo)-4-pentenowego (34) (I mmol) w toluenie
(1.21 ml) dodano odpowiedni donor grupy alkoksylowej (3 mmol) oraz Novozym 435
(10 mg). Cato$¢ mieszano przez 5 dni w temperaturze 40°C. Mieszaning schlodzono
1 dodano 2M roztwor kwasu solnego (1.1 ml). Nastapil rozdziat faz. Faz¢ organiczng
przemyto nasyconym roztworem wodoroweglanu sodu (NaHCO3) (1x) oraz solankg (1x),
a nastepnie suszono bezwodnym siarczanem magnezu. Rozpuszczalnik odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem. Produkt oczyszczono za pomoca chromatografii kolumnowe;j

na zelu krzemionkowym uktadem heksan : octan etylu (99.5 : 0.5; obj.: obj.).
8.5.6.1. Synteza nieracemicznego estru etylowego kwasu
3-(m-metoksyfenylo)-4-pentenowego (35)

Zwiazek 35 otrzymano zgodnie z procedura ogolng 7.

Widma "H NMR i >C NMR zgodne z otrzymanymi uprzednio.Parametry analizy HPLC:
kolumna Daicel Chiralcel OD-H [r-heksan : iPrOH; 9:1; A = 232 nm; 1.0 ml/min]
tr(1) = 6.40 min; tr(2) = 8.9 min.

8.5.7. Procedura ogolna enzymatycznego dynamicznego rozdzialu Kinetycznego

kwasu 3-(m-metoksyfenylo)-4-pentenowego (34)

Procedura ogolna 8.

Do roztworu kwasu 3-(m-metoksyfenylo)-4-pentenowego (34) (I mmol) w toluenie
dodano odpowiedni donor grupy alkoksylowej (3 mmol), Novozym 435 (10 mg) oraz
kompleks metalu przejsciowego (27) (10%mo). Calo$¢ mieszano przez 5 dni
w temperaturze 60°C. Nadmiar reagentdow odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem.
Produkt oczyszczono za pomoca chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym

uktadem heksan : octan etylu (99.5 : 0.5; obj.: obj.).

172 Xu, Q.-L.; Dai, L.-X.; You, S.-L.; Adv. Synth. Catal. 2012, 354, 2275 — 2282.
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8.5.7.1.  Synteza nieracemicznego estru etylowego kwasu

3-(m-metoksyfenylo)-4-pentenowego (35)

Zwiazek 35 otrzymano zgodnie z procedura ogolng 8.

Widma '"H NMR i °C NMR zgodne z otrzymanymi uprzednio. Parametry analizy HPLC:

kolumna Daicel Chiralcel OD-H [heksan : iPrOH; 9:1; A = 232 nm; 1.0 ml/min]

tr(1) = 6.40 min; tr(2) = 8.9 min.

8.6. Zastosowanie opracowanej metodologii do EKR i EDKR
wybranych kwasow 3-arylo-4-pentenowych

8.6.1. Synteza pochodnych alkoholi cynamonowych zawierajacych podstawniki

w pierscieniu aromatycznym

Procedura ogolna 9.

Odpowiednia pochodng kwasu cynamonowego (36a-f) (45 mmol) rozpuszczono w
chlorku metylenu (15 ml) i dodano etanol (3 eq., 135 mmol) oraz H,SO4 (96% w/w, 0.36
ml). Calo$§¢ mieszano w temperaturze wrzenia przez 24 godziny. Nast¢pnie mieszaning
schtodzono do temperatury pokojowej i przemyto woda (21 ml). Nastapit rozdziat faz.
Warstwg wodng ekstrahowano chlorkiem metylenu (3 x). Polaczone fazy organiczne
przemyto nasyconym wodnym roztworem weglanu sodu (NayCOs), woda
i solanka, a nastgpnie suszono bezwodnym siarczanem magnezu. Nadmiar
rozpuszczalnika odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymany ester etylowy
(40 mmol) rozpuszczono w tetrahydrofuranie (0.1 M roztwdr) i mieszano w temperaturze
-10°C, a nastepnie w ciggu 30 min wkroplono DIBAL-H (3eq) w toluenie. Calo$é
mieszano przez 2 godz. W tej temperaturze, a nast¢gpnie w temp. pokojowej przez 4
godziny. Mieszaning przemyto woda, nast¢pnie dodano 1M wodny roztwor HCI.
Rozdzielono warstwy. Warstwe wodng ekstrahowano eterem dietylowym, potaczone fazy
suszono bezwodnym MgSO4, a nadmiar rozpuszczalnika odparowano. Produkt
oczyszczono za pomocg chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym uktadem

heksan/octan etylu.

8.6.1.1. Synteza alkoholu p-metoksycynamonowego (37a)

Zwiazek 37a otrzymano zgodnie z procedura ogoélng 9 z AN OH
wydajnoscia 78% /O/\A
MeO

'H NMR (400 MHz, CDCL): § 1.60 (s, 1H), 3.81 (s, 3H),
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4.33 (dd, J = 6.0, 1.2 Hz, 2H), 6.31 (dt, J = 15.9, 6.0 Hz, 1H), 6.79-6.85 (m, 2H), 7.12
(d, J = 15.9 Hz, 1H), 7.33-7.37 (m, 2H); °C NMR (100 MHz, CDCL): 6 55.4, 63.2,
114.3, 126.8, 127.7, 128.9, 132.1, 160.5. Widmo zgodne z literaturowym' .

8.6.1.2.  Synteza alkoholu 3,4-(metylenodioksy)cynamonowego (37b)

Zwiazek 37b otrzymano zgodnie z procedurg ogo6lng 9 o) X OH
z wydajnoscig 65% <
O

"H NMR (400 MHz, CDCL): § 1.68 (s, 1H), 4.30 (dd, J =
5.8,1.2 Hz, 2H), 5.93 (s, 2H), 6.21 (dt, J = 15.9, 5.8 Hz, 1H), 6.60 (dd, J = 15.9, 1.2 Hz,
1H), 6.4-6.9 (m, 3H); °C NMR (100 MHz, CDCl3): § 64.0, 102.3, 106.8, 108.8, 121.5,
127.1, 131.4, 131.5, 147.7, 149.0. Widmo zgodne z literaturowym' ",

8.6.1.3.  Synteza alkoholu p-chlorocynamonowego (37¢)

Zwiazek 37c¢ otrzymano zgodnie z procedura og6élng 9 ™ OH
z wydajnoscig 70% /©/\/\
Cl

'"H NMR (400 MHz, CDCL): § 1.75 (s, 1H,), 4.30 (dd,

J=5.4, 1.5 Hz, 2H), 6.32 (dt, J = 15.9, 5.7 Hz, 1H), 6.57 (dt, J = 15.9, 1.5 Hz, 1H),
7.28-7.29 (m, 4H); °C NMR (100 MHz, CDCl;): 0 63.1, 125.0, 128.4, 129.5, 132.1,
134.4, 136.8. Widmo zgodne z literaturowym'"”.

8.6.1.4. Synteza alkoholu p-fluorocynamonowego (37d)

Zwiazek 37d otrzymano zgodnie z procedura ogdlng 9 AN OH
z wydajnoscig 69% /Ej/\A
F

'H NMR (400 MHz, CDCl;): 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); >C NMR (100 MHz, CDCls): § 63.2, 115.5, 127.3, 129.8, 131.5,
133.1, 163.2. Temperatura topnienia = 56°C [lit. 57°C]""°.

'3 Wzorek, A.; Gawdzik, B.; Gtadkowski, W.; Urbaniak, M.; Baranska, A.; Malinska, M.; Wozniak, K,;
Kempinska, K.; Wietrzyk, J. Mol. Struct. 2013, 1047, 160-168.

174 Schobert, R.; Siegfried S.; Gordon, G. J.; J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1,2001, 2393-2309.

15 Wzorek, A.; Gawdzik, B.; Gtadkowski, W.; Urbaniak, M.; Baranska, A.; Malinska, M.; Wozniak, K,;
Kempinska, K.; Wietrzyk, J. Mol. Struct. 2013, 1047, 160-168.

176 Qalih, R. G.; Shandala, M. Y.; Collection of Czechoslovak Chem. Comm., 1976, 41, 262-270.
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8.6.1.5.  Synteza alkoholu p-nitrocynamonowego (37¢)

Zwigzek 37e otrzymano zgodnie z procedura ogo6lng 9 N OH
z wydajnoscig 65%. /(j/\A
OoN

'"H NMR (400 MHz, CDCL): 6 1.69 (s, 1H), 4.38 (dd,

J=5.5,1.2Hz, 2H), 6.55 (dt, J = 15.9, 5.5 Hz, 1H), 6.70 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 7.50 (dd,
J = 8.8 Hz, 2H), 8.19 (d, J = 8.8 Hz, 2H); *C NMR (100 MHz, CDCL): § 63.1, 124.2,
127.1, 128.3, 133.6, 143.4, 146.8. Widmo zgodne z literaturowym'’’.

8.6.1.6. Synteza alkoholu p-metylocynamonowego (37f)

Zwiazek 37f otrzymano zgodnie z procedura ogdlng 9 X

z wydajnoscia 83% o
'H NMR (400 MHz, CDCL): 6 1.67 (s, 1H), 2.36 (s, 3H), Me

4.28 (dd, J = 5.6, 1.2 Hz, 2H), 6.32 (dt, J = 15.9, 5.6 Hz, 1H), 6.63 (d, J = 15.9 Hz, 1H),
7.12-7.16 (m, 2H), 7.23-7.30 (m, 2H); >C NMR (100 MHz, CDCL): § 21.3, 63.1, 127.1,

128.5, 129.5, 132.1, 133.5, 138.2. Widmo zgodne z literaturowym'"®.

8.6.2. Synteza estrow etylowych kwasow 3-arylo-4-pentenowych

Procedura ogolna 10.

Otrzymana odpowiednia pochodna alkoholu cynamonowego 37 (10 mmol), ortooctan
trietylu (6) (100 mmol) oraz kwas propionowy (1ml) ogrzewano w kolbie trojszyjnej
zaopatrzonej w nasadke Claisena do oddestylowywania powstajacego etanolu. Po 3
godzinach dodano kolejng porcje kwasu octowego (0.1 ml), a nastepnie kolejno po 315
godzinach dodano taka sama porcje kwasu. Po 6 godzinach temperatura mieszaniny
wzrosta do 166°C i analiza TLC wykazala, ze nie ma $ladow alkoholu 37. Mieszaning
schlodzono, a nadmiar ortooctanu odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem Produkt
oczyszczono za pomocg chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym uktadem

heksan/octan etylu.

7 Cignarella, G.; Occelli, E.; Testa, E.; J. Med. Chem. 1965, 8, 326-331.
'8 Wzorek, A.; Gawdzik, B.; Gtadkowski, W.; Urbaniak, M.; Baranska, A.; Malinska, M.; Wozniak, K,;
Kempinska, K.; Wietrzyk, J. Mol. Struct. 2013, 1047, 160-168.
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8.6.2.1. Synteza estru etylowego kwasu 3-(p-metoksyfenylo)-4-pentenowego (38a)

Zwiazek 38a otrzymano zgodnie z procedurg ogolng 10 Z 0
z wydajnoscig 82%.

'H NMR (400 MHz, CDCly): § 1.17 (t, J = 7.2 Hz, 3H),

2.65 (dd, J = 15.0, 7.8 Hz, 1H), 2.73 (dd, J = 15.0, 7.8 MeO

Hz, 1H), 3.78 (s, 3H), 3.81 (m, 1H), 4.06 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 5.04 (dt, /= 17.4, 1.2 Hz,
1H), 5.09 (dt, J=11.1,1.2 Hz, 1H), 5.99 (ddd, /= 17.4, 11.1, 6.9 Hz, 1H), 6.83 (d, /= 8.8
Hz, 2H), 7.12 (d, J = 8.8 Hz, 2H); >C NMR (100 MHz, CDCl;): J 14.3, 40.6, 45.0, 55.3,
60.5, 114.1, 114.6, 128.7, 134.6, 140.8, 158.5, 172.1. Widmo zgodne z literaturowym'”.
Parametry analizy HPLC: kolumna chiralna Chiralcel OJ-H [heksan : iPrOH; 9:1;
A =232 nm; 1.0 mL/min] tg(S) = 24.8 min; tr(R) = 30.22 min.

OEt

8.6.2.2.  Synteza estru etylowego kwasu

3-(3,4-metylenodioksyfenylo)-4-pentenowego (38b)

Zwiazek 38b otrzymano zgodnie z procedura ogo6lng 10 Ze
z wydajnosciag 85% 0

"HNMR (400 MHz, CDC1): 6 1.18 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 2.29 <

(s, 3H), 2.62 (dd, J = 15.0, 7.6 Hz, 1H), 2.70 (dd, J = 15.0,

8.0 Hz, 1H), 3.78 (q, J = 8 Hz, 1H), 4.08 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 5.03 (dt, J = 17.6, 1.2 Hz,
1H), 5.06 (dt, /= 11.3, 1.2 Hz, 1H), 5.91 (s, 2H), 5.93 (ddd, J = 17.6, 11.3, 6.9 Hz, 1H),
6.65-6.73 (m, 3H); °C NMR (100 MHz, CDCI ): ¢ 14.2, 40.4, 45.2, 60.4, 100.9, 107.9,
108.2. 114.6, 120.5, 136.4, 140.3, 146.2, 147.7, 1741.7. Analiza alementarna obliczona
dla Ci4H1604: C 67.73, H 6.50; zbadana: C 67.70, H 6.58.

OEt

8.6.2.3.  Synteza estru etylowego kwasu 3-(p-chlorofenylo)-4-pentenowego (38¢)

Zwiazek 38c¢ otrzymano zgodnie z procedura ogdlng 10 e
z wydajnosciag 74%.

'H NMR (400 MHz, CDCl): 6 1.15 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 2.63

(dd, J = 15.3 Hz, 7.8 Hz, 1H), 2.72 (dd, J= 15.3 Hz, 7.8 Hz, ©l

1H), 3.83 (q, J= 7.2 Hz, 1H), 4.07 (q, J= 7.2 Hz, 2H), 5.03 (dt, J= 17.1 Hz, 1.2 Hz, 1H),
5.09 (dt, J = 10.5 Hz, 1.2 Hz, 1H), 5.94 (ddd, J = 17.1 Hz, 10.5 Hz, 6.6 Hz; 1H), 7.15
(d, J= 8.4 Hz, 2H), 7.25 (d, J = 8.4 Hz, 2H); >C NMR (100 MHz, CDCL): J 14.4, 40.3,

OEt

' Wzorek, A.; Gawdzik, B.; Gtadkowski, W.; Urbaniak, M.; Baranska, A.; Malinska, M.; Wozniak, K,;
Kempinska, K.; Wietrzyk, J. Mol. Struct. 2013, 1047, 160-168.
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45.1, 60.7, 115.4, 1289, 129.2, 132.6, 140.0, 141.1, 171.8. Widmo zgodne

z literaturowym'*°.
8.6.2.4. Synteza estru etylowego kwasu 3-(p-fluorofenylo)-4-pentenowego (38d)

Zwiagzek 38d otrzymano zgodnie z procedura ogdlng 10 Z 0
z wydajnoscia 87%

"H NMR (400 MHz, CDCLy): § 1.15 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 2.63
(dd, J=15.3 Hz, 7.8 Hz, 1H), 2.72 (dd, J = 15.3 Hz, 7.8 Hz,
1H), 3.83 (q, J = 7.2 Hz, 1H), 4.07 (q, J = 7.2 Hz), 5.01 (dt, J = 17.1 Hz, 1.2 Hz, 1H),
5.07 (dt, J = 10.5 Hz, 1.2 Hz, 1H), 5.94 (ddd, J = 17.1 Hz, 10.5 Hz, 6.6 Hz; 1H), 6.94-
6.98 (m, 2H), 7.13-7.18 (m, 2H); °C NMR (100 MHz, CDCL): ¢ 14.1, 40.3, 44.8, 60.4,
114.9, 115.2, 115.4, 129.0, 129.1, 140.1, 160.4, 171.6. Analiza elementarna obliczona dla
Ci3Hi6FO2: C 70.25, H 6.80; Zbadana: C 70.10, H 6.80; HRMS (EI): obliczono dla
Ci3H12FO, [M]™, 222.1056, zbadano 222.1055. Parametry analizy HPLC: kolumna
chiralna Chiralpack AS-H [heksan : iPrOH; 97:3; A = 232 nm; 0.6 mL/min]
tr(S) = 6.33 min; tr(R) = 6.73 min.

OEt
F

8.6.2.5. Synteza estru etylowego kwasu 3-(p-nitrofenylo)-4-pentenowego (38e)

Zwiagzek 38e otrzymano zgodnie z procedurg ogdlng 10 Z 0
z wydajnoscig 69%.

"H NMR (400 MHz, CDCL): d 1.16 (t, J = 7.2 Hz, 3H),
2.71 (dd, J = 154, 7.6 Hz, 1H), 2.81 (dd, J = 15.4,
7.6 Hz, 1H), 3.90-3.95 (m, 1H), 4.06 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 5.11 - 5.15 (m, 2H), 5.92 (ddd,
J=17.2,10.3, 8.6 Hz, 1H), 7.38 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 8.16 (d, J = 8.9 Hz, 2H); °C NMR
(100 MHz, CDCL): § 14.1, 39.6, 45.2, 60.6, 116.1, 123.8, 128.5, 138.7, 146.8, 150.0,

OEt
O,N

171.0. Widmo zgodne z literaturowym'®'. Parametry analizy HPLC: kolumna chiralna
Chiralcel AD-H [heksan : iPrOH : AcOH ; 9:1; A = 232 nm; 0.5 mL/min] tg(S) = 17.0
min; tg(R) = 18.6 min.

180 Wzorek, A.; Gawdzik, B.; Gtadkowski, W.; Urbaniak, M.; Baranska, A.; Malinska, M.; Wozniak, K,;
Kempinska, K.; Wietrzyk, J. Mol. Struct. 2013, 1047, 160-168.
181 Miyata, K.; Kutsuna, H.; Kawakami, S.; Kitamura, M.; Angew. Chem. Int. Ed. 2011, 50, 4649-4653.
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8.6.2.6.  Synteza estru etylowego kwasu 3-(p-metylofenylo)-4-pentenowego (38f)

Zwiazek 38f otrzymano zgodnie z procedurg og6lng 10

z wydajnosciag 80% 779

"H NMR (400 MHz, CDCL): 6 1.17 (t, J = 7.2 Hz, 3H), OEt
2.29 (s, 3H), 2.64 (dd, J = 15.0, 7.6 Hz, 1H), 2.72 (dd, Me

J=15.0, 8.0 Hz, 1H), 3.79-3.83 (m, 1H), 4.06 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 5.02 (dt, J = 17.6, 1.2
Hz, 1H), 5.06 (dt, J= 11.3, 1.2 Hz, 1H), 5.94 (ddd, J = 17.6, 11.3, 6.9 Hz, 1H), 7.09 (s,
4H); °C NMR (100 MHz, CDCl): d 14.1, 20.9, 40.3, 45.2, 60.3, 114.5, 127.3, 129.2,

136.1, 139.4, 140.4, 171.9. Widmo zgodne z literaturowym'**.

8.6.3. Synteza kwasow 3-arylo-4-pentenowych (39)

Procedura ogolna 11.

Do otrzymanego estru etylowego kwasu 3-arylo-4-pentenowego (38) (4 mmol) dodano
kolejno roztwor wodorotlenku potasu (40 mmol) w wodzie (10 ml) oraz metanol (2 ml).
Calo$¢ mieszano w temperaturze pokojowej przez 5 godzin. Nastepnie mieszaning
przemyto eterem etylowym. Fazg wodna doprowadzono do pH 2 za pomoca stezonego
kwasu solnego. Fazg wodna ekstrahowano eterem etylowym (3 x 20 ml). Polaczone fazy
organiczne wysuszono bezwodnym siarczanem magnezu i odparowano rozpuszczalnik
pod obnizonym ci$nieniem. Produkt oczyszczono za pomocg chromatografii kolumnowe;j

na zelu krzemionkowym ukladem heksan/octan etylu.
8.6.3.1. Synteza kwasu 3-(p-metoksyfenylo)-4-pentenowego (39a)

Zwiazek 39a otrzymano zgodnie z procedurg ogdlng 11 z
wydajnoscia 76%

'"H NMR (400 MHz, CDCly): 6 2.70 (dd, J = 15.6, 7.4 Hz, OH
1H), 2.78 (dd, J = 15.6, 8.0 Hz, 1H), 3.79 (s, 3H), 3.80 (m, MeO

1H), 5.05 (dt, J=17.4, 1.2 Hz, 1H,), 5.09 (dt, J=11.1, 1.2 Hz, 1H), 5.96 (ddd, J = 17.4,
11.1, 6.6 Hz, 1H), 6.85 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.14 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 10.2 (br s, 1H);
BC NMR (100 MHz, CDCL): 40.1, 44.3, 55.2, 114.0, 114.6, 128.5, 134.2, 140.3, 158.4,
178.2. Widmo zgodne z literaturowym'™.

182 Wzorek, A.; Gawdzik, B.; Gtadkowski, W.; Urbaniak, M.; Baranska, A.; Malinska, M.; Wozniak, K,;
Kempinska, K.; Wietrzyk, J. Mol. Struct. 2013, 1047, 160-168.
83 Wzorek, A.; Gawdzik, B.; Gtadkowski, W.; Urbaniak, M.; Baranska, A.; Malinska, M.; Wozniak, K,;
Kempinska, K.; Wietrzyk, J. Mol. Struct. 2013, 1047, 160-168.
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8.6.3.2.  Synteza kwasu 3-(3,4-metylenodioksyfenylo)-4-pentenowego (39b)

Zwiazek 39b otrzymano zgodnie z procedurg ogoélng 11 z Z 0
wydajnoscia 79%
! O OH
H NMR (400 MHz, CDCL): 8 2.65 — 2.78 (m, 2H), 3.75 —
3,81 (m, 1H), 5.05 - 5.09 (m, 2H), 5.94 (s, 2H), 5.89 — 5.98 0

(ddd, T=17.2, 11.6, 6.8 Hz, 2H), 6.66 - 6.75 (m, 3H), 9.21 (s, 1H); >*C NMR (100 MHz,
CDCl): 0 40.4,44.8,100.9, 107.9, 108.3, 114.8, 120.5, 135.9, 140.1, 146.3, 147.8, 177.8.
HRMS (EI): obliczono dla: C;,H;,04 [M]™, 220.0736, zbadano 220.0744; HRMS (ESI):

obliczono dla Ci,H;104 [M-HT, 219.0652, zbadano 219.0657
8.6.3.3.  Synteza kwasu 3-(p-chlorofenylo)-4-pentenowego (39c¢)

Zwiazek 39¢ otrzymano zgodnie z procedura ogdlng 11 z
wydajnos$cia 79%

"H NMR (400 MHz, CDCL): d 2.69 (dd, J = 15.7, 7.7 Hz,
1H), 2.78 (dd, J = 15.7, 7.7 Hz, 1H), 3.84 (q, J = 7.5 Hz, ClI
1H), 5.04-5.12 (m, 2H), 5.94 (ddd, J=17.1, 10.4, 6.8 Hz, 1H), 7.14 (d, J = 8.5 Hz, 2H),
7.27 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 9.70 (br s, 1H); °C NMR (100 MHz, CDCL): 6 39.7, 44.4,
115.4, 128.7, 128.9, 132.6, 139.4, 140.5, 177.7. Widmo zgodne z literaturowym'™".
Parametry analizy HPLC: kolumna chiralna Chiralcel AD-H [heksan : iPrOH; 9:1;
A =232 nm; 0.5 mL/min] tg(S) = 12.0 min; tr(R) = 13.9 min.

8.6.3.4. Synteza kwasu 3-(p-fluorofenylo)-4-pentenowego (39d)

Zwiazek 39d otrzymano zgodnie z procedura ogélng 11 z Zle
wydajnoscia 71%

'"H NMR (400 MHz, CDCL): ¢ 2.67 (dd, J = 15.6, 7.6 Hz,

1H), 2.77 (dd, J=15.7, 7.6 Hz, 1H), 3.83 (q, J=7.6 Hz, 1H), F

5.02-5.09 (m, 2H), 5.94 (ddd, J = 17.1, 10.4, 6.7 Hz, 1H), 6.94-6.99 (m, 2H), 7.00-7.14
(m, 2H); *C NMR (100 MHz, CDCL): 6 39.9, 44.3, 115.1, 115.3, 115.5, 128.9, 129.0,
137.7, 137.7, 139.4, 160.4, 162.9, 177.5. LRMS (ESI): obliczono dla C;H;oFO, [M-H]"
193.06, zbadano: 193.02. Parametry analizy HPLC: kolumna chiralna Chiralcel AD-H
[heksan : iPrOH : AcOH; 9:1 0.05; A = 232 nm; 0.5 mL/min] tg(S) = 6.5 min;
tr(R) = 7.4 min.

OH

18 Wzorek, A.; Gawdzik, B.; Gladkowski, W.; Urbaniak, M.; Barafiska, A.; Malifiska, M.; Wozniak, K,;
Kempinska, K.; Wietrzyk, J. Mol. Struct. 2013, 1047, 160-168.
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8.6.3.5. Synteza kwasu 3-(p-nitrofenylo)-4-pentenowego (39¢)

Zwiazek 39e otrzymano zgodnie z procedurg ogdlng 11 z
wydajnoscia 75%

"H NMR (400 MHz, CDCL): d 2. .75 (dd, J = 16.0, 7.6

Hz, 1H), 2.84 (dd, J = 15.6, 7.6 Hz, 1H), 3.96 (q, J="7.6 O2N
Hz, 1H), 5.08 (dt, /= 17.4, 1.2 Hz, 1H,), 5.16 (dt, J=11.1, 1.2 Hz, 1H), 5.93 (ddd, J =
17.4, 11.1, 6.6 Hz, 1H), 7.37 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 8.16 (d, J = 8.8 Hz, 2H);
BC NMR (100 MHz, CDCLy): 6 39.3, 44.8, 116.4, 123.9, 128.5, 138.4, 142.3, 149.6,
177.1. Analiza elementarna obliczona dla Ci1H;;NO4:C 59.73, H 5.01, N 6.33; zbadana:
C 59.62, H 5.18, N 6.28; HRMS (ESI): obiczona dla C;;H;)NOs [M-H], 220.0610,
zbadana: 220.0615.

OH

8.6.3.6. Synteza kwasu 3-(p-metylofenylo)-4-pentenowego (39f)

Zwiazek 39f otrzymano zgodnie z procedurg og6élng 11 z

wydajnoscia 76%.

"H NMR (400 MHz, CDCls): 6 2. .31 (s, 3H), 2.71 (dd, J = OH
15.5, 7.4 Hz, 1H), 2.76(dd, J = 15.4, 7.9 Hz, 1H), 3.82 (q, J Me

= 7.2 Hz, 1H), 5.04-5.08 (m, 2H), 5.95 (ddd, J=17.1, 10.0, 6.9 Hz, 1H), 7.08(d, J = 8.8
Hz, 2H), 7.10 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 10.83 (br s, 1H); °C NMR (100 MHz, CDCl):
0 20.99, 39.9, 44,7, 114.7, 127.3, 129.3, 136.3, 139.1, 140.1, 177.6. Widmo zgodne
z literaturowym'®*. Parametry analizy HPLC: kolumna chiralna Chiralcel AD [heksan :

iPrOH : AcOH; 9:1:0.05; A = 232 nm; 0.5 mL/min] tr(S) = 10.3 min; tr(R) = 11.9 min.
8.6.4. Enzymatyczny rozdzial kinetyczny kwaséw 3-arylo-4-pentenowych

Procedura ogolna 12

Do roztworu kwasu 3-arylo-4-pentenowego (39) (1 mmol) w toluenie dodano
ortobenzoesan trietylu (3 mmol) oraz Novozym 435 (10 mg). Cato$¢ mieszano przez 5
dni w temperaturze 60°C. Nadmiar reagentow odparowano pod zmniejszonym
cisnieniem. Produkt oczyszczono za pomoca chromatografii kolumnowej na Zelu

krzemionkowym uktadem heksan : octan etylu (99.5 : 0.5; obj.: obj.).

185 Wzorek, A.; Gawdzik, B.; Gtadkowski, W.; Urbaniak, M.; Baranska, A.; Malinska, M.; Wozniak, K,;
Kempinska, K.; Wietrzyk, J. Mol. Struct. 2013, 1047, 160-168.
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8.6.4.1. Synteza nieracemicznych kwasow 3-arylo-4-pentenowych (39)

Nieracemiczne zwigzki 39 otrzymano zgodnie z procedurg litraturowa 6. Skrealnos¢
wlasciwa otrzymanych zwigzkow: kwas (S)-(-)-39a: ([a]p = -8.2 (¢ 1.0 CHCl;) Lit. (R)-
(+)-39a [a]p = +20.0 (¢ 2.0, CHCLs, >99% ee)'™; (S)-(-)-39¢: ([a]p = -15.6 (c 1.0, PhH)
Lit. (S)-(-)-39¢: [a]p = -14.4 (¢ 1.39, PhH, 94% ee)'®’; (S)-(-)-39d: ([a]p= -26.2 (c 1.0,
CHCL) Lit. (R)-(+)-39d: [a]p=+21.0 (¢ 2.00, CHCls, >90.5% ee)'*®.

8.6.5. Enzymatyczny dynamiczny rozdzial kinetyczny kwaséw

3-arylo-4-pentenowych

Procedura ogolna 13.

Do roztworu kwasu 3-arylo-4-pentenowego (39) (1 mmol) w toluenie dodano
ortobenzoesan trietylu (3 mmol), Novozym 435 (10 mg) oraz kompleks dimer octanu
rodu (I) (27) (10%me1). Cato$¢ mieszano przez 5 dni w temperaturze 60°C. Nadmiar
reagentOw odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt oczyszczono za pomoca
chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym uktadem heksan : octan etylu (99.5 :

0.5; obj.: obj.).
8.6.6. DKR kwasu 3-(p-fluorofenylo)-4-pentenowego (39d) w skali preparatywnej

Do roztworu kwasu 3-(p-fluorofenylo)-4-pentenowego (39d) (1 mol) w toluenie dodano
ortobenzoesan trietylu (3 mol) oraz Novozym 435 (50 mg). Calo$¢ mieszano przez 5 dni
w temperaturze 60°C. Nadmiar reagentow odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem.
Produkt oczyszczono za pomoca chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym
uktadem heksan : octan etylu (99.5 : 0.5; obj.: obj.). otrzymano zwigzek 38d z
wydajnoscig76% i z nadmiarem enancjomerycznym 90%. Widma 'H NMR i °C NMR

zgodne z otrzymanymi uprzednio.

1% Gao. M.; Wang, D.-X.; Zheng, Q.-Y.; Wang, M.-X_; J. Org. Chem. 2006, 71, 9532-9535.
187 Brown, E.; Deroye, C.; Touet, J.; Tetrahedron: Asymmetry 1998, 9, 1605-1614;
% Gao. M.; Wang, D.-X.; Zheng, Q.-Y.; Wang, M.-X_; J. Org. Chem. 2006, 71, 9532-9535.
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8.7. Zastosowanie opracowanej metodologii do dynamicznego
rozdzialu kinetycznego innych kwasow karboksylowych

8.7.1. Synteza estru etylowego kwasu 2-cyklopenteno-1-octowego (41)

Procedura ogolna 14.

Kwas 2-cyklopenteno-1-octowy (40) (15 mmol) rozpuszczono w 9)
chlorku metylenu (5 ml) i dodano etanol (3 eq., 45 mmol) oraz Q} OFEt
H,SOs (96% w/w, 0.12 ml). Calo$¢ mieszano w temperaturze

wrzenia przez 24 godziny. Nastepnie mieszning schlodzono do temperatury pokojowe;j
i przemyto woda (7 ml). Nastapil rozdzit faz. Warstwe wodng ekstrahowano chlorkiem
metylenu (3 x). Polaczone fazy organiczne przemyto nasyconym wodnym roztworem
weglanu sodu (NayCOs), woda 1 solanka, a nastepnie suszono bezwodnym siarczanem
magnezu. Nadmiar rozpuszczalnika odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt
oczyszczono za pomocg chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym uktadem
heksan : octan etylu (99.5 : 0.5; obj.: obj.). Uzyskano produkt 41 w postaci zottego oleju
z wydajnoscig 82%.

"H NMR (200 MHz, CDCLy): 6 1.23 (t, J=7.1 Hz, 3H), 1.41—1. 46 (m, 1H), 2.0-2.18 (m,
1H,), 2.22-2.31 (m, 2H), 2.34-2.42 (m, 2H), 3.05-3.11 (m, 1H), 4.11 (q, J = 7.1 Hz, 2H),

5.65-5.69 (m, 1H), 5.74-5.79 (m, 1H); >C NMR (50 MHz, CDCI3): ¢ 14.1, 30.1, 32.0,
40.5, 42.3, 60.5, 131.4, 134.3, 173.2. Widmo zgodne z literaturowym.'®

8.7.2. Synteza estru metylowego kwasu 2-cyklopenteno-1-octowego (42)

Zwiazek 42 otrzymano zgodnie z procedura literaturowa 13 z 0

wydajnoscig 64%. Q_}OMG
'H NMR (200 MHz, CDCls): d 1.41-1. 48 (m, 1H), 2.04-2.23 (m,

1H), 2.30-2.39 (m, 4H), 3.05-3.12 (m, 1H), 3.69 (s, 3H), 5.64—5.69 (m, 1H), 5.75-5.79
(m, 1H); >C NMR (50 MHz, CDCls): d 30.2, 32.4, 40.8, 42.6, 52.0, 132.1, 134.2, 173.9.

Widmo zgodne z literaturowym. '’

18 Motherwell, W. B.; Begis, G.; Cladingboel, D. E.; Jerome, L.; Sheppard, T. D. Tetrahedron, 2007, 63,
6462 — 6476.
190 Miyazaki, T.; Yokoshima, S.; Simizu, S.; Osada, H.; Tokuyama, H.; Fukuyama, T.; Org. Lett. 2007, 9,
4737 — 4740.
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8.7.3. Procedura ogoélna enzymatycznego dynamicznego rozdzialu Kinetycznego

kwasu 2-cyklopenteno-1-octowego (40)

Procedura ogolna 15.

Do roztworu kwasu 2-cylopenteno-1-octowego (40) (1 mmol) w toluenie dodano
odpowiedni donor grupy alkoksylowej (3 mmol), Novozym 435 (10 mg) oraz kompleks
metalu przejsciowego (22 — 27) (10%mo1). Calo§¢ mieszano przez 7 dni w temperaturze
60°C. Nadmiar reagentow odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt
oczyszczono za pomocg chromatografii kolumnowej na zZelu krzemionkowym uktadem

heksan : octan etylu (99.5 : 0.5; obj.: obj.).

8.7.3.1.  Synteza nieracemicznego estru etylowego kwasu

2-cyklopenteno-1-octowego (41)

Zwiazek 41 otrzymano zgodnie z procedura og6lng 15.

Widma '"H NMR i °C NMR zgodne z otrzymanymi uprzednio.

8.7.3.2.  Synteza nieracemicznego estru metylowego kwasu

2-cyklopenteno-1-octowego (42)

Zwiazek 42 otrzymano zgodnie z procedurg og6lng 15.
Widma '"H NMR i >C NMR zgodne z otrzymanymi uprzednio. Dla enancjomeru (R):
[a]p=-96° (¢ = 1.14 g/100ml, CHCl;).""

8.7.4. Synteza estru etylowego kwasu 3-metylo-4-pentenowego (44)

Zwiazek 44 otrzymano zgodnie z procedura ogolng 14 z wydajnoscia

65%. ﬁ

'"H NMR (200 MHz, CDCL): ¢ 1.1 (d J = 7.0 Hz, 3H), 1.25 (t, OEt
J=17.1 Hz, 3H), 2.20-2.31 (m, 2H), 2.65-2.70 (m, 1H), 4.09 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 4.89
(d, J=10.1 Hz, 1H), 4.98 (d, J = 17.4 Hz, 1H), 5.69-5.79 (m, 1H). °C NMR (50 MHz,
CDCL): ¢ 14.2, 20.8, 34.3, 39.1, 60.7, 113.7, 144.5, 172.2. Widmo zgodne z

literaturowym. 2

91 Miyazaki, T.; Yokoshima, S.; Simizu, S.; Osada, H.; Tokuyama, H.; Fukuyama, T.; Org. Lett. 2007, 9,
4737 — 4740.
2y, L.-F.; Hu, H.-N.; Nan, F.-I., J. Org. Chem. 2011, 76, 1448 — 1451.
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