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Streszczenie:

Cel niniejszej pracy stanowito opracowanie nowych biokatalitycznych metod
syntezy wybranych estrow, bedacymi waznymi blokami budulcowymi w zwigzkdéw
biologicznie czynnych. Skupiono sie na reakcjach enzymatycznej transestryfikacji,

jednak badania zostaty poszerzone réwniez o enzymatyczng hydrolize i estryfikacje.

Opracowano metode otrzymywania enancjomerycznie czystego estru etylowego
kwasu 2-metyleno-3-fenylo-3-hydroksypropanowego, ktéra przebiegata z bardzo
wysokg enancjoselektywnoscia, poprzez estryfikacje katalizowang komercyjnie

dostepnym enzymem, Novozymem.

Badania nad rozdziatem  kinetycznym = racemicznego kwasu  trans-
2-fenylocyklopropano-1-karboksylowego wykazaty, ze stezenie rozpuszczalnika ma
kluczowy wptyw na enancjoselektywnosc¢ reakcji, co umozliwito opracowanie metody

uzyskiwania odpowiedniego estru z wysokag enancjoselektywnoscia.

Szczegodlng uwage poswiecono estrom kwasu acetylooctowego i opracowano
efektywng metode syntezy tej klasy zwigzkow. Metoda ta pozwala otrzymywaé
produkty z wysokg wydajnoscig i nie wymaga stosowania zmniejszonego cisnienia
ani wysokich temperatur. Wykazano, ze reakcja transestryfikacji acetylooctanu etylu
alkoholami jest katalizowana przez mieszanine enzymow, ktora jest duzo bardziej
efektywna niz pojedyncze enzymy. Grupe substratow do transestryfikacji tg metodgq
poszerzono o ketoestry, zawierajgce grupe karbonylowg w pozycjach innych niz alfa.
Ponadto wykazano, ze acetylooctan tert-butylu réwniez jest dogodnym reagentem do
reakcji transestryfikacji z alkoholami, a reakcje z jego udziatem przebiegajg bardzo

wydajnie i enancjoselektywnie.

Uzyskane wyniki byly niezmiernie interesujgce, poniewaz estry tert-butylowe nie
sq akceptowane przez enzymy jako substraty. Wymagana jest specjalna struktura
centrum aktywnego enzymu, aby modgt on hydrolizowaC estry tert-butylowe.
Zaproponowano mechanizm, wyjasniajacy reaktywnos$¢ acetylooctanu tert-butylu

oraz innych ketoestrow tert-butylowych w reakcjach enzymatycznej transestryfikaciji.
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Abstract

The aim of this work was to develop new biocatalytic methods for synthesis of
selected esthers, that are important building blocks in organic chemistry and
substrates for the synthesis of biologically active compounds. A special attention
was focused on the enzymatic transesterification reactions. This research was

expanded on the enzymatic hydrolysis and esterification.

A new enzymatic method for synthesis of ethyl 2-methylene-3-phenyl-
3-hydroxypropionate was developed, and successfully used for the production of

target compound with high enantioselectivity.

The next studies on enzymatic kinetic resolution of racemic frans-
2-phenylocyclopropane-1-carboxylic acid revealed that the concentration of cosolvent
is crucial for enantioselectivity. The developed method enabled to obtain the target

ethyl esther with very good yield and enantioselectivity value 150.

A special attention was focused on the synthesis of acetoacetic acid esthers. An
effective biocatalytic method for the synthesis of this class of compounds was
developed. This method enables to obtain the respective products with high yields
and does not require using low pressure nor high temperature. The transesterification
reaction of ethyl acetoacetate was found to be efficiently catalysed by a mixture of
enzymes. Systematic studies confirmed that kinetic effect of carefully selected
mixture of enzymes is much higher than for a single enzyme. The group of substrates
studied was expanded on keto-esters substrate, possesing the carbonyl group in
alpha, gamma, delta, epsilon positions. Furthermore, it was revealed than tert-butyl

acetoacetate is also a convenient substrate for the transesterification with alcohols.

Since tert-butyl esters are not substrates for enzymatic reactions, a special
structure of the active site of enzyme is required to hydrolyze tert-butyl esthers. A
new mechanism, explaining the reactivity of tert-butyl acetoacetate and other tert-

butyl keto-esters in enzymatic transesterification, was proposed.
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1. Wstep

Estry sg jednymi z najszerzej stosowanych zwigzkéw w chemii organicznej, ktére
znajdujg zastosowanie jako sktadniki substancji zapachowych, zywic i plastyfikatorow
oraz w przemysle kosmetycznym i spozywczym. Klasyczng metodg syntezy estrow
jest reakcja estryfikacji, polegajgca na ogrzewaniu kwasu karboksylowego z
alkoholem w obecnosci katalizatora. Proces jest catkowicie odwracalny, wymaga
stosowania duzego nadmiaru reagentéw, a woda musi by¢ usuwana z mieszaniny
reakcyjnej. Inng metodg syntezy jest reakcja transestryfikacji w obecnosci
katalizatoréw. Jednak stosowane katalizatory czesto sg toksyczne, a ich usuwanie

wymaga dodatkowego etapu.

Do syntezy estrow, ktére miatyby byC wykorzystane w przemysle
farmaceutycznym lub  spozywczym, niezbedne sg specjalne procedury,
umozliwiajgce otrzymywanie produktéw bez Sladow zanieczyszczen substancjami
organicznymi badz nieorganicznymi. Dlatego pozadane jest znalezienie nowych,
nietoksycznych i efektywnych katalizatorow oraz opracowanie metod syntezy, ktore
prowadzityby do otrzymywania produktow z wysokg wydajnoscig i czystoscig, bez

konieczno$ci ich dodatkowego oczyszczania.

Otrzymywanie estrow enancjomerycznie czystych pozostaje nadal wyzwaniem
w chemii organicznej. Znane metody ich otrzymywania réwniez czesto wymagajg
stosowania toksycznych katalizatorow i majg wiele ograniczen. Dlatego biokataliza
znajduje coraz szersze zastosowanie w syntezie estréw, szczegdlnie w
otrzymywaniu estrow enancjomerycznie czystych. Reakcje enzymatyczne sg
efektywne, selektywne, stereospecyficzne, a ponadto nie wprowadzajg dodatkowych
toksycznych zanieczyszczen. Pozwalajg otrzymywac produkty z wysokg wydajnoscig

oraz enancjoselektywnoscia.

Reakcje enzymatycznej transestryfikacji sg przeprowadzane najczesciej
z zastosowaniem takich reagentéw jak octan winylu i propenylu. Dlatego bardzo
wazne jest poszerzenie tej grupy reagentdw o nowe substraty, ktére mogtyby by¢

zastosowane do otrzymywania estrow.
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Do bardzo waznej grupy estrow nalezg estry kwasu acetylooctowego. Zwigzki te
sg stosowane jako substraty w syntezie miedzy innymi: aminokwasow, antybiotykdw,
Srodkow przeciwbolowych, witaminy B, a takze wykorzystywane w przemysle
perfumeryjnym, barwnikow, lakierébw oraz spozywczym. Szczegodlnie pozadane sg
nieracemiczne pochodne tych estrow. Chemiczna transestryfikacja, prowadzaca do
otrzymywania tej klasy zwigzkow, wymaga stosowania wysokich temperatur oraz
toksycznych katalizatorow. Enzymatyczne transestryfikacje sg prowadzone
z zastosowaniem nietrwatego reagenta, jakim jest keten, lub pod zmniejszonym
ciSnieniem. Znaczne ograniczenie tych metod sprawia, ze opracowanie efektywnej

metody syntezy (3-ketoestrow jest bardzo interesujgcym wyzwaniem.
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2. Czesc literaturowa

2.1. Kataliza enzymatyczna

Zastosowanie enzymOw w syntezie organicznej stanowi atrakcyjng alternatywe dla
klasycznych katalizatorow ze wzgledu na nietoksycznos¢, niski koszt, prostg
procedure izolacji produktu oraz brak koniecznosci dodatkowego oczyszczania.
Enzymy sg bardzo efektywnymi katalizatorami. Szybko$é reakgji jest 108-10"° razy
wyzsza W porownaniu z szybkoscig reakcji niekatalizowanej, w niektorych
przypadkach nawet 10", co znacznie przekracza warto$é, ktéra moga osiagnaé
chemiczne katalizatory!"!. Ponadto tradycyjne katalizatory sg stosowane w stezeniach
0.1-1% molowych, podczas gdy wiekszos¢ reakcji enzymatycznych moze byé
prowadzona przy stezeniu molowym 107°-107% katalizatora, co czyni je
efektywniejszymi. Biokatalizatory sg przyjazne srodowisku i dziatajg w tagodnych
warunkach (temperatura rzedu 20-40 i pH 5-8), co minimalizuje problemy
niepozadanych reakcji ubocznych, takich jak: rozkfad, izomeryzacja, racemizacja

i przegrupowania[zl.

Wiasciwosci  katalityczne  enzymdéw  pozwalajg im na  akceptowanie
Lhienaturalnych” substratéw oraz katalizowanie wiecej niz jednej transformacji
chemicznej, co okresla sie terminem ,promiscuity’™. Transformacje te moga rézni¢
sie grupg funkcyjng, czyli wigzaniem utworzonym Ilub rozerwanym i/lub

mechanizmem katalitycznym, a takze sciezkg tworzenia/rozerwania wigzania.
2.2. Hydrolazy

W syntezie organicznej gtbwnymi reakcjami katalizowanymi przez enzymy sg
reakcje hydrolizy i tworzenia wigzan estrowych. Dlatego hydrolazy, a wsrdod nich
esterazy i lipazy, sgq najczesciej stosowane jako katalizatory. Hydrolazy (EC 3),
zgodnie z definicjg zaproponowang przez IUPAC, katalizujg reakcje roztgczenia
wigzan C-O, C-N i C-C poprzez przylaczenie lub usuniecie czasteczki wody!™. Ze

wzgledu na typ hydrolizowanego wigzania mozna rozrézni¢ miedzy innymi esterazy
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i lipazy (wigzanie estrowe), proteazy (wigzanie peptydowe), glikozydazy (wigzanie
glikozydowe) czy nukleazy (hydroliza kwaséw nukleinowych). Aktywnosc¢ katalityczna
hydrolaz jest zwigzana z obecnoscig w centrum aktywnym enzymu grup funkcyjnych
tancuchow bocznych kwasu asparaginowego lub glutaminowego, histydyny oraz

seryny.

2.2.1. Mechanizm dziatania hydrolaz

Mechanizm hydrolizy wigzan estrowych i amidowych przez enzymy jest odmienny
od zasadowej hydrolizy chemicznej. Grupa nukleofilowa z centrum aktywnego
enzymu atakuje grupe karbonylowg substratu (estru lub amidu). Nukleofilem moze
by¢ grupa hydroksylowa seryny (np. esteraza z watroby $winskiej (PLE), subtilizyna i
wiekszos¢ lipaz z mikroorganizméw), grupa karboksylowa kwasu asparaginowego
(np. pepsyna) lub grupa S-H cysteiny (np. papaina)®. Postulowany mechanizm jest

przestawiony na Schemacie 1:

Asp His Ser
Y o A}
- 2=l
@) @) H/\N/V/N\/ H R1 OR2 - R,OH Etap 1
Asp His  ger
Joew =1 i
_H 0] (0]

produkt posredni
acylowany enzym

Schemat 1: Mechanizm dziatania hydrolaz

Dwie dodatkowe grupy (Asp i His) zlokalizowane w poblizu reszty seryny tworzg
triade katalityczng. Specjalne oddziatywanie tych trzech grup powoduje zmniejszenie
pKa grupy hydroksylowej seryny, umozliwiajagc atak nukleofilowy na grupe
karbonylowg (etap 1). Ugrupowanie acylowe substratu zostaje kowalencyjnie
przytaczone do enzymu, tworzgc produkt posredni, ktérym jest acylowany enzym,

oraz powodujac odejscie grupy R,-OH. Nastepnie nukleofil (Nu), atakuje kompleks

17

http://www.rcin.org.pl



acylowany enzym, regenerujgc go, wskutek czego powstaje produkt kwas

karboksylowy lub jego pochodna (etap 2).

Gdy nukleofilem jest alkohol, przebiega reakcja transestryfikacji, w reakcji z aming
uzyskuje sie amidy, a w reakcji z nadtlenkiem wodoru — peroksykwasy, co pokazano

na schemacie 1a:

O
Pt .
R OH \ y R /{k NH-R
X |
EnzO R,
ROH 0,
O O

Schemat 1a: Reakcja acylowanego enzymu z wybranymi nukleofilami
2.2.2. Kinetyka reakcji enzymatycznych
Enzymy Kkatalizujg reakcje chemiczng zgodnie z mechanizmem pokazanym

powyzej. Zmiany energii swobodnej reakcji niekatalizowanej i katalizowanej przez

enzym przedstawiono na Rysunku 1:
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Energia
swobodna

[ES]”

Przebieg reakcji

Rysunek 1: Zmiany energii swobodnej zachodzgce w czasie reakcji katalizowanej
przez enzym (---) i reakcji niekatalizowanej (---). Reakcja enzymatyczna przebiega
poprzez stany przejsciowe Tsc1, TSc2, TSc3, AG i AG — swobodna energia aktywacii

odpowiednio reakcji niekatalizowanej i katalizowanej przez enzym

W wyniku reakcji enzymatycznej w pierwszym etapie tworzony jest poprzez stan
przejsciowy TSg1 produkt posredni, ktorym jest kompleks enzym-substrat [ES].
Nastepnie poprzez kolejny stan przejsciowy TSc;, [ES] przeksztatcony zostaje
w produkt posredni, ktorym jest kompleks enzym-produkt [EP]. Kompleks ten
ostatecznie ulega rozpadowi poprzez stan przejsciowy TSc3 do produktu [P] i enzymu
[E]. Stan przejsciowy o najwyzszej energii Tsqp, decydujgcy o szybkosci reakcji, ma
nizsza energie niz stan przejsciowy Ts, reakcji niekatalizowanej. Tym samym

reakcje katalizowane przez enzymy przebiegajg z duzo wiekszg szybkoscia.

W 1913 roku Leonor Michaelis i Maud Menten zaproponowali model
odpowiadajgcy kinetyce enzymatycznej. Podstawowg cechg tego modelu jest
zatozenie, ze kompleks enzym-substrat [ES] jest koniecznym etapem posrednim
procesu katalitycznego. Najprostszy model opisujacy wiasciwosci katalityczne

wiekszosci enzymow jest opisany réwnaniem P
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K, k
E+S =— ES

2

3

E+P

Enzym taczy sie z substratem, tworzgac kompleks ES, reakcje charakteryzuje stata
szybkoéci ki. Istniejg dwie mozliwe drogi rozpadu kompleksu ES. Moze on
dysocjowac do E i S ze statg szybkosci k; lub moze sie przeksztatca¢ w produkt P ze

statg szybkosci k3. Rownanie Michaelisa-Menten jest przedstawione na Rysunku 2:

o [S]
" = ‘maz [S] +I\'m,

Rownaniem Michaelisa-Menten:
gdzie: V — szybkos¢ poczatkowa,
S — stezenie substratu,

K., — stata Michaelisa-Menten.

Szybkos¢ reakcji

o 1000 2000 3000 4000
Stezenie substratu

Rysunek 2: Model Michaelisa-Menten
Przy niewielkich stezeniach substratu, kiedy [S] jest znacznie mniejsze niz K,
V=[S] Vmax/Km,

CO oznacza, ze szybkos¢ reakcji jest wprost proporcjonalna do stezenia substratu.

Przy duzych stezeniach substratu, kiedy [S] jest duzo wieksze od K,
V=Vmax,

CO oznacza, ze szybkos¢ jest maksymalna i niezalezna od stezenia substratu.
Znaczenie Km wynika z réwnania przestawionego wyzej. Kiedy [S]=K., wtedy
V=Vmax/2. Stad K, jest rédwne takiemu stezeniu substratu, dla ktérego szybkosé
reakcji osigga potowe swojej wartosci maksymalnej. Inaczej jest to takie stezenie

substratu, przy ktérym potowa miejsc aktywnych enzymu jest osadzona.
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2.3. Selektywnosé¢ reakcji enzymatycznych

Enzymy sa katalizatorami chemo-, regio- i stereoselektywnych reakc;ji
chemicznych.

a) Chemoselektywnos¢ reakcji enzymatycznych:

W reakcjach chemoselektywnych enzymy katalizujg reakcje jednej konkretnej
grupy funkcyjnej w obecnosci innych, podobnych grup, na ktérych reakcje w tych
samych warunkach mogtyby zachodzi¢ z powodzeniem. W konsekwencji tego
zamiast mieszaniny produktéw otrzymywany jest jeden. Przykladem enzymatycznej
reakcji chemoselektywnej jest synteza N-2-hydroksyalkiloakrylamidow!®. W reakgj
chlorku kwasu akrylowego 1 i 2-hydroksyetyloaminy mogg powstawac¢ 3 produkty,

przedstawione na Schemacie 2:

Cl H
= H,N(CH,),OH 0]
/\“/ L,N(CH,), /YN\/\OH + /Y \/\NHZ
O

© O
1 2 o 3
H )k/
+ /YN\/\O =
o 4

Schemat 2: Produkty powstajagce w wyniku reakcji chlorku kwasu akrylowego

i 2-hydroksyetyloaminy

Reakcja estrow kwasu akrylowego i hydroksyamin jest katalizowana przez
enzymy, a jedynym produktem powstajacym jest podstawiony akrylamid'®. Dla lipazy
z Candida antarctica (CALB) otrzymano N-2-hydroksyetyloakrylamid z wydajnoscig
93%. Obrazuje to Schemat 3:
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H
@) R, N
0O lipaza o R,
5 6

Schemat 3. Chemoselektywna reakcja otrzymywania N-2-hydroksyetyloakrylamidu

katalizowana przez enzymy
b) Regioselektywnosé reakcji enzymatycznych

Ze wzgledu na chiralng strukture enzymy moga rozréznia¢ dwie grupy funkcyjne,
identyczne chemicznie, ktoére sg usytuowane w réznych pozycjach czasteczki.
W reakcjach regioselektywnych jeden z izomerow powstaje w przewadze lub jest
jedynym produktem reakcji. Przyktadem jest katalizowana przez PLE reakcja
hydrolizy estru kwasu S-2-hydroksy-1,4-butanodikarboksylowego!”. Tylko jedna z
grup estrowych ulega hydrolizie i jedynym produktem reakcji jest kwas S-2-hydroksy-

3-karbometoksypropanowy.

HO., _COOMe

J/ PLE HO COOH
MeOOC bufor J/

MeOOC

Y

7 8

Schemat 4: Regioselektywna katalizowana przez PLE reakcja hydrolizy estru kwasu

S-2-hydroksy-1,4-butanodikarboksylowego

c) Stereoselektywnos¢ reakcji enzymatycznych

Badania wykazaty, ze produkt posredni w reakcjach enzymatycznych jest
stabilizowany szeregiem oddziatywan, obnizajgcych jego energie i wptywajgcych na

enancjoselektywnos¢. Przyktadem takiej reakcji jest reakcja hydrolizy/estryfikacji
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katalizowana przez lipaze z Rhizopus oryzae. Na Schemacie 5 przedstawiono

mechanizm tworzenia sie kompleksu acyl enzym:

Wolny enzym

Asp 91 TTrE\%Z Stan przejsciowy [TS]
| O Ny Val145
o H | Thr 82
H H/NH Asp 91 | \
o) | O Ny Val145
~ O |
Asp 203 R~ J\ Asp 203 0O “.H _NH
J\ O R, ‘o -H
a J\ R1\
> H Ser 144 o 0 Q‘AR
-Ho er . )
Hony Sy o7 o Ny H0
)ﬂ —~ )_/ Ser 144
His 257 .
res o1 Thr 82
SP |\
|0 NH \|/a|145
Asp203 © H  NH
o--H
L Ry §
0 o o (g
' 2
He. X, H O
N
N)_/N Ser 144
His 257

Kompleks Acyl-Enzym [ES]

Schemat 5: Mechanizm reakcji hydrolizy/estryfikacji katalizowanej przez lipaze

Zz Rhizopus oryzae

Grupa hydroksylowa reszty seryny 144, ktéra bezposrednio atakuje centrum

elektrofilowe substratu, estru, jest stabilizowana przez wigzanie wodorowe
z atomem azotu reszty His 257, ktdéra z kolei zostaje potgczona wigzaniem

wodorowym
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z grupg estrowg Asp 203. Po ataku nukleofilowym reszty seryny na atom wegla
grupy karbonylowej tworzy sie stan przejsciowy, oznaczony na schemacie [TS]. Jest
on stabilizowany przez Thr 82, Val 145 oraz przez oddziatujgce ze sobg reszty Asp
203 i His 257. Nastepnie tworzy sie acylowany enzym, ktérego grupa karbonylowa

oddziatuje z grupg aminowg Val 145 oraz Thr 82.

Aktywnos$¢ katalityczna enzymow jest wynikiem odpowiedniego przestrzennego
utozenia grup funkcyjnych tancuchéw bocznych aminokwaséw. Poniewaz enzymy sg
katalizatorami homo-chiralnymi, reakcje przebiegajagce z ich udziatem mogq byc¢
stereoselektywne, a stereoselektywnosc¢ wynika z przestrzennej budowy ich centrum
aktywnego oraz struktury katalizatora. Te wiasciwos¢ enzymow szeroko wykorzystuje
sie do opracowania rozdziatu kinetycznego enancjomerdw mieszaniny racemicznej

(ang. kinetic resolution, KR).

[ESy] ——— E+ Py

\Y
AGL-AGT= AAG=-RT vi = RTINE
5
Rysunek 3: Diagram rozktadu energii dla enancjoselektywnej reakcji katalizowanej
enzymem, E-enzym, Ss i Sg — enancjomeryczne substraty, Ps i Pr- -

enancjomeryczne produkty

Enzymy 2z rézng predkoscig katalizujg reakcje z poszczegolnymi
enancjomerami substratu. Enancjoselektywnos¢ enzyméw wynika z réznicy w energii
aktywacji powstawania kompleksu enzym-enancjomer R-[ESg] oraz enzym-

enancjomer S-[ESgs] (Rys. 3), co w konsekwencji prowadzi do réznicy w szybkosci
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tworzenia sie enancjomeréw produktu Pgr i Ps. Im wieksza jest roznica w energii
aktywacji AG1 i AG,, tym wieksza enancjoselektywnos¢ enzymu E, okreslana jako
stosunek predkosci reakcji enancjomeréw R i S (odpowiednio vs oraz vg). Zaleznosc¢

ta jest pokazana w Tabeli 1:

A AG ValVe % E.e.
1.118 1.2 10
0,651 3 50
1.74 19 90
217 39 95
3.14 199 99
4.50 1999 99.9

Tabela 1: Zaleznos¢ miedzy roznicg energii aktywacji dla poszczegdinych
enancjomerow substratu a szybkosciami ich reakcji i uzyskiwanymi nadmiarami

enancjomerycznymi

Teoretycznie, juz bardzo mata wartos§¢ AA G=4.5 kcal/mol moze prowadzi¢ do
powstawania jednego z enancjomerdw produktu z wysokim nadmiarem
enancjomerycznym (e.e.>99%), co oznacza, ze dla enzymu wysoka

stereoselektywnosc¢ jest mozliwa do uzyskania prostym sposobem.

Enancjoselektywnosé

Katalizowanie przez enzymy reakcji enancjoselektywnych ma bardzo szerokie
zastosowanie w biokatalizie. W enzymatycznym rozdziale kinetycznym poprzez
hydrolize, estryfikacje, acylowanie i transestyfikacje mozna uzyskiwaé¢ produkty

enancjomerycznie czyste i wzbogacone.
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2.3.1. Enzymatyczna enancjoselektywna hydroliza

Lipazy i proteazy moga katalizowac stereoselektywng hydrolize chiralnych estrow
w wodzie. W celu uzyskania rozdziatu kinetycznego racemicznego alkoholu lub
kwasu przeprowadza sie chemiczng estryfikacje, a nastepnie uzyskany ester
poddawany jest reakcji hydrolizy, katalizowanej przez odpowiednig hydrolaze, ktéra

powinna hydrolizowac wigzanie estrowe z odpowiednig stereoselektywnoscia.

Jesli hydrolaza reaguje tylko z jednym enancjomerem estru, osiggana jest konwersja
50%, a reagujacy enancjomer jest catkowicie hydrolizowany do kwasu i alkoholu,
pozostawiajgc nieprzereagowany enancjomer estru. Nawet jesli reakcja nie jest
enancjospecyficzna, osiggany zostaje czesciowy rozdziat kinetyczny, a nadmiar
enancjomeryczny substratu i produktu zalezy od konwersji. Enancjoselektywna

enzymatyczna hydroliza jest przedstawiona na schemacie 6:

/c';\oOR3 . COoR, COOH COOR,
: - - +
R R, R1/\R2 enzym R R, R1/\R2
rac 9 ent- 10 ent- 9

Schemat 6: Enancjoselektywna hydroliza estru katalizowana przez enzymy

Jeden 2z enancjomeréw racemicznego estru kwasu karboksylowego jest
transformowany do kwasu, podczas gdy drugi enancjomer estru pozostaje
nieprzereagowany.

Przyktadem enancjoselektywnej enzymatycznej hydrolizy jest rozdziat kinetyczny
akrylanow alkoholi drugorzedowych. Lipaza Amano AK jest doskonatym
katalizatorem tych reakcji w buforze fosforowym. Zaréwno alkohole alifatyczne, jak i
aromatyczne byty substratami dla enzymu, a produkty otrzymano z bardzo dobrg

enancjoselektywnoscig
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O
O)v Amano Lipaza AK OH )v
j\ . /'\ * (:)
R R bufor fosforanowy R R

1 2 1 2 R 1/:\R ,
rac- 11 R, R, =alkil, aryl, winyl, alli 30-98 % ee 15-99 % ee
12 11

Schemat 7: Enancjoselektywna hydroliza akrylanéw katalizowana przez Amano

Lipaze AK

2.3.2. Stereoselektywna enzymatyczna estryfikacja

Stereoselektywna estryfikacja i transestryfikacja katalizowana przez lipazy
w rozpuszczalnikach organicznych jest podobnie jak hydroliza stosowana do

rozdziatu kinetycznego racemicznych alkoholi i kwasow.

Y Y Y
1 + BUOH ——» /y\ + :
PN
X COOH X COOH X COOBu
rac-13
ent- 13 ent-14

X= Br, Cl, p-CI C6H4
Y= CH, CH,CH, CH,(CH,),, ,Ph

Schemat 8: Enancjoselektywna enzymatyczna estryfikacja racemicznych kwasow

karboksylowych

Lipaza z C. cylindracea zostata zastosowana do stereoselektywnych estryfikac;ji
w heksanie!'”. Otrzymano produkty z wysokg enancjoselektywnoscia w wiekszosci
przypadkow. Proces rozdziatu kinetycznego kwaséw 2-bromo i 2-chloropropionowych
katalizowany przez lipaze z C. cylindracea jest aktualnie przeprowadzany w skali

przemystowej %,
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2.3.3. Stereoselektywna enzymatyczna transestryfikacja

Lipaza z Porcine pancreas zostata zastosowana do rozdziatu kinetycznego ponad
30 racemicznych alkoholi drugorzedowych w bezwodnym eterze i heptanie.

Otrzymano S alkohole i R estry z nadmiarem enancjomerycznym 90-100%.

L 0 : 0
— X g OH X~ "0
R
R- 17
+ CCI,CH,OH

X OH 16 lipaza z Porcine Panceas S-15

rac- 15

Schemat 9: Enzymatyczna enancjoselektywna transestryfikacja kwasu

karboksylowego racemicznym alkoholem

Innym przyktadem reakcji enancjoselektywnej transestryfikacji jest katalizowane

[, Przy

enzymami acylowanie racemicznych produktow reakcji Baylisa-Hillmana
zastosowaniu odpowiednich warunkéw uzyskano produkt acylowania z nadmiarem

enacjomerycznym 99%:

; o)
/
O O OH O

-

OH o) CHSCOZCH=CH2 lub . O/ + R ; O/
)\[(m _ CH,CO,C(CH,)=CH,

R O
R 19a S 18a
R 19b S 18b
R 19c S 18c

rac 18a: R=Me
rac 18b: R=propyl
rac 18c: R=naftyl

Schemat 10: Enancjoselektywna enzymatyczna transestryfikacja adduktow Baylisa-

Hilmana
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2.3.4. Diastereoselektywnosé

w enzymatycznych reakcjach diastereoselektywnych tylko  jeden
z diastereocizomerdéw jest rozpoznawany przez enzym i ulega transformaciji.
Przyktadem jest katalizowana przez PLE hydroliza mieszaniny diastereoizomerow
estru 20. Tylko izomer exo ulega hydrolizie enzymatycznej, tworzgac kwas

karboksylowy, podczas gdy endo nie ulega reakgji®®!:

0 o T
COOEt  PLE COOH + X
X COOEt
bufor Y
Y Y
exo/endo- 20 X,Y=H,F, CF, exo-21 endo-20

Schemat 11: Diastereoselektywna hydroliza katalizowana przez PLE

2.4. Katalizowane enzymami reakcje tworzenia pierscieni

Enzymy sg bardzo czesto katalizatorami reakcji zamykania pierscieni, gtownie
piecio-, szescio- i siedmiocztonowych. Te cyklizacje prowadzg do selektywnego
otrzymywania laktonéw i laktaméw. Problem tworzenia matych pierscieni jest

ztozony i zostat opisany regutami Baldwina.

2.4.1. Reguly Baldwina zamykania pierscieni 3-7-cztonowych

Reguty Baldwina, zaproponowane w 1976 roku przez Jacka Baldwina, sag
przewodnikiem po reakcjach cyklizacji pierécieni od 3 do 7-cz+onowych“5]. Nie
opisujg absolutnego prawdopodobienstwa zamykania pierscieni, tylko ich wzgledne

szybkosci, wskazujac na reakcje uprzywilejowane i utrudnionel®:
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EXO

tet = sp3

3- endo- tet

Y
RN
=

4- endo- tet

5- endo- tet

a

tet = sp3 trig = sp? dig =sp
N A L\
X~ X" \\ X"
3- exo - tet 3- exo- trig 3- exo- dig
x-‘-l xﬂ\\ X -\L\
Y Y Y
4- exo- tet 4-exo- trig 4- exo- dig
Y Y Y
5- exo- tet 5- exo- trig 5- exo- dig
6- exo-tet 6- exo-trig 6-exo-dig

Rysunek 4: Reguty Baldwina

Reguty sg przedstawione na rysunku. Cyfry oznaczajg wielkos¢ pierscienia,
tworzonego podczas cyklizacji. Okre$lenia exo i endo oznaczajg typ wigzania
tworzonego. Jezeli wigzanie zrywane podczas cyklizacji znajduje sie na zewnatrz
pierscienia, mamy do czynienia z cyklizacjg exo, jezeli wewnatrz — endo. Okreslenia
tet, trig i dig oznaczajg odpowiednio atomy wegla tetraedrycznego (sp3),
trygonalnego (sp?) i diagonalnego (sp). W przypadku atomu wegla tetraedrycznego
atak nukleofila powinien nastapié¢ pod katem 180°, zgodnie z inwersjg Waldenal'®. W
przypadku trygonalnego atomu wegla — pod katem okoto 109°, natomiast w

przypadku diagonalnego — 120° (Rys. 5):

6- endo-tet
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ENDO
trig = sp2 dig = sp
Y Y
X_.\.\ X__\x\
3- endo- trig 3- endo-dig
Y
S N
4- endo- trig 4- endo- dig
CY T
I
5- endo- trig 5- endo- dig
CY O
X X
6- endo-trig 6-endo-dig




J
s a=1200 N/
ftcscr- ——— “(/C:C\) o
/" Y

Rysunek 5: Atak nukleofilowy pod odpowiednim katem w zaleznosci od hybrydyzaciji

atomu wegla

Dla uktadéw tetraedrycznych wszystkie cyklizacje exo sg uprzywilejowane. Jest to
spowodowane skutecznym naktadaniem wolnej pary elektronowej nukleofila
z orbitalem niewigzacym C-Y. Dzieki temu mozliwy jest atak pod odpowiednim

katem.

) n
"o g

YQ

Skuteczne nakladanie
wolnej pary X z C-Y &*
Mozliwy atak pod katem 180°

Rysunek 6: Naktadanie par elektronowych podczas ataku nukleofilowego
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Dla uktadéw trygonalnych réwniez wszystkie cyklizacje exo pozostajg
uprzywilejowane (kolor zielony). Jest to rowniez zwigzane z naktadaniem sie wolnej
pary elektronowej nukleofila z orbitalem niewigzacym wigzania C-Y, dzieki czemu

mozliwy staje sie atak pod katem 109°:

2 3 ? \ : 3 5
2 (* 4 3 5
1 Y -
'X\/_Y 1X\_/41\<§ 162\ 2% 2\~
Y 1

1X7V

3-exo-Trig 4-exo-Trig 5-exo-Trig 6-exo-Trig  7-exo-Trig
- 3
% /YQ ; X YS ’ [Y\<>5 i N) Ob6
3 2
N UL 2 X') i 1X_—)6 1 X7

1
3-endo-Trig  4-endo-Trig ( 5-endo-Trig) 6-endo-Trig 7-endo-Trig

Rysunek 7: Reguly Baldwina dla uktadéw Trig z atomem wegla sp?

Cyklizacja 5-endo-trig jest utrudniona réwniez ze wzgledéw sterycznych. Wolna
para elektronowa nukleofila nie dosiega orbitalu niewigzacego, przez co atak pod

katem 109° nie jest mozliwy (Rys. 8):

Zle ustawienie Zbyt daleko

OMe

Wolna para azotu nie siega orbitalu
n* akceptora Michaela
Atak po trajektorii Diinitza nie jest mozliwy

Rysunek 8: Utrudniona cyklizacja 5-endo-trig
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2.4.2. Stereoselektywna enzymatyczna laktonizacja

Lipazy majg rowniez zastosowanie w syntezie laktonow, w tym nieracemicznych
w rozpuszczalnikach organicznych z estrow kwasow karboksylowych. Na przyktad,
optycznie czyste y-metylo i y-fenylobutyrolaktony zostaty zsyntetyzowane poprzez
katalizowang przez lipaze 2z Porcine pancreas wewnatrzczasteczkowg
transestryfikacje w eterzel'?. Enzymatyczna enancjoselektywna transestryfikacja,
prowadzaca do utworzenia pieciocztonowego laktonu 23 (5-exo-trig), jest
uprzywilejowana:

OH
X o<
O 5 \
OH = x7"o0” o
XWO\ S
O S-23a
S-23b

rac- 22a: R=Me
rac- 22b: R=Ph

Schemat 12: Enzymatyczna enancjoselektywna transestryfikacja, prowadzaca do

utworzenia pieciocztonowego laktonu

Lipaza z Porcine pancreas (PPL) katalizuje vy-laktonizacje racemicznego
3,5-hydroksy-2-alkiloestru, w wyniku czego powstaje lakton z wysokim e.e. (93%).
Powstaty lakton jest kluczowym substratem do syntezy tetrahydrolipstatyny 26, leku

przeciw cukrzycy typu Il i przeciw otytoscil':
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OH OH O

~
CH,(CH,),¢ 0
CeH,3
PPL
—_— >
OH OH O CyHy~ 7O O
CH,(CH,),; -0 2S, 3R, 5R- 25
CeHis
rac- 24 t

13

Schemat 13: Enzymatyczna enancjoselektywna transestryfikacja, prowadzgca do

utworzenia laktonu szesciocztonowego

Enzymatyczna enancjoselektywna transestryfikacja, prowadzaca do utworzenia
laktonu szesSciocztonowego 25 (6-exo-trig), wedlug regut Baldwina jest

uprzywilejowana.

2.4.3. Selektywna enzymatyczna laktamizacja

Chiralne kwasy 1,4-oksazepano-2-karboksylowe sg analogami B-amino kwaséw
oraz interesujgcymi substratami do syntezy lekow. Kluczowym etapem syntezy jest
katalizowana przez enzymy regioselektywna laktamizacja aminoestru 27 do
siedmiocztonowego  pierscienia  laktamowego 28. Diester w  wyniku

wewnatrzczasteczkowej reakcji katalizowanej przez Novozym 435 zostat
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przeksztatcony w laktam 28 z konwersja 94%. Po oczyszczeniu za pomocag

chromatografii otrzymano produkt z wydajnoscig 61%!"*:

\
2 Novozym 435 SN
: 0]
> HN
o&o

o 27 28 61%

Schemat 14: Selektywna enzymatyczna laktamizacja prowadzaca do otrzymania

pierscienia siedmiocztonowego

Laktamizacja prowadzaca do otrzymania pierscienia siedmiocztonowego 28 (7-
exo-trig), podobnie jak wczesniej omowione cyklizacje, jest reakcjg uprzywilejowang
i zgodng z regutami Balwina.

2.5. Metody syntezy B-ketoestréw
2.5.1. Metody chemiczne syntezy beta-ketoestrow

B-keto estry sg bardzo wazng grupg zwigzkdéw organicznych, stosowanych
w przemysle farmaceutycznym, chemicznym i polimeréw. Sg produktami posrednimi
W syntezie wielu naturalnych zwigzkéw, jak na przyktad kwasy karminowe!'”),
pirydazyny!'®!

zastosowanie w syntezie funkcjonalizowanych  ketenimin®®, w asymetrycznej

, w reakcjach cykloaddycji halogenowanych chinonéw!'®. Majg

hydrogenacji®"!, do otrzymywania pochodnych aminidynopirazolu® i w syntezie

zwigzkow heterocyklicznych[23].

B-ketoestry, ze wzgledu na zdolnosci chelatowania kompleksoéw metali, znajdujg
zastosowanie jako multifunkcjonalne dodatki do lubrykantdéw, tgcznie z tymi opartymi
na olejach pochodzenia roslinnego, jako potencjalne leki przeciwwirusowe oraz
katalizatory wielu stereoselektywnych reakgjil®*.
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Ws$réd metod syntezy beta-ketoestrow najbardziej rozpowszechniona jest reakcja
kondensacji. Dobry przyktad stanowi synteza acetylooctanu etylu 30, ktory

otrzymywany jest z dwoch rownowaznikow octanu etylu 29 w kondensaciji Claisena:

)

, //ﬁ\o/ﬁ\\ 1) NaOEt /:ﬁ\v/ﬂ\o/ﬁ\\
29

2) H,0+
30

Schemat 15: Otrzymywanie acetylooctanu etylu w kondensacji Claisena

Innym przyktadem otrzymywania ketoestréw w reakcji kondensacji jest synteza

cyklicznych beta-ketoestrow w warunkach zasadowych:

COOEt
1) NaOEt OFt
COOEt  2) H,0+

31 32

Schemat 16: Kondensacja Dickmanna

Reakcje kondensacji wykorzystuje sie réwniez w syntezie a-monopodstawionych

R-ketoestrow!®® oraz a,a-dipodstawionych R-ketoestrow!?):
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0 O _ O O
)k + TiCl, NEt,
OMe OR DCM H OR,
33 R 34 35
Cl R, OTMS
O e} —
O O ) <
R)kOH + s B { M } Rz OR, i
3 DMAP, TiCl, 3
cl 36 R R,
37

Schemat 17: Otrzymywanie podstawionych R-ketoestréw

Istnieje rowniez kilka metod syntezy [-ketoestrow poprzez transestryfikacje
acetylooctanu etylu i metylu z alkoholami w obecnos$ci katalizatorow (Schemat 18).
W tych powszechnie stosowanych metodach jako katalizatory uzywane sg miedzy
innymi: alkoholany tytanu, kompleksowy cyny, zwigzki nieorganiczne jak np. jodek

[25]

indu Wszystkie te metody wymagajg zastosowania wysokich temperatur,

a produktem posrednim reakcji transestryfikacji jest keten:

O O O O
M ~R1T + ROH _R + ROH
O katalizator O 1
30b: R, =Me

Schemat 18: Transestryfikacja acetylooctanow

0)
W NaOAc 0 0
MY/ R

o0._© +  HY-R -
el THF
38a: Y=0
39 38b: Y=NH
38c: N-alkil

Schemat 19: Transestryfikacja 2,2,6-trimetylo-4H-1,3-dioksyno-4-onu
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W reakcji pomiedzy 2,2,6-trimetylo-4H-1,3-dioksyno-4-onem oraz drugo-
i trzeciorzedowymi alkoholami, katalizowanej przez octan sodu, we wrzacym
tetrahydofuranie uzyskuje sie B-ketoestry i B-ketoamidy z dobrymi i bardzo dobrymi

wydajnosciami. Mechanizm reakcji zostat przedstawiony na Schemacie 20"

O><O = -~ AcO - 0 O
; - o o
0 |
O - Na+
\ R-OH

RO- < |

o
\
X
A
o>/7
o

-AcO-

Schemat 20: Mechanizm reakcji transestryfikacji ze zwigzkiem 39

Substrat 39 pod wptywem ogrzewania przeksztatca sie w acyloketen. Anion
octanowy faczy sie z wygenerowanym acetyloketenem, tworzac enolan mieszanego

bezwodnika, ktdry nastepnie reaguje z alkoholami lub aminamil®”!.

Inng metodg otrzymywania pB-ketoestrow jest katalizowana kwasami reakcja
aldehydu diazoestru 40, gdzie azot jest generowany jako produkt uboczny (Schemat
21)28l:
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Schemat 21: Otrzymywanie acetylooctanéw z diazozwigzkéw

Wszystkie omowione metody syntezy estrow kwasu acetylooctowego pozwalajg
na otrzymanie produktow z wysokg wydajnosciag, ale wymagajg zastosowania bardzo
wysokich temperatur, co znacznie ogranicza ich zastosowanie, np. w przemysle.
Katalizatory stosowane do tych reakcji bardzo czesto sg toksyczne. Ponadto
diazoestry, stosowane jako substraty, sg substancjami wybuchowymi oraz

toksycznymi.

2.5.2. Metody chemiczne otrzymywania nieracemicznych estréw kwasu

acetylooctowego

Odkrywanie nowych katalizatorow zaréwno chiralnych jak i achiralnych do
stereoselektywnego acylowania racemicznych alkoholi jest przez caty czas
wyzwaniem w chemii organicznej. W celu otrzymania nieracemicznych estrow kwasu
acetylooctowego stosuje sie odpowiednie katalizatory. Efektywnymi katalizatorami sg
pochodne azaferrocenu 41 i 42 jak i analogi DMAPu 43 i 44, ktére w reakcji
1-fenyletanolu z ketenem umozliwity otrzymanie produktow z wysokag
enancjoselektywnoscig. Pochodna azaferrocenu 42 okazata sie takze efektywnym

katalizatorem rozdziatu kinetycznego alkoholi drugorzedowych:
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Mel;\ Me Meb\ Me
Me Me
41 42
MezN
=
=N—" =N—"""|
Me. & Me Me F! € _Me
Mel;j\ Me Meij\ Me
Me Me
43 44

10% )-4 o
benzen .
53% ee
5

8% konwersiji
rac- 45 R- 47

O O

oA

10% ( -)- O
benzen
87% ee

46 67% konwersji
rac-48 S-49

Schemat 22: Enancjoselektywna transestryfikacja diketenu i alkoholi
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Innym typem katalizatoréw sg kompleksy rutenu, zawierajgce N-1T-potgczone
zwigzki heterocykliczne, ktore sg stosowane jako efektywne nukleofilowe katalizatory
do szeregu preakcji, miedzy innymi acylowania alkoholi diketenem, otwarcia
pierscienia diazolaktonéw i addycji alkoholi do ketenow. Efektywnos¢ kompleksow
rutenu zostata wykazana w rozdziale kinetycznym alkoholi drugorzedowych[zg] oraz

w deracemizacji azalaktonow.

Wykazano takze, ze kompleksy Ru-Pirol sg znacznie bardziej efektywne niz ich
analogi zelazowe w katalizie addycji alkoholu benzylowego do ketenu. W tych
samych warunkach ester tworzy sie dwukrotnie szybciej niz w obecnosci kompleksu

rutenowego??.

Planarny chiralny Fe-CsPhs.DMAP jest najbardziej enancjoselektywnym

nieenzymatycznym katalizatorem rozdziatu kinetycznego karbinoli poprzez

acylowanie.
MeZN MezN B
<®7 = CiD = C D
T =N =N—"" |
Me 'rv Me Me. M Me Ph. M ph
o> D .. WP .. S
Me Me Ph
Fe-Pyrrole* (-)-Fe-DMAP* (-)-Fe-CsPhs-DMAP
Ru-Pyrrole* (-)-Ru-DMAP* (-)-Ru-CsPhs-DMAP
50 51 52

Rysunek 10: Chiralne katalizatory

O
)\ o 5% katalizatora M
> O

Ph” "Me T >

46 DCM, rt *

Ph Me 47

Schemat 23: Synteza nieracemicznych estrow kwasu acetylooctowego.
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Podsumowujac, gtdbwng metodg syntezy nieracemicznych pochodnych kwasu
acetylooctowego jest transestryfikacja z zastosowaniem diketenu, katalizowana
przez kompleksy metali. Diketeny sg zwigzkami nietrwatymi, co znacznie ogranicza

zastosowanie tej syntezy.

2.5.3. Synteza B-ketoestrow z zastosowaniem enzymow

Lipazy sa grupa hydrolaz serynowych, ktére wykazujg doskonatg
stereoselektywnosc¢ oraz dobrg zdolnos¢ katalityczng w reakcjach transestryfikacji

w rozpuszczalnikach organicznych.

Lipazy mogg by¢ wykorzystane jako katalizatory reakcji transestryfikacji estru
etylowego kwasu acetylooctowego, ale przeprowadzenie takich reakcji wymaga
zastosowania obnizonego cisnienia (10 Torr)®*%. W tych warunkach etanol
powstajacy jako produkt uboczny jest natychmiast odparowywany, co przesuwa
rownowage reakcji w strone tworzenia produktu. Zaréwno pierwszo- jak i
drugorzedowe alkohole, a takze allilowe i propagilowe, sg dogodnymi substratami dla

lipazy do reakcji transestryfikacji.

O @)
_OH CALB Q Q
R * o T M R
10 Torr O
30 38 92-98 %

Schemat 24: Transestryfikacja acetylooctanu katalizowana przez lipaze

Lipazy katalizujg synteze chiralnych B-keto estrow, gdzie donorem grupy acylowej
jest diketen!?®!.
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X o
/V\ + ?
Ilpaza R >R
rac- 53 R-54 S-53
Schemat 25: Rozdziat kinetyczny poprzez transestryfikacje diketenu
Lp. | produkt R= Kon. (%) e.s (%) E.ep
(%)
1 54a -CH2CH,CH3 62 73 31
2 54b -CH,CH2CH2CH3 53 96 55
3 54c -CH2CH,CH2CH,CH3 47 97 42
4 54d -CH2CH,CH2CH,CH2CH3 75 95 40
5 54e -Ph 59 96 54

Tabela 2: Rozdziat kinetyczny poprzez transestryfikacje diketenu katalizowany lipaza

W obecnosci lipazy z Pseudomonas diketen moze by¢ stosowany jako reagent do

enancjoselektywnego acylowania alkoholi drugorzedowych. W rozdziale kinetycznym

otrzymano optycznie czynne alkohole oraz estry kwasu acetylooctowego™®. Dla

czterech alkoholi drugorzedowych 53 réznigcych sie dtugoscig tancucha oraz

1-fenyloetanolu otrzymano produkty z nadmiarami enancjomerycznymi od 31 do

55%, przy wysokim nadmiarze enancjomerycznym substratu.

Przeprowadzono badania nad wplywem zastosowanej lipazy oraz alkoholu

uzytego jako substratu. Wyniki sg przedstawione w Tabeli 3:
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Lp. | Zwiazek R= Lipaza Kon.(%) | E.e. E
(%)
1 54e -Ph Amano PS 53 99 80
2 Amano AK 53 99 80
3 CAL 55 97 35
4 54f -1-naftyl Amano PS 41 19
5 Amano AK 28 13
6 CAL 52 94 57
7 54g -2-naftyl Amano PS 49 88 66
8 Amano AK 49 88 53
9 CAL 54 97 50
10 54h -Bz Amano PS 55 82 13
11 Amano AK 50 93 94
12 CAL 61 19 2
13 54d -CgH13 Amano PS 45 38 4
14 Amano AK 55 44
15 CAL 61 99 22

Tabela 3: Rozdziat kinetyczny poprzez transestryfikacje diketenu z zastosowaniem

réznych lipaz

Dla 1-fenyloetanolu otrzymano produkty z wysoka enancjoselektywnoscig dla
wszystkich 3 lipaz. Zastgpienie grupy fenylowej 1-naftylowg w substracie
poskutkowato znacznym spadkiem enancjoselektywnosci, natomiast dla 2-naftolu
rowniez uzyskano produkty z wysokimi nadmiarami enancjomerycznymi. Gdy
substratem byt 3-fenylo-2-propanol, tylko lipaza Amano AK umozliwita
przeprowadzenie reakcji enancjoslektywnej, natomiast dla 2-oktanolu wartosci

enancjoselektywnosci byty niskie we wszystkich 3 przypadkach.

Novozym 435 zostat wykorzystany w rozdziale kinetycznym racemicznych alkoholi
drugorzedowych, prowadzgc do otrzymania enancjomerycznie wzbogaconych
betaketoestrow w reakcji transestryfikacji, w ktérej zastosowano jako substrat

acetylooctan etylu. Reakcja ta takze jest prowadzona pod zmniejszonym
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cisnieniemP%. W czterech przypadkach uzyskano produkty, ktérych nadmiary

enancjomerycznych przekroczyty 90%.

O O o) 0
7
54i S4e
92% ee 96% ee
E=70 E= 226
O O

AL I

X

4 DO
97% ee 23;1/"036
E=203

Rysunek 11: Produkty uzyskane w rozdziale kinetycznym poprzez transestryfikacje
acetylooctanu etylu, katalizowanego przez Novozym 435 pod zmniejszonym
cisnieniem

Otrzymywanie nieracemicznych estrow kwasu acetylooctowego metodg
enzymatyczng poprzez transestryfikacje acetylooctanu etylu jest mozliwe, jednak
wymaga zastosowania prézni, co jest znacznym ograniczeniem tej metody. Alkohole
o niskich temperaturach wrzenia nie mogg by¢ stosowane jako substraty w rozdziale

kinetycznym.

2.6. Estry tert-butylowe kwasoéw karboksylowych

Estry tert-butylowe kwasow karboksylowych sg jedng =z najbardziej
rozpowszechnionych grup zabezpieczajgcych, ze wzgledu na ich odpornos¢ na atak
nukleofilowy oraz tatwos¢ usuniecia. Estry tert-butylowe nie sg hydrolizowane
w warunkach zasadowych, a w $rodowisku kwasnym sg hydrolizowane bardzo

wolno. Grupa karbonylowa estru nie jest dostepna dla odczynnikéw nukleofilowych.
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Zabezpieczanie estrow kwasow karboksylowych poprzez utworzenie estru tert-
butylowego jest w zwigzku z tym wazng syntetyczng procedurg. Jednak wtasciwosci
estrow tert-butylowych, ktore sprawiajg, ze sg one popularng grupg zabezpieczajaca,

sprawiajg, ze ich synteza jest trudniejsza niz innych estrow?™,

2.6.1. Chemiczne metody syntezy estrow tert-butylowych

Jedng z najprostszych metod syntezy estréw tert-butylowych jest reakcja kwasu
karboksylowego i izobutylenu w obecnosci katalizatora kwasowego. Inng metoda jest
bezposrednia reakcja kwasu karboksylowego z tert-butanolem w obecnosci
karbodiimidu®® lub  1,1-karbonylodiimidazolu®”. Mniej wydajnymi metodami
opisanymi w literaturze sa: reakcja chlorku kwasowego z tert-butanolem w obecnosci
pirydyny™, reakcja chlorku kwasowego z tert-butanolem sodu lub halogenkiem tert-

331 reakcja kwasu karboksylowego z bezwodnikiem BOCPY oraz utlenienie

(35]

butylu

aldehydu w tert-butanolu

Estry tert-butylowe sg doskonatg grupa zabezpieczajacg grupe karboksylowa,
dlatego poszukuje sie nowych, wydajnych i efektywnych metod otrzymywania tej

grupy zwigzkow.

2.6.2. Enzymatyczna funkcjonalizacja estrow tert-butylowych

Synteza chiralnych alkoholi 3-rzedowych oraz ich estrow jest wielkim wyzwaniem
w chemii organicznej. Optymalna metoda syntezy zwigzkow z centrum
stereogenicznym na czwartorzedowym atomie wegla nie zostata znaleziona. Metody
chemiczne czesto wymagajg toksycznych reagentdéw, bardzo niskich lub wysokich

temperatur, dlatego poszukiwane sg nowe metody syntezy, przyjazne sSrodowisku.

Opracowanie optymalnej metody syntezy optycznie czystych trzeciorzedowych
alkoholi jest pozadane, poniewaz zawierajg grupe funkcyjng wystepujacg w wielu
zwigzkach naturalnych. Przyktadami sg: linalol, ktory jest srodkiem zapachowym do

produkcji perfum, mydet, detergentéw, taxol — organiczny zwigzek chemiczny z
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grupy alkaloidow terpenowych typu taksandw o dziataniu cytostatycznym
i przeciwnowotworowym oraz efavirenz, lek przeciwretrowirusowy, ktéry zwalcza

zakazenie HIV poprzez zmniejszenie liczby wiriondw we krwit*®!.

Zastosowanie esteraz i lipaz do rozdziatu kinetycznego alkoholi trzeciorzedowych
jest ograniczone, poniewaz wiekszos¢ dostepnych komercyjnie enzymow nie
akceptuje TA jako substratow. W eksperymencie sposrod 25 komercyjnie dostepnych
lipaz i esteraz tylko lipaza z Candida rugosa i lipaza A z Candida antarctica wykazaty

aktywnosc.

Analiza zaleznosci miedzy strukturg a funkcjg centrum aktywnego esterazy
odkryta  podstawe molekularng tego ograniczenia. Aktywnos¢  wobec
trzeciorzedowych alkoholi jest zwigzana z budowg dziury oksyanionowej — miejsca
wigzacego, ktére stabilizuje tetrahedryczny stan przejsciowy w hydrolizie estréw. W
wiekszosci lipaz
i esteraz obecna jest glicyna, obok rozlegtej hydrofobowej reszty (X). Grupa
karbonylowa tak zwanego motywu GX skierowana jest w strone alkoholu i zapobiega

wigzaniu alkoholu z trzema podstawnikami (Rys.11).

Esteraza z “X
Pseudomonas grupa karbonylowa
fluorescens v

Reszty z dziury
oksyanionowej

Rysunek 12: Budowa przestrzenna esterazy z Pseudomonas fluorescens

Niektére podklasy hydrolaz majg szersze centrum aktywne z motywem
zawierajgcym trzy glicyny lub dwie glicyny i alanine, wraz z rozlegta resztg
aminokwasowg (X). Enzymy nalezace do grupy zwanej GGG(A)X charakteryzujg sie

podobienstwem do esterazy acetylocholiny. Zostato udowodnione, ze lipazy i
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esterazy nalezace do tej grupy sg stosowane do hydrolizy estréw alkoholi
trzeciorzedowych

z dobrymi wydajnosciami. W obrebie tej grupy enzymow przestrzen w dziurze
oksyanionowej jest powiekszona, co pozwala bardziej wymagajacym sterycznie
substratom (np. z czwartorzedowym atomem wegla) na wejscie do centrum
aktywnego. Przykfadami takich enzymoéw sa: PLE (esteraza z watroby swinskiej),
esteraza acetylocholiny z weza Bungarus fasciatus, grzybdéw, bakterii Gram+

i Gram-.
Zaobserwowanie, ze ten motyw determinuje aktywnos$¢ wobec trzeciorzedowych

alkoholi, pozwolito na odkrycie wielu enzymow.

@) @

)k PPE k OH
0 0

Y

R pH 7.5
° DMSO ~R " R
R 1 R 2 R ] R 32 3
rac-55 ent-55 ent-56
R.=2", 3, 4'-pirydylo, Ph E <20
R,=Me. CF;

R,= CCH, CHCH,

Schemat 26: Rozdziat kinetyczny alkoholi trzeciorzedowych katalizowany przez

esteraze z P. Putida

Lipaza A z C. antarctica (CAL-A) jest enzymem nienalezgcym do klasy GX ani
GGG(A)X, ale wykazuje bardzo duzg aktywnosc¢ i enancjoselektywnos¢ wobec
alkoholi trzeciorzedowych. Jest to zwigzane z faktem, Zze kwas asparaginowy
stabilizuje dziure oksyanionowg (Rys. 13). Lipaza ta jest stosowana do syntezy,
miedzy innymi oleinianu tert-butylowego. Katalizuje synteze chiralnych alkoholi

trzeciorzedowych poprzez transestryfikacje (Schemat 27).
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Lipaza z Candida Antarctica

A\

Reszty z dziury oksyanionowej

Rysunek 13: Budowa przestrzenna lipazy z Candida antarctica

I
OH CAL-A O
R -~ )\
R R, octanwinylu R{ RRE,2
rac-56 ent-55
OH HO
(I N
S-56a n=1 E>100 R-56¢
S-56b n=2 E=7 E=65

Schemat 27: Katalizowana przez lipazy transestryfikacja alkoholi trzeciorzedowych

Mikroorganizmy sq obiecujgcym zrodtem enzymow aktywnych
i enancjoselektywnych wobec alkoholi trzeciorzedowych. Wyizolowano szereg
szczepow bakteryjnych, z czego 14 uzywato octanu tert-butylu jako jedynego zrodta
wegla, 5 z nich byto Gram-ujemnych, a wiekszo$¢ bakteryjnych esteraz
wykazujacych aktywnos¢ byta Gram-dodatnich. Kilka ze szczepoéw pozwolito na
uzyskanie produktéw z wysokg enancjoselektywnoscig (E powyzej 70), (Rysunek
14).
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Rysunek 14: Estry tert-butylowe poddane enzymatycznej hydrolizie

@ O

)k ekstrakt komorkowy )k
O > 0o +
R 1&\ pH 7.5 R 1\k R 1%
R R, R, R, R ‘R

2

Schemat 28: Enzymatyczna hydroliza estrow tert-butylowych

Inzynieria biatkowa jest narzedziem do uzyskiwania ulepszonych biokatalizatorow,
ktére mogtyby katalizowa¢ synteze optycznie czynnych alkoholi trzeciorzedowych.
Enzymy uzyskane w ten sposéb wykazujg sie wysokag specyficznoscia. Podejscie
majgce na celu uzyskanie esteraz z aktywnoscig wobec trzeciorzedowych alkoholi
z Bacillus stearothermophilus i Pseudomonas fluorescens poprzez technike PCR
zawiodto. Stwierdzono, ze konfiguracja dziury oksyanionowej w tych GX hydrolazach
hamuje aktywnos¢ wobec trzeciorzedowych alkoholi i nie mozna tego zmieni¢
poprzez losowe wstawianie aminokwasoéw. W przypadku esterazy z Paenibacillus
barcinonensis pomimo strukturalnego podobienstwa do GGG(A)X enzymow,
aktywnos¢ wobec alkoholi trzeciorzedowych byta niska. Po analizie centrum
aktywnego okazato sie, ze enzym nalezy do klasy GGG(A)X, ale ma seryne na

trzeciej pozycji. Mutacja do motywu GGG-X zwiekszyta aktywno$¢ P. Barcinonensis

50

http://www.rcin.org.pl



oraz PLE. Okazato sie, ze wymiana na alanine w 1 i 3 pozycji (AGGX, AGAX, GGAX)
jest tolerowana. Druga glicyna wydaje sie by¢ kluczowa dla utrzymywania aktywnosci

wobec alkoholi trzeciorzedowych.

W przypadku esterazy BS2 z Bacillus subtilis pierwsza glicyna jest kluczowa dla
enancjoselektywnosci. Po zamianie na alanine E wzrosto (od 42 do ponad 100).
Kwas glutaminowy w N-terminalnej pozycji BS2 zostat zidentyfikowany jako kolejny
kluczowy dla enancjoselektywnosci aminokwas. Zastgpienie go asparaging rowniez

poprawito enancjoselektywnos¢ (Schemat 29).

Esteraza z ‘
Bacillus subtilis BS2

Reszty z dziury oksyanionowej

Rysunek 15: Budowa przestrzenna esterazy z Bacillus subtilis BS2

HO, ,CF, OAc_ .CF,
S RNs
OAc_ CF; BS2 G105A, BS2 E188D: E>100
N (R)-569 (S)-559 BS2 M193C E=16

HO_ CF, OAc, ,CF,
rac-55g
N X BS2E188F E=2
- m BS2 E188\W E=26
BS2 E188W/M193C E=64
(S)- 569 (R)-55g

Schemat 29: Caltkowita inwersja enancjoselektywnosci esterazy BS2 z B. subtilis

poprzez mutageneze
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Przyktadami zastosowania enzymow do otrzymywania chiralnych alkoholi
trzeciorzedowych jest rozdziat kinetyczny produktow reakcji Passeriniego.
Trzeciorzedowe hydroksykarboksylamidy okazaty sie by¢ trudnymi substratami, jako
ze z 40 testowanych enzymow tylko 3 wykazaty aktywnos¢. Najlepszy enzym,
nalezaca do grupy GGG(A)X esteraza Est8, pozwolita na otrzymanie produktu

z enancjoselektywnoscig 42.

0]

/lkOH Passerini MCR /(ll R
o a) DCM, rt Oﬁ
/U\ b) 1M LiC;, rt 0
CN rac-57
R= Me E=19
R=CF, E=42

Schemat 30: Chemoenzymatyczna synteza hydroksykarboksyloamidéw
w multikomponentowej reakcji Passeriniego i rozdziale kinetycznym katalizowanym

przez esteraze

2.6.3. Podsumowanie rozdziatu

W ciggu ostatnich lat dokonano wielkiego postepu w identyfikacji enzymoéw
katalizujgcych enancjoselektywng synteze estrow alkoholi trzeciorzedowych. Przede
wszystkim znalezienie motywu GGG(A)X utatwito odkrycie nowych hydrolaz
akceptujgcych te wymagajgce sterycznie substraty. Ponadto inzynieria biatkowa
Zznacznie pomogta w zrozumieniu i ulepszeniu enzymow, aby byty bardziej uzyteczne
syntetycznie. Jednak zakres substratow i aktywnos¢ specyficzna wiekszosci
biokatalizatorow akceptujgcych alkohole trzeciorzedowe sg nadal zbyt ograniczone,
aby pozwoli¢ na szerokie zastosowanie w syntezie organicznej. Konieczne sg dalsze
badania, ktére pozwolityby opracowac efektywne rozdziaty kinetyczne estrow alkoholi
trzeciorzedowych, rownie przystepne jak alkoholi pierwszo- i drugorzedowych.
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2.7. Podsumowanie czesci literaturowej

W czedci literaturowej przedstawiono wybrane przyktady zastosowania enzymow
w syntezie organicznej. Wiele syntez z wykorzystaniem enzymow przebiega
stereoselektywnie oraz umozliwia otrzymanie optycznie czystych zwigzkow.
Zaprezentowano wykorzystanie enzymow do rozdziatu kinetycznego racemicznych
alkoholi, estrow i kwasow z wykorzystaniem hydrolaz. Przedstawiono szereg metod
uzyskania optycznie czystych estrow i ich pochodnych na drodze hydrolizy estrow,
estryfikacji kwasow karboksylowych oraz transestryfikacji estrow. Zaprezentowano
przyktady otrzymywania enancjomerycznie czystych laktonéw i laktamodw, poprzez
katalizowane enzymami cyklizacje, zachodzgce zgodnie z opisanymi regutami

Baldwina.

Estry kwasu acetylooctowego, szczegdlnie nieracemiczne, majg szerokie
zastosowanie w przemysle oraz sg waznymi substratami do syntezy wielu zwigzkow
o aktywnosci biologicznej. W pracy przedstawiono znane literaturowo metody
chemiczne otrzymywania tej klasy zwigzkow, ktére opierajg sie na transestryfikacji
acetylooctanu etylu i 2,2,6-trimetylo-4H-1,3-dioksyno-4-onu z zastosowaniem
réznych katalizatorow w wysokich temperaturach oraz kondensacji aldehydow i
zwigzkow diazowych. Enzymatyczne metody syntezy tych zwigzkéw polegajg na
reakcji diketenu z alkoholami oraz transestryfikacji acetylooctanu alkoholami w

obecnosci Novozymu 435 pod zmniejszonym cisnieniem.

W pracy opisano rowniez zastosowanie i chemiczne metody syntezy estrow tert-
butylowych. Szczegdlng uwage poswiecono znanym w literaturze reakcjom
enzymatycznym estrow tert-butylowych. Generalnie estry te nie sg substratami dla
enzymow i nie sg przez nie hydrolizowane ani nie ulegajg innym transformacjom.
Tylko niektore enzymy, o $cisle okre$lonej budowie, zawierajagce motyw GGG(A)X,
sgq w stanie hydrolizowa¢ tego typu estry. W pracy przedstawiono przyktady
zastosowania tych enzymoéw do enancjoselektywnej hydrolizy racemicznych estrow

tert-butylowych.
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3. Badania wtasne

3.1. Cel badan

Celem przedstawionej pracy bylo opracowanie nowych metod syntezy estrow,
wykorzystujgcych przede wszystkim reakcje enzymatycznej transestryfikaciji.
Poniewaz powszechnie stosowanymi reagentami w takich reakcjach sg estry
winylowe lub estry propargilowe, istotne byto podjecie badan nad znalezieniem
nowych substratdw do tych reakcji. Szczegdlne znaczenie majg estry kwasu
acetylooctowego, dlatego wydawato sie kluczowe sprawdzenie, czy enzymy mozna
wykorzysta¢ do syntezy tej klasy zwigzkéw. Dotychczas opracowano enzymatyczng
metode syntezy B-ketoestréw, polegajacg na transestryfikacji acetylooctanu etylu z

zastosowaniem zmniejszonego ci$nienia, ktdra ma wiele ograniczen.

Wspomniane B-ketoestry nie sg jedynymi przedstawicielami ketoestréw. Dlatego
kolejng kwestig, ktora wydawata sie istotna i warta zainteresowania, byto
sprawdzenie, czy estry posiadajgce grupe karbonylowg w innej pozycji niz  mogq

by¢ takze dogodnymi reagentami do reakcji transestryfikac;ji.

Ponadto istotne byto poréwnanie nowo opracowanych metod do metod znanych,
takich jak enzymatyczna hydroliza badz estryfikacja. Szczegdlne znaczenie ma
opracowanie nowych metod syntezy estrow enancjomerycznie czystych, ktore sg

cennymi potproduktami w syntezie organicznej.
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3.2. Badania nad rozdzialem kinetycznym estru metylowego kwasu

2-benzylo-2-metylo-3-oksomastowego katalizowanym enzymami

Synteza zwigzkow organicznych z czwartorzedowym centrum stereogenicznym
jest wielkim wyzwaniem w chemii organicznej. Centrum stereogeniczne na
czwartorzedowym atomie wegla jest czesto kluczowe dla aktywnosci biologicznej
zwiazkow naturalnych i lekow™®. Wsrod tych zwiazkéw dipodstawione B-ketoestry
sq wazng grupa organicznych blokéw budulcowych®®. Majg zastosowanie w
syntezie naturalnie wystepujacych zwigzkow bioaktywnych, jak na przykfad o,c-di

podstawione aminokwasy, pochodne cycloheks-2-en-1-onu i innet*".

Najbardziej popularng metodg otrzymywania tego typu zwigzkow jest
asymetryczne alkilowanie a-podstawionego estru kwasu acetylooctowego
z zastosowaniem chiralnych katalizatoréw. Metoda ta ma pewne ograniczenia,
zawada steryczna pomiedzy podstawnikami na czwartorzedowym atomie wegla
czesto uniemozliwia bowiem powstawanie produktu. Enzymatyczny rozdziat

kinetyczny wydaje sie byc¢ alternatywq dla tej reakcji.

O O O O
R2-X Enzym M -~
M o~ o O/ - . @)
chiralny pomocnik R¢ R, KR !
1
59 (R) lub (S)-60 rac-60

Schemat 31: Otrzymywanie nieracemicznych pochodnych kwasu 2-benzylo-

2-metylo-3-oksomastowego

Celem badan byto zbadanie wptywu enzyméw na  konwersje
i enancjoselektywnos¢ enzymatycznej hydrolizy racemiczmego estru metylowego
kwasu 2-benzylo-2-metylo-3-oksobutanowego, ktory zostat uzyty jako zwigzek
modelowy.
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(0] (@]
O/ Enzym
+ - O/
pH= 7.4 +
aceton
(S)-61 (R)-61 (R)-61

63
Schemat 32: Rozdziat kinetyczny estru metylowego kwasu 2-benzylo-2-metylo-

3-oksobutanowego przez hydrolize. Kwas 2-benzylo-2-metylo-3-oksobutanowy

ulega dekarboksylacji, tworzac 3-metylo-4-fenylo-but-2-on

Reakcja hydrolizy enzymatycznej estru metylowego kwasu 2-benzylo-2-metylo-
3-oksobutanowego byta prowadzona w temperaturze pokojowej, w mieszaninie
acetonu i buforu fosforowego, uzytej jako rozpuszczalnik. Po przeprowadzeniu
screeningu enzymatycznego okazato sie, ze tylko niektére z nich katalizujg te
reakcje. Novozym (a), Lipaza z Candida antarctica (b), Lipaza z Rhizopus niveus
(c), Lipaza z kietkow pszenicy (d), PLE (e), Cellulaza z Aspergillus niger (f), Acylaza
z Aspergillus melleus (g), Lipaza z Candida cylindracea (h), Pektynaza z Aspergillus
niger (i), Papaina (j), Lipaza z Candida lipolytica (k), Lipaza z Rhizopus arrhizus (l),
Lipaza

z Pseudomonas fluorescens (m), GLAP (n), Lipaza z Porcine Pancreas (0).

Tabela 4 pokazuje uzyskane wyniki konwersji i enancjoselektywnos$ci reakciji

hydrolizy katalizowanej enzymami.
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Lp. Enzym Kon. (%) E.e. E
(%)

1 A 40 43 3,2
2 B 51 4.1 0.9
3 C 25 3.9 1
4 D 38 15 1,8
5 E 57 20 1.6
6 F 52 3.2 1.1
7 G 79 11 1.7
8 H 47 4.4 1
9 I 86 3.7 1.7
10 J 51 26 2,3
11 K 58 2.1 1,1
12 L 41 32 2.4
13 M 95 1.2 1.8
14 - 0 0 Nd

Tabela 4: Wptyw enzymu na konwersje i enancjoselektywnosc¢ reakcji hydrolizy

Wszystkie eksperymenty zostaty przeprowadzone w tych samych warunkach
(24 godziny), wiec mozliwe byto poréwnanie efektu kinetycznego kazdego enzymu.
W  wiekszosci przypadkdéw uzyskano konwersje okoto 50%, tylko w trzech
przypadkach byta ona wyzsza (Tabela 7 Ip. 7,9 i 13), a w jednym przypadku
znacznie nizsza, zaledwie 25% (Tabela 7, Ip. 3). Warto$ci nadmiarow
enancjomerycznych nie sg wysokie, produkt z najwyzszym nadmiarem (43%)

uzyskano dla Novozymu 435 (Tabela 5, Ip. 1).
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Jak wykazano wczesniej, zastosowanie mieszaniny dwdéch lub wiecej enzymow
zamiast jednego pozwala zwiekszy¢ szybkos¢ reakcji. Postanowitam zastosowac
kilka mieszanin enzymow do reakcji hydrolizy. We wszystkich przypadkach
mieszanina enzymoOw  przyspieszata hydrolize, ale reakcje nie byly
enancjoselektywne, we wszystkich przypadkach uzyskatam mieszaniny
racemiczne. Wyniki wskazujg na to, ze grupa karbonylowa obecna w substracie
moze byC¢ odpowiedzialna za brak enancjoselektywnosci. W celu potwierdzenia
tego przypuszczenia zdecydowatam sie uzyC substratu z grupg hydroksylowg

zamiast karbonylowe;.

0 0 OH O
O/ NaBH, (E)H O
MeOH 3
é 62 é 63
rac-61
Enzym
pH=7,4; acetonitryl
24h
OH O OH O
: ~
é 64 é 63

Schemat 33. Redukcja grupy karbonylowej NaBH; i enzymatyczna hydroliza

mieszaniny diasteroizomerycznych alkoholi

W  wyniku redukcji estru metylowego kwasu 2-benzylo-2-metylo-
3-oksobutanowego z NaBH; uzyskatam mieszanine diastereoizomerycznych

alkoholi 62 i 63 (Schemat 33), ktéra zostata uzyta jako substrat do enzymatycznej
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hydrolizy. Eksperyment zostat przeprowadzony w standardowych warunkach.

Wyniki zostaty przedstawione w Tabeli 5:

Lp. | enzym Kon. (%) E.e. (%) E
1 A 48 31 2.5
2 N 56 18 1.7
3 E 49 4.2 1.1
4 H 23 11 2.0
5 F 18 3.5 0.9
6 O 58 3.2 1.3

Tabela 5: Wptyw enzymu na konwersje i diastereoselektywnosc¢ hydrolizy

Konwersja byta rowniez okoto 50% w wiekszosci przypadkéw, dla dwdch
enzyméw byta duzo nizsza (Tabela 5, Ip. 4 i 5). Wartosci nadmiarow
diastereoizomerycznych sg réwniez niewysokie, najwyzszg wartos¢ uzyskano,
stosujgc Novozym 435 (Tabela 5, Ip. 1). Wynika z tego, ze kinetyka reakcji jest
podobna dla substratu z grupg karbonylowg i hydroksylowa.

3.2.1. Podsumowanie rozdziatu

Po przestudiowaniu wptywu enzymu na rozdziat kinetyczny przez hydrolize estru
metylowego kwasu 2-benzylo-2-metylo-3-oksobutanowego okazato sie, ze reakcja
jest efektywnie katalizowana przez enzymy, ale nie jest enancjoselektywna.
Wartosci nadmiarow enancjomerycznych sg niskie dla wiekszosci enzymow. Po
redukcji grupy karbonylowej efekt jest podobny, hydroliza jest efektywna, ale
enancjoselektywnos¢ niska.

Wykazano, ze enzymy przyspieszajg hydrolize, jednak reakcja nie jest ani
enancjoselektywna, ani diastereoselektywna. Powodem tego moze by¢ fakt, ze

otrzymywanie zwigzkéw z centrum stereogenicznym na czwartorzedowym atomie
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wegla jest bardzo trudne, a obecnos¢ grupy karbonylowej i hydroksylowej w poblizu

tego centrum praktycznie to uniemozliwia.

3. 3. Badania nad enzymatycznym rozdzialem kinetycznym adduktéw

reakcji Baylisa-Hilmana

ao-Metyleno-B-hydroksy, estry i ketony sg bardzo uzytecznymi substratami
w syntezie wielu zwigzkéw, a takze sg szeroko stosowane miedzy innymi

w przemysle farmaceutycznym, rolnictwie i produkcji barwnikow!*?

. Zwigzki te
w prosty sposéb otrzymywane sg w formie racemicznej poprzez addycje zwigzkow
a,B-nienasyconych do aldehydow!*®. Przeprowadzono wiele eksperymentow,
majacych na celu otrzymanie tych adduktéw w formie enancjomerycznie czystej lub
wzbogaconej, przede wszystkim synteze z zastosowaniem chiralnych

[44], [45] : [46]

katalizatorow i rozdziat kinetyczny

Celem tego etapu pracy byto wykonanie badan nad enzymatycznym rozdziatem
kinetycznym estru etylowego kwasu 2-metyleno-3-hydroksy-3-fenylopropionowego
poprzez reakcje hydrolizy enzymatycznej oraz kwasu 2-metyleno-3-hydroksy-3-
fenylopropionowego poprzez enzymatyczng estryfikacje. Zbadano wptyw enzymu

oraz donora grupy alkoksylowej na konwersje i enancjoselektywnosé.

Przeprowadzitam synteze estru etylowego kwasu 2-metyleno-3-hydroksy-
3-fenylopropionowego z benzaldehydu i akrylanu etylu, uzywajgc DABCO jako

katalizatora.

OH O

N0
DABCO
o)
64 65 \W 66

Schemat 34: Synteza estru etylowego kwasu 2-metyleno-3-hydroksy-
3-fenylopropionowego (Reakcja Baylisa-Hillmana)
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Otrzymany addukt zostat poddany hydrolizie enzymatycznej. Srodowiskiem
reakcji byta mieszanina acetonu i buforu fosforanowego o pH 7,4. Wyniki hydrolizy

enzymatycznej sg przedstawione w Tabeli 6.

OH O OH O
o OH +
Enzym

pH=7,4

Schemat 35: Enzymatyczna hydroliza estru etylowego kwasu 2-metyleno-

3-hydroksy-3-fenylopropionowego

Lp. Enzym Kon. (%) e.e. E
(%)
1 Novozym 435 41 10 1.3
2 Lipaza z Rhizopus 51 3 1.1
niveus
3 Papaina 47 3 1.1
4 Amano lipaza AK 35 rac nd
5 Lipaza z kietkow 47 5 1.2
pszenicy
6 PLE 41 rac nd
7 Slepa préba 0 nd nd

Tabela 6: Wptyw enzymu na konwersje i enancjoselektywnos$é

Dla préby bez enzymu nie uzyskano produktu, natomiast w obecnosci enzymow

ester jest hydrolizowany. Enzymy przyspieszajg reakcje hydrolizy, ale nie jest ona
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enancjoselektywna. Dla wszystkich enzyméw przy podobnych konwersjach

otrzymano produkty racemiczne.

W nastepnej kolejnosci postanowiono przeprowadzi¢ rozdziat kinetyczny przez
estryfikacje. Racemiczny ester etylowy estru etylowego kwasu 2-metyleno-
3-hydroksy-3-fenylopropionowego poddatam hydrolizie chemicznej, otrzymujgc

kwas 2-metyleno-3-hydroksy-3-fenylopropionowy.
OH O OH O
o7 >_ OH
NaOH
MeOH
66 67

Schemat 36: Hydroliza chemiczna estru etylowego kwasu 2-metyleno-3-hydroksy-3-

fenylopropionowego

7
OH O R/\\o OHOJ

OH

Enzym
rac- 67 toluen S-66 R-67

Schemat 37: Enzymatyczna estryfikacja kwasu 2-metyleno-3-hydroksy-3-

fenylopropionowego

Enzymatyczng estryfikacje prowadzono w toluenie w temperaturze 50°C. Jako
donoréw grupy etoksylowej uzyto ortooctanu trietylu i ortobenzoesanu trietylu.
Wyniki sg przedstawione w Tabeli 7.
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Lp. Enzym R= Kon. (%) E.e. E
(%)
1 Novozym 435 -Ph 49 99 752
2 Amano Lipaza PS -Ph 48 70 11
3 Lipaza z Rhizopus -Ph 50 63 8
niveus
4 Lipaza z -Me 31 17 1.5
Pseudomonas cepacia
5 Lipaza z kietkéw -Me 42 23 1.9
pszenicy
6 GLAP -Me 40 52 4
7 Amanolipaza z -Me 21 32 2.1
Pseudomonas
fluorescens

8 Novozym 435 -Me 29 55 4
9 Amanolipaza PS -Me 70 3 1.1
10 Papaina -Me 15 80 10
11 PLE -Me 25 20 1.6
12 - -Ph 0 nd nd
13 - -Me 0 nd nd

Tabela 7: Enzymatyczna estryfikacja kwasu 2-metyleno-3-hydroksy-3-

fenylopropionowego

Dla reakcji bez enzymu (Tabela 7, Ip. 12 i 13) nie uzyskano produktéw, co
oznacza, ze reakcja jest katalizowana przez enzymy. Stosujgc ortooctan trietylu
jako donor, otrzymano produkty z dos¢ niskg enancjoselektywnoscig. Najwyzszg
wartos¢ enancjoselektywnosci uzyskano dla Papainy (Tabela 7, Ip. 10). Stosujac
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ortobenzoesan ftrietylu, uzyskano produkty z wyzszg enancjoselektywnoscig. Dla
kombinacji Novozym 435 i ortobenzoesan trietylu uzyskano produkt z bardzo

wysokag enancjoselektywnoscig (Tabela 7, Ip. 1).

3.3.1. Podsumowanie rozdziatu

Reakcja  hydrolizy estru etylowego kwasu  2-metyleno-3-hydroksy-
3-fenylopropionowego jest przyspieszana przez enzymy, jednak nie jest
enancjoselektywna.  Reakcja  estryfikacji kwasu  2-metyleno-3-hydroksy-
3-fenylopropionowego wydaje sie by¢ dogodniejszga metodg otrzymywania
enancjomerycznie wzbogaconych adduktéw reakcji Baylisa-Hillmana — otrzymano
produkty z wysokimi nadmiarami enancjomerycznymi. Ortobenzoesan trietylu
rowniez okazat sie by¢ lepszym donorem grupy etoksylowej niz ortooctan trietylu,
jako ze otrzymano produkty z wyzszymi nadmiarami enancjomerycznymi. Dla

Novozymu uzyskano produkt z bardzo wysokg enancjoselektywnoscia.

3.4. Badania nad rozdzialem kinetycznym kwasu trans-2-fenylo-

cyklopropano-1 karboksylowego i jego pochodnych

Enancjomerycznie czyste pochodne kwasu trans-2-fenylo-cyklopropano-
1-karboksylowego sg wazng grupg zwigzkow chemicznych, ktére petnig istotng role
w chemii organicznej i majg szerokie spektrum wiasciwosci biologicznych!*” takich
jak: inhibicja enzymu, dziatanie przeciwdrobnoustrojowe, przeciwrakowe i przeciw

wirusowe®!.

Majg szerokg game zastosowan w syntezie lekéw i biologicznie czynnych
czasteczek oraz stosowane jako substraty w syntezie PB-aminokwasow!?.
Interesujgce wiasciwosci strukturalne i znaczgace dziatanie farmakologiczne sg
rowniez kluczowe dla wielu naturalnych produktéw, jak B-laktamy i inne
farmaceutyki*. Kwas trans 2-fenylo-cyklopropano-1-karboksylowy jest stosowany
w syntezie kwasu (9-R,10-S) -dihydrosterkulinowego, znanego kwasu ttuszczowego

mikroorganizmow i subtropikalnych ro$lin®®. Inne wazne substancje otrzymywane
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z chiralnych pochodnych tego zwigzku to tranylcypromina, s$rodek stosowany
w leczeniu depresji®". Chiralne pochodne sg ponadto zwigzkami budulcowymi do
syntezy zwigzkow aktywnych biologicznie, miedzy innymi herbicydéw oraz

inhibitoréw w leczeniu raka i wirusa HIV®Z,

Poniewaz pochodne kwasu trans-2-fenylo-cyklopropano-1-karboksylowego sg
bardzo waznymi blokami budulcowymi i substratami do syntezy wielu zwigzkow
biologicznie czynnych, poczyniono wiele staran w celu opracowania efektywnej
metody syntezy tychze zwiazkdw!*’\. Znang metodg otrzymywania tych pochodnych
jest asymetryczne cyklopropanowanie, czyli reakcja olefin z diazooctanami i
réznymi typami pomocnikéw chiralnych[48]. Jako katalizatory znane sg na przyktad:
katalizator (Salen)Ru(Il)*®*", chloro-(n6-p-cymen)(@amidofosforyny rutenu (1), 2-

[54] [55]

arylo-5,5-bisoksazolino-2-yl[1,3]dioksany”™, ligandy Aza-bis(oksazoliny)™, 2,2-

bipirydyny

i pirydylomonooksazoliny®®®!

. Pochodne witaminy Bi, sg rowniez efektywnymi
katalizatorami asymetrycznego cyklopropanowania®”. Produkty enancjomerycznie
czyste zostaty otrzymane z wysokimi wydajnosciami, jednak duzg wadg tej metody
jest fakt, ze zwigzki diazowe sg wybuchowe, niestabilne i silnie toksyczne, co
ogranicza ich zastosowanie, totez enzymatyczny rozdziat kinetyczny estru nie byt

efektywny 1.

Celem tego etapu badan byto opracowanie efektywnego rozdziatu kinetycznego
(EKR) dla kwasu trans-2-fenylo-cyklopropano-1-karboksylowego 68. W pierwszej
kolejnosci zastosowano podejscie przez estryfikacje. Racemiczny ester 69

otrzymano metodg chemiczna.

A EtOH A

=T COOH H,SO, Ph™

COOEt

rac-68 rac-69

Schemat 38: Synteza chemiczna estru etylowego kwasu
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Istotne byto zbadanie wptywu waznych czynnikéw, takich jak rodzaj enzymu,
rozpuszczalnik i donor grupy etoksylowej w reakcji estryfikacji. Enzymatyczny

rozdziat kinetyczny poprzez estryfikacje zostat wykonany wedtug schematu:

~ COOH A

Ph"
. oksviowe Ph' COOH
ono ru eloKsylowe
+ (R,R)-68 Y OTHPY STORSYIOWE] + (R,R)-68
enzym,
/A. PhMe /A
Ph COOH Ph COOEt
(S,S)-69
(S,S)-68

Schemat 39: Enzymatyczny rozdziat kinetyczny przez estryfikacje

W pierwszej kolejnosci przebadano wptyw enzymu na przebieg reakcji. Jako
donora grupy etoksylowej uzyto tetraetoksyetanu i ortooctanu etylu, poniewaz we
wczesniejszych badaniach daly one satysfakcjonujace rezultaty®®. Tabela 8

pokazuje wyniki.
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Lp. Enzym Dla tetraetoksyetanu Dla ortooctanu etylu
kon.(%) | E.e. (%) E | Kon.(%) | e.e. (%) E
1 ) 0 nd nd 0 nd nd
2 Lipaza z kietkow pszenicy 16 11 1.3 27 2 1.1
3 Papaina 22 27 1,9 5 rac -
Lipaza z Rhizopus oryzae 55 3 1.1 41 rac )
5 Lipaza z Candida 22 15 1,4 12 3 1,1
cylindracea
6 Amano lipase PS 43 5 1,1 16 11 1,3
7 Lipaza z Candida 18 17 1.5 38 ° 1.3
antarctica
8 Lipaza z Hog pancreas 23 12 1,3 74 11 1,6
9 Lipaza z Mucor javanicus 22 9 1,2 48 13 1,5
10 Lipaza immobillizowana 19 6 1,1 20 5 1,1
sol-gel-AK
11 Proteaza z Rhizopus 20 10 1,3 42 10 1,3
12 PLE 23 15 1,4 12 10 1,2
13 Acylaza | z Aspergillus 38 22 1,3 11 rac -
melleus
14 Lipaza z Carica papaya 18 13 1,3
15 | Lipaza z Candida lipolytica 88 7 1,5 36 21 1,7
16 PLAP 22 10 1,3 11 rac -
17 Proszek acetonowy z 49 20 1,8 11 rac -
watroby dzika
18 Alkalaza CLEA 22 16 1,4 48 23 1,9
19 Amano lipaza AK 24 18 1,5 22 10 1,3
20 Novozym 63 14 1,6 28 17 1,5

Tabela 8: Enzymatyczny rozdziat kinetyczny racemicznego kwasu trans-2-fenylo-

cyklopropano-1-karboksylowego

http://www.rcin.org.pl
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Wszystkie eksperymenty przeprowadzono w takich samych warunkach,
uzywajac toluenu jako rozpuszczalnika w 50°C przez 48 godzin. Dla probki bez
enzymu nie uzyskano zadnego produktu (Tabela 8, Ip. 1). Dla wiekszosci enzymow
uzytych w reakcji uzyskano produkty nieracemiczne (Tabela 8, Ip. 2-20). Niestety

w wiekszosci przypadkow enancjoselektywnos¢ byta bardzo niska.

W nastepnym etapie zbadano wptyw donora grupy etoksylowej na przebieg
reakcji (Tabela 9).

Lp. Donor grupy Kon. (%) E.e.(%) E
etoksylowe]
1 Ortooctan trietylu 28 17 1,5
2 Ortomrowczan 32 18 1,6
trietylu
3 Tetraetoksymetan 63 14 1,6
4 1,2,-dietoksyetan 25 10 1,3
5 Acetylooctan etylu <1 nd nd
6 Acetal 16 6 1,1
benzaldehydu
7 Weglan dietylu <1 nd nd
8 Ortobenzoesan 40 51 10
trietylu

Tabela 9: Wptyw donora grupy etoksylowej na konwersje i enancjoselektywnosc¢ dla

Novozymu

Novozym 345 wybrano jako modelowy biokatalizator, poniewaz
enancjoselektywnos¢ reakcji dla obu donorow byta najwyzsza (Tabela 8, Ip. 20).
Tabela 9 przedstawia uzyskane wyniki. Dla  wiekszo$ci donorow
enancjoselektywnos¢ reakcji byta bardzo niska (Tabela 9, Ip. 1-4, 6, 8) lub

konwersja byta niska (Tabela 9, Ip. 5, 7). Dla ortobenzoesanu trietylu otrzymano
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produkt z wydajnoscia 40% i nadmiarem enancjomerycznym 51% e.e., co

odpowiada wartosci enancjoselektywnosci 10 (Tabela 9, Ip. 8).

Nastepna seria eksperymentéw zostata wykonana dla roznych enzymow przy
uzyciu ortobenzoesanu trietylu jako donora grupy etoksylowej. Tabela 10
przedstawia wybrane wyniki. Wszystkie enzymy pokazane w Tabeli 8 zostaty uzyte

jako biokatalizatory. Najlepsze wyniki sg podsumowane w Tabeli 10.

Lp. Enzym Kon.(%) | E.e. (%) E

1 Novozym 38 52 10

2 Lipaza immobillizowana sol-gel 81 5 1,3
-AK

3 Lipaza z Rhizopus arrhizus 55 15 1.3

Wheat germ 62 10 1,6

Proteaza z Rhizopus 71 20 1,4

Tabela 10. Enzymatyczny rozdziat kinetyczny z zastosowaniem ortobenzoesanu

trietylu jako donora grupy etoksylowej

Enzymatyczny rozdziat kinetyczny racemicznego kwasu 68 bez wzgledu na
enzym i donor grupy etoksylowej prowadzi do otrzymania enancjomerycznie
wzbogaconego estru z niskg enancjoselektywnoscia. Poniewaz nie uzyskano
produktow z wysokg enancjoselektywnoscig, postanowiono przeprowadzi¢ rozdziat
kinetyczny przez hydrolize. Racemiczny ester etylowy 69 zostat zsyntetyzowany

chemicznie, z zastosowaniem standardowej literaturowej procedury.

Reakcje enzymatycznej hydrolizy estru etylowego kwasu trans-2-fenylo-
cyklopropano-1-karboksylowego prowadzono w temperaturze pokojowej w dwoch
mieszaninach rozpuszczalnikbw zawierajgcych aceton i bufor fosforanowy (bufor
fosforanowy pH=7.0, 1:4 i 3:4 v/v).
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AL

COOEt
© enzym N COOH
_
+

69 (R,R) > 68 (R,R)
+ bufor fosforanowy
" COOEt aceton " COOEt

69 (S,S) 69 (S,S)

Schemat 40: Enzymatyczna hydroliza racemicznego estru etylowego kwasu trans-

2-fenylocyclopropano-1-karboksylowego 69

Lp. Enzym Kon.? (%) | E.e}(%) E®| Kon? %) | E.e.” E°
(%)
1 Slepa proba 0 nd nd 0 nd nd
2 Novozym 435 88 11 1,1 78 40 1,7
3 Proteaza z 92 rac - 44 rac -
Rhizopus
4 Proteaza z 90 rac - 22 10 2,3
Bacillus

amyloliquefaciens

5 Amanolipaza 55 rac - 36 5 1,3

AK z
Pseudomonas

fluorescens

6 PLE 65 rac - 72 6 1,1

Tabela 11. Enzymatyczny rozdziat kinetyczny przez hydrolize racemicznego estru

etylowego kwasu trans 2-fenylocyclopropano-1-karboksylowego

70

http://www.rcin.org.pl




(@ warunki: 1 ml acetonu, 4ml buforu fosforanowego, 3,5h; ° warunki: 1,5 ml

acetonu, 2ml buforu fosforanowego o pH=7, 10mg enzymu, 24h)

Spontaniczna hydroliza substratu okazata sie by¢ bardzo wolna i tworzenie
produktu nie zostato zaobserwowane. Reakcja hydrolizy jest katalizowana przez
enzymy, ale nie jest enancjoselektywna (Tabela 11). Jak wiadomo
enancjoselektywnos¢ reakcji enzymatycznej w duzej mierze zalezy od typu i ilosci
rozpuszczalnika. Dlatego nastepne eksperymenty zostaly przeprowadzone
W mieszaninie zawierajacej 43% acetonu jako rozpuszczalnika. Dla Novozymu
konwersja byta nizsza, ale wzrést nadmiar enancjomeryczny. Dla pozostatych
enzymow réwniez zaobserwowano spadek konwersji przy wzroscie nadmiaru

enancjomerycznego substratu.

W zwigzku z tym przeprowadzono serie eksperymentow w celu doktadnego
zbadania wptywu ilosci acetonu na konwersje i enancjoselektywnos¢ reakciji
hydrolizy. Novozym 435 zostat wybrany jako modelowy enzym, a reakcja byta
prowadzona w temperaturze pokojowej przez 2 godziny w 5 ml mieszaniny bufor

fosforanowy/aceton. Tabela 12 przedstawia uzyskane wyniki:
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Lp. | Stezenie acetonu | Kon. (%) E.e (%) E
1 0,05 41 10 1,5
2 0,1 35 3 1,2
3 0,2 47 9 1,3
4 0,3 66 14 1,3
5 0,5 55 20 1,7
6 0,6 39 26 3
7 0,7 30 42 149,8
8 0,8 50 4 1,2
9 0,9 71 4 1,1

Tabela 12: Wptyw stezenia acetonu na enancjoselektywnos¢ reakcji hydrolizy

katalizowanej przez Novozym 435

Przy niskim stezeniu acetonu wartosci enancjoselektywnosci sg niskie (Tabela
12, Ip. 1-4). Zwiekszenie stezenia acetonu do 60% spowodowato niewielki wzrost
enancjoselektywnosci do 3.02 (Tabela 12, Ip. 6). Natomiast przy stezeniu 70%
acetonu (Tabela 12, Ip. 7) uzyskano produkt z zaskakujgco wysokag
enancjoselektywnoscig 150. Dalsze podwyzszenie stezenia do 80 i 90% obnizyto

enancjoselektywnos¢ (Tabela 12, Ip. 8-9).

Wykazanie, ze przy bardzo wysokim stezeniu acetonu uzyskano produkt z
wysokg enancjoselektywnoscig jest niezwykle zaskakujgce. W wiekszosci
przypadkow rozpuszczalnik organiczny moze zwiekszy¢ stereoselektywnos¢ EKRu,

ale wysokie stezenie dezaktywuje enzym °%,
3.4.1. Podsumowanie rozdziatu

Rozdziat kinetyczny racemicznego kwasu 68 przez estryfikacje jest katalizowany
przez enzymy, jednak enancjoselektywno$¢ reakcji nie okazuje sie wysoka.
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Novozym 345 okazat sie by¢ najlepszym enzymem, a ortobenzoesan trietylu
najlepszym donorem grupy etoksylowej. Najwyzszg wartos¢ enancjoselektywnosci

osiggnieto dla tej kombinacji i wynosita ona 10.

Przeprowadzono drugie podejscie przez hydrolize estru etylowego kwasu
2-fenylo-cyklopropano1-karboksylowego. Przebadano wplyw enzymu oraz
rozpuszczalnika na enancjoselektywnosé. Wykazano, ze stezenie acetonu uzytego
jako korozpuszczalnika dla buforu jest dla niej kluczowe. Dla stezenia acetonu
rownego 20% dla szeregu enzyméw uzyskano produkty prawie racemiczne.
Zwiekszenie  stezenia do  43%  poskutkowato  znacznym = wzrostem
enancjoselektywnosci, a systematyczne badania wptywu stezenia rozpuszczalnika
potwierdzity ten wynik. Znaleziono odpowiednie warunki, aby uzyskac¢ produkt ze
znakomitg enancjoselektywnoscig. Dla stezenia 70% acetonu enancjoselektywnosé
osiggneta wartos¢ 150. Zaobserwowany fenomen znacznie rozszerza zakres
proceséw biokatalitycznych. Zaprezentowane warunki mogg bowiem zostaé
zastosowane do procesow biokatalitycznych, zwiekszajac efektywnos$¢ procesu.
Procedura jest bardzo prosta i mozna dzieki niej uzyskiwa¢ czyste produkty z

wysokg wydajnoscia.

3.5. Badania nad rozdziatem kinetycznym kwasu 3-fenylo-3-

metylopropionowego

Enancjomerycznie czyste kwasy 3-aryloalkanowe sg stosowane jako substraty do
asymetrycznej syntezy substancji przeciwbakteryjnych, jak na przyktad zwigzek
o angielskiej nazwie y-malyngolide, ktory jest naturalnie wystepujgcym laktonem
pochodzgacym z alg, kurkumen i kurkufenoli. Ponadto sg wykorzystywane w syntezie
aminokwaséw  [B-metylofenyloalaniny i [B-metylotyrozyny oraz pochodnych

diazoketonow®?.

Celem badan byto opracowanie efektywnego enzymatycznego rozdziatu

kinetycznego.
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Schemat 41: Rozdziat kinetyczny racemicznego estru 71 przez hydrolize

W pierwszej kolejnosci zastosowano podejscie przez hydrolize. Otrzymany
metodg chemiczng ester etylowy kwasu 3-metylo-3-fenylopropionowego poddano
hydrolizie enzymatycznej. Najpierw zbadano wptyw enzymu uzytego jako katalizatora

na konwersje i enancjoselektywnosc. Wyniki sg przedstawione w Tabeli 13:

Lp. Enzym Kon. (%) E.e. E
(%)
1 Novozym 68 17 1,4
2 Lipozym 17 13 5
3 Papaina 50 14 1,5
4 Lipaza z Wheat germ 23 14 3,2
5 Amanolipase 59 10 1,3
6 Alcalase CLEA 24 6 1,6
7 Lipaza z Candida 47 11 1,4
cylindracea
8 Acylaza z Aspergillus 30 10 1,8
melleus

9 Slepa préba - - -

Tabela 13: Hydroliza enzymatyczna estru etylowego kwasu 3-fenylo-

3-metylopropionowego

Wszystkie reakcje byly prowadzone w takich samych warunkach. Dla Slepej proby
bez enzymu nie uzyskano produktu. Dla 8 enzymdw uzyskano produkt hydrolizy.
Najwiekszg konwersje uzyskano dla Novozymu, to jest 68%. Wartosci nadmiarow
enancjomerycznych we wszystkich przypadkach sg rzedu 6-17%. Najwiekszg

wartos¢ enancjoselektywnosci uzyskano dla Lipozymu.
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Reakcja hydrolizy jest przyspieszana przez niektore enzymy, ale nie wykazuje
enancjoselektywnosci. Wartosci enancjoselektywnosci we wszystkich przypadkach
sq niskie, a najwyzsza uzyskana wartosc¢ to 5. Poniewaz rozdziat kinetyczny przez
hydrolize nie jest efektywny, zastosowano podejscie przez estryfikacje kwasu 3-
fenylo-3-metylopropionowego. Jako donora grupy etoksylowej uzyto ortooctanu
trietylu, poniewaz jest on efektywny w reakcjach enzymatycznej estryfikacji i pozwala
na uzyskanie produktow z wysokg enancjoselektywnoscig. Ponadto ze wzgledu na
niskg temperature wrzenia jego nadmiar jest tatwy do usuniecia podczas izolacji

produktu.

(@) (@)
Q)Q%H @Mm
L ,

rac-70 Rlub S-71 R lub S- 70

Schemat 42: Estryfikacja enzymatyczna (ortooctan trietylu jako donor grupy

etoksylowej)

Reakcje enzymatycznej estryfikacji prowadzono w toluenie w 50°C przez 24

godziny z roznymi enzymami. Wyniki przedstawione sg w Tabeli 14.
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Lp. Enzym Kon. (%) | E.e. (%) E
1 - 0 - -
2 Novozym 47 15 1,5
3 Lipozym 27 74 8,5
4 Lipaza z Candida Lipolytica 49 18 1,7
5 Papaina 88 4 2,6
6 Lipaza z kietkdw pszenicy 20 5 1,1
7 Esteraza z watroby konskiej 11 4 1
8 Lipaza z Rhizopus niveus 25 8 1,2
9 Alcalase CLEA 11 12 1,3
10 Amano lipaza z 36 5 1,1

Pseudomonas fluorescens
11 Lipaza z Candida cylindracea 12 12 1,3
12 Lipaza z Hog pancreas 15 8 1,2
13 Aspergillus melleus 2 Nd nd
14 Proteaza z Bacillus 6 Nd nd
amyloliquefaciens
15 Proteaza z Bacillus 2 Nd nd
lichenifornis
16 DLAP II - Nd nd
17 Lipaza immobillizowana sol- 2 Nd nd
gel-AK
18 Penicillium roqueforti <1 Nd nd
19 Lipaza z Mucor miehei <1 Nd nd
20 Proteaza z Rhizopus oryzae <1 Nd nd
21 Lipaza z Rhizopus arrhizus <1 Nd nd
22 Lipaza z Candida antarctica <1 Nd Nd

Tabela 14: Wptyw enzymu na enancjoselektywnos¢ enzymatycznej estryfikaciji

kwasu 70

Dla sSlepej proby nie uzyskano zadnego produktu. Natomiast dla wszystkich

enzyméw uzytych jako katalizatoréw uzyskano estry etylowe. W zaleznosci od
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zastosowanego enzymu uzyskano produkty z rdézng konwersjg i nadmiarem
enancjomerycznym. Dla czesci enzyméw: lipaza Aspergillus melleus, proteaza
z Bacillus amyloliquefaciens, Proteaza z Bacillus lichenifornis, DLAP, lipaza
immobillizowana sol-gel-AK, lipaza z Penicillium roqueforti, lipaza z Mucor miehei,
proteaza z Rhizopus oryzae, lipaza z Rhizopus arrhizus i lipaza z Candida
Antarctica uzyskano $ladowe ilosci produktu. Najwyzszg wartos¢ konwersji
zaobserwowano dla reakcji z papaing, to jest 88%. Produkt z najwyzszg
enancjoselektynoscig uzyskano dla Lipozymu, nadmiar enancjomeryczny wyniost

74% przy konwersji 27%.

W nastepnej kolejnosci zbadano wptyw donora grupy etoksylowej na konwersje
i enancjoselektywnos$¢. Eksperymenty przeprowadzono dla Lipozymu, czyli
enzymu, dla ktérego wartos¢ enancjoselektywnosci byla najwyzsza.
Przeprowadzono reakcje w tych samych warunkach dla ortomoéwczanu trietylu,
tetrametoksymetanu, dietoksyetanu, acetylooctanu etylu i weglanu dietylu. Wyniki

sg przedstawione w tabeli 15.

Lp. Donor Kon. (%) e.e. (%)
1 Otromréwczan trietylu 11 4
2 Tetraetoksymetan 65 3
3 Dietoksyetan 5 3
4 Acetylooctan etylu - -
5 Weglan dietylu 16 6
6 Ortooctan trietylu 27 74

Tabela 15: Wptyw donora grupy etoksylowe;j

Produkt z najwyzszg konwersjg otrzymano dla tetraetoksymetanu — 65%, jednak
warto$¢ e.e. byta bardzo niska. Okazato sie, ze uzyty wczesniej ortooctan trietylu

jest najlepszym donorem grupy etoksylowe;j.
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3.5.1. Podsumowanie rozdziatu

Przeprowadzono badania nad rozdziatem kinetycznym kwasu 3-fenylo-
3-metylopropionowego. Zastosowano dwa podejscia: przez hydrolize estru etylowego
kwasu 3-metylo-3-propionowego oraz przez estryfikacje kwasu z zastosowaniem
réznych donorow grupy etoksylowej. Dla hydrolizy przebadano wptyw enzymu na
konwersje i enancjoselektywnosé. Okazato sie, ze osiem enzymow katalizuje reakcje
hydrolizy, ale wartosci enancjoselektywnosci sg niskie. Dla estryfikacji zbadano
wptyw enzymu oraz donora grupy etoksylowej na konwersje i enancjoselektywnosc.
Okazato sie, ze najlepszym enzymem jest Lipozym, a najlepszym donorem grupy
etoksylowej — ortooctan trietylu. Otrzymano produkt z do$¢ wysokim nadmiarem

enancjomerycznym — 74% przy konwersji 27%.

3.6. Estryfikacja kwaséw karboksylowych weglanem dietylu katalizowana

enzymami

Celem badan bylo opracowanie efektywnej metody estryfikacji kwasow
karboksylowych z zastosowaniem weglanu dietylu jako donora grupy etoksylowe;j
katalizowanej enzymami. Jako zwigzku modelowego uzyto  kwasu
3-fenylopropionowego. Reakcje prowadzono w toluenie w temperaturze 35°C-40°C
w toluenie przez 24 godziny. Okazato sie, ze mieszanina enzymow: lipaza z kietkéw
pszenicy, acylaza z Aspergillus melleus, papaina, Amano lipase AK z
Pseudomonas fluorescens i Novozym 435 jest efektywnym katalizatorem reakc;ji
estryfikacji i pozwala na otrzymanie produkiu z wysokg wydajnoscia (96%).
Przestudiowano wptyw substratu na wydajnosc¢ estryfikacji. Przeprowadzono
reakcje dla roznych kwasow w tych samych warunkach. Wyniki sg przedstawione w
Tabeli 17:

O 9] o
RJ\OH + /\o)ko/\ > )ko/\

5 enzymdw R
72 toluen
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Schemat 43: Estryfikacja kwasow karboksylowych weglanem dietylu

Lp Substrat Wyd. (%)
(weglan dietylu)
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Tabela 16: Estryfikacja kwasow karboksylowych weglanami

Otrzymano produkty z najwyzszg wydajnoscig dla kwasow karboksylowych
zawierajgcych grupe fenylowg bez Zzadnych podstawnikow. Dla zwigzkow
zawierajgcych podstawniki elektronodonorowe wydajnosci sg w niewielkim stopniu
wyzsze niz dla wyciggajgcych elektrony. Metoda ta pozwala na otrzymanie estrow
etylowych z wysokimi wydajnosciami.
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Rysunek 16: Kwasy nieulegajgce reakcji estryfikacji z weglanem etylu i mieszaning

enzymow

Niektore kwasy karboksylowe nie mogg byC¢ substratami dla mieszaniny
enzymdéw. Sg przedstawione na rysunku 16. Aminokwasy nie ulegajg reakcji
estryfikacji. Podobnie kwasy zawierajgce grupe fenylowg z duzag iloScig
podstawnikéw, grupe fenylowg z podstawnikiem hydroksylowym i wigzanie

podwajne.

3.6.1. Podsumowanie rozdziatu

Przedstawiono pierwsza nieodwracalng metode estryfikacji kwaséw
karboksylowych katalizowang przez mieszaning enzymow. Przeprowadzone
eksperymenty potwierdzity, ze mieszanina jest bardziej efektywna niz pojedyncze

[61]

enzymy Mieszanina enzymow nieodwracalnie przeksztatca wiele kwaséw

karboksylowych w estry etylowe, a donor grupy etoksylowej stanowi komercyjnie
dostepny weglan dietylu. Metoda jest przyjazna srodowisku i bardzo wydajna.
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3.7. Nowa, biokatalityczna metoda syntezy estrow kwasu acetylooctowego

Celem tego etapu badan bylo uzyskanie metody syntezy estrow kwasu
acetylooctowego przez katalizowang enzymami transestryfikacje. Ogdlna strategia

syntezy jest przedstawiona na schemacie:

O O
OH
MO/\ ©/\/ 0] o] /\/@
+ M
30a 90 O
91

O O
Q 30c

oK
o 89

Schemat 44: Transestryfikacja acetylooctanu etylu, tert-butylu i 2,2,6-trimetyl-4H-

1,3 dioksyno-4-onu z 2-fenyloetanolem katalizowana enzymami

W pierwszej kolejnosci przeprowadzono screening enzymatyczny kolekcji
enzymow zespotu XX IChO PAN.

Eksperyment zostat przeprowadzony dla 2-fenyloetanolu i acetylooctanu etylu
w toluenie w 50°C przez 24 godziny. W celu przyspieszenia procesu 32 enzymy
zostaty podzielone na 8 mieszanin. Kazda z grup zawierata 4 rézne enzymy.
Zaobserwowano, ze tylko jedna grupa sktadajgca sie z Novozymu 435, Lipazy
z Rhizopus niveus, Lipoproteinowej lipazy z Pseudomonas i papainy katalizuje
efektywnie reakcje modelowg. Wydajnosé wyizolowanego produktu wyniosta 92%
(Tabela 17, Ip. 15). W pozostatych grupach nie zaobserwowano tworzenia estru.
W celu zweryfikowania, ktéry z enzymoéw jest odpowiedzialny za tworzenie estru,
wykonano serie eksperymentéw. Dla kazdego enzymu (Novozym, Papaina, Lipaza
z Rhizopus niveus, Lipoproteinowa Lipaza z Pseudomonas) wydajnosci

wyizolowanych produktéw sg mniejsze niz 1% (Tabela 17, Ip. 1-4).

81

http://www.rcin.org.pl



Lp. Novozym Papaina Lipaza Lipoproteinowa Wyd.
435 y4 lipaza (%)
Rhizopus
niveus
1 + <1
2 + <1
3 + <1
4 + <1
5 + + <1
6 + + <1
7 + + 48
8 + + <1
9 + + 31
10 + + <1
11 + + + <1
12 + + + <5
13 + + + 22
14 + + + <5
15 + + + + 92

Tabela 17. Efekt kinetyczny reakcji 2-fenyloetanolu i acetylooctanu etylu

Wczesniejsze badania wykazaty, ze mieszanina enzymow moze katalizowac
reakcje chemiczne i pozwala uzyskiwa¢ produkty z wysokimi wydajno$ciami,
podczas gdy w reakcjach z pojedynczymi enzymami wydajnosci sg bardzo niskie®®.

Totez systematyczne badania kombinacji mieszanin 2 i 3 enzymow wykazaty, ze
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wiekszo$¢ z nich nie ma znaczacego efektu katalitycznego, tylko w dwoch
przypadkach wydajnosci sg srednie (Tabela 18, Ip. 7 i 9). Tak jak w poprzednich

(58]

badaniach™, gdy uzyto mieszanine tych 4 enzymow, uzyskano produkt z bardzo

wysokag wydajnoscig (Tabela 18, Ip. 15).

@) )

M 5 | i
B )J\/U\
R1—OH + o O/R1
30a
O O
30c

Schemat 45: Transestryfikacja acetylooctanu etylu i tert-butylu z alkoholami

katalizowana enzymami

W nastepnej kolejnosci zwréocono uwage na donor grupy acetylooctanowe;.
Wykonano eksperymenty dla acetylooctanu etylu, tert-butylu i 2,2,6-trimetylo-4H-
1,3 dioksyno-4-onu w toluenie w obecnosci mieszaniny czterech enzymow
(Novozym, Papaina, Lipaza z Rhizopus niveus i Lipoproteinowa lipaza
z Pseudomonas). B-ketoestry zostaty otrzymane z wysoka wydajnoscig przy uzyciu
acetylooctanu etylu i tert-butylu, natomiast reakcja z 2,2,6-trimetylo-4H-1,3-
dioksyno-4-onem nie byta katalizowana przez enzymy. Dzieje sie tak
prawdopodobnie dlatego, ze produktem posrednim transestryfikacji alkoholi z tym
zwigzkiem jest keten, ktdéry moze byC generowany tylko termicznie. Tabela 18

pokazuje wyniki reakcji transestryfikacji alkoholi i acetylooctanu etylu i tert-butylu:
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Lp. Wyd. (%) (30a) | Wyd. (%) (30c) Produkt

R
1 p 80 76 92
R —_

4 j_@ 30 <1 95
OH

R1=

5 I@ 74 <1 96
R1= o

6 p 96 72 97

R1=
7 EO_ 65 84 98
R4=

Tabela 18: Wyniki reakcji transestryfikacji acetylooctanu etylu i tert-butylu

z alkoholami katalizowana enzymami

W wiekszosci przypadkéw uzyskano produkty z bardzo dobrg wydajnoscig. Dla
alkoholu benzylowego i 2-fenyloetanolu uzyty acetylooctan nie miat wiekszego
wptywu na wydajnos¢, wartodci sq niemalze takie same (Tabela 18, Ip. 2). Dla
alkoholi z grupg funkcyjng przy pierscieniu aromatycznym (-OCHs, NO) wydajnosé
byta wyzsza dla acetylooctanu tert-butylu (Tabela 18, Ip. 3 i 7). Dla alkoholu
cynamonowego i 2-benzylo-1,3-propanodiolu uzyskano produkty z dobrymi

wydajnosciami tylko dla acetylooctanu etylu (Tabela 18, Ip. 4 i 5). W reakcji 2-
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benzylo-1,3-propanodiolu z acetylooctanem otrzymano diacetylooctan 2-metylo-1,3-
propanodiolu jako gtéwny produkt z wydajnoscig 30% i acetylooctan 2-metylo-1,3-

propanodiolu jako produkt uboczny.

Reakcji transestryfikacji poddano rowniez fenole (Tabela 19):

Lp. R; Wydajnosé (%) @ Wydajnosé (%)™

<1 <1

R4=
2 OZI\D <1 <1
R1=
jou
R1=
Ri=

<1 <1

<1 <1

Tabela 19: Wyniki transestryfikacji acetylooctanu etylu i tert-butylu z fenolami

(**: Wydajnosci dla acetylooctanu etylu, '*: Wydajnosci dla acetylooctanu tert-
butylu)

Dla fenolu, o-nitrofenolu, p-bromofenolu i 2-nitro-1-naftolu otrzymano sladowe
ilosci produktéw. Oznacza to, ze fenole nie sg substratami dla enzyméw w reakc;ji

transestryfikacji acetylooctanow.
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3.7.1. Wnioski

Opisano pierwszg procedure otrzymywania [-ketoestréw poprzez katalizowang
enzymami transestryfikacje acetylooctanu etylu i tert-butylu bez koniecznosci

stosowania wysokiego cisnienia.

Mieszanina enzymow okazata sie by¢ katalizatorem nie tylko reakcji estryfikacji,

lecz takze transestryfikacji acetylooctandw.

Transestryfikacji ulegajg alkohole pierwszo- i drugorzedowe, ale nie fenole. Dla
fenolu, o-nitrofenolu, p-bromofenolu i 2-nitro-1-naftolu nie otrzymano Zadnych

produktow.

Synteza R-ketoestrow nie wymaga zastosowania wysokich temperatur, niskiego
cisnienia ani toksycznych katalizatorow. Procedura jest bardzo prosta i pozwala na

uzyskanie czystych zwigzkow z wysokimi wydajnosciami.

3.7.2. Badanie reakcji transetryfikacji acetylooctanu etylu i tert-butylu

2-fenyloetanolem

Celem tego etapu badan byto przestudiowanie wptywu ilosci enzymu oraz ilosci
acetylooctanu na wydajnos¢ reakcji transestryfikacji. Jako substrat modelowy

wybrano 2-fenyloetanol a jako katalizator Novozym.

0o 0 o
+ M g - W
mH © Ej/V o /
90

30a 91

Schemat 46: Transetryfikacja acetylooctanu etylu 2-fenyloetanolem
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Zaleznos¢ wydajnosci od ilosci enzymu

70

60

50

40

30

wydajnosc (%)

20

10

0 10 20 30 40 50 60

ilos¢ enzymu (mg)

Rysunek 17: Zaleznos¢ wydajnosci reakcji transetryfikacji acetylooctanu etylu

2-fenyloetanolem od ilosci enzymu

Zalezno$¢ miedzy iloscig enzymu a wydajnoscig reakcji transestryfikacji jest
przedstawiona na wykresie. Okazato sie, ze wydajnos¢ wzrasta wraz ze wzrostem
ilosci enzymu, ale tylko do pewnego momentu, a nastepnie spada. Z wykonanych
badan wynika, ze istnieje optymalna ilos¢ enzymu, dla ktérej wydajnosé¢ reakcji jest

najwyzsza.

Zbadano rowniez wptyw ilosci rownowaznikéw acetylooctanu etylu na wydajnosc.

Wydajnos¢ wzrasta wraz ze wzrostem ilosci acetylooctanu etylu.
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Zaleznos¢ wydajnosci od ilosci rownowaznikow
acetylooctanu etylu
70
60
50
S
9 40
2
T 30
>
3
20
10
0
0 1 2 3 4 5
ilo$¢ rownowainikéw acetylooctanu etylu

Rysunek 18: Zaleznos¢ wydajnosci od ilosci rwnowaznikow acetylooctanu etylu

Te sama serie badan przeprowadzono dla reakcji transestryfikacji z acetylooctanem
tert-butylu.

I A — Y

Schemat 47: Transestryfikacja acetylooctanu tert-butylu 2-fenyloetanolem
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wydajnosé (%)

Zaleznos¢ wydajnosci od ilosci enzymu
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Rysunek 19: Zaleznos¢ wydajnosci reakcji od ilosci enzymu

W reakcji transestryfikacji acetylooctanu tert-butylu rowniez istnieje optymalna
ilos¢ enzymu, dla ktorej wydajnosé jest najwyzsza i wynosi 15 mg/1 mmol substratu.

Dla pozostatych ilosci enzymu uzyskano produkty z niskimi wydajnosciami.

Zaleznos¢ wydajnosci od ilosci rownowaznikéw acetylooctanu t-

butylu

8 —_
< 3 *
o 6
N7}
2 4 N
'_g .
> 2 <>
2 .

O . T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6

ilo$¢ rownowaznikow

Rysunek 20: Zalezno$¢ wydajnosci od ilosci rownowaznikow acetylooctanu tert-
butylu

Zalezno$¢ miedzy iloscig acetylooctanu tert-butylu a wydajnoscig reakcji
transestryfikacji jest bardzo podobna do zaleznosci acetylooctanu etylu, wydajnosc¢

wzrasta wraz ze wzrostem ilosci rownowaznikdw acetylooctanu tert-butylu.
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3.7.3. Badania nad zastosowaniem acetylooctanu etylu do reakcji

estryfikacji kwaséw karboksylowych

Celem badan byto sprawdzenie, czy acetylooctan etylu moze by¢ donorem grupy
etoksylowej w estryfikacji kwaséw karboksylowych. W tym celu przeprowadzitam
screening enzymatyczny. Pierwsze eksperymenty byty przeprowadzone dla kwasu
fenylooctowego i acetylooctanu etylu w toluenie jako rozpuszczalniku w 50°C przez
24 godziny. Przeprowadzono badania przesiewowe dla catej kolekcji enzymow
zespotu XX IChO PAN. Okazato sie, ze 5 enzymow (Novozym, lipaza z kietkow
pszenicy, Mucor javanicus, Aspergillus oryzae i Lipaza z Pseudomonas
1%).

Wczesniejsze badania wykazaty, ze mieszanina enzymow katalizuje reakcje

fluorescens) katalizuje tg reakcje, ale wydajnosci sg niskie (ponizej

chemiczne i pozwala na uzyskanie produktéow z bardzo wysokimi wydajnosciami,

podczas gdy przy jednym enzymie wydajnosci sa niskie 8. Dlatego
przeprowadzono systematyczne badania wszystkich kombinacji enzyméw, a ich

wyniki przedstawiono w Tabeli 20.

O O
+ MO/\

COOH [::j/”\cooa
enzym
30a toluen 100
99 24h

Schemat 48: Estryfikacja kwasu fenylooctowego acetylooctanem etylu katalizowana

enzymami

Lp. Novozym Lipaza Lipaza Lipaza z Lipaza z| Wyd.
z kietkow Z Mucor Aspergillus Pseudomons (%)
pszenicy | javanicus oryzae fluorescens

1 + <1

2 + <1

3 + <1

4 + <1
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5 + <1
6 + + <1
7 + + <1
8 + + <1
9 + + <1
10 + + <1
11 + + <1
12 + + <1
13 + + <1
14 + + <1
15 + + <1
16 + + + 22
17 + + + <1
18 + + + <1
19 + + + 10
20 + + + <1
21 + + + <1
22 + + + <1
23 + + + <1
24 + + + <1
25 + + + <1
26 + + + + 35
27 + + + + <1
28 + + + + <1
29 + + + + 21
30 + + + + <1
31 + + + + + 90

Tabela 20: Badanie wptywu kombinacji enzymow na wydajnos¢ reakcji estryfikaciji

Systematyczne badania kombinacji 2, 3 i 4 enzyméw wykazaty, ze wiekszos¢
kombinacji nie ma znaczgcego efektu katalitycznego. Dla kombinacji 2 enzymow we
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wszystkich kombinacjach uzyskano $lady produktu (Ip. 6-15). Dla kombinaciji trzech
enzymébw w dwoch przypadkach uzyskano produkty z nieco wyzszymi
wydajnosciami — 22% (Ip. 16) i 10% (Ip. 19). Dla kombinacji 4 enzymow réwniez w
dwdch przypadkach wydajnosci byty wyzsze — 35% (Ip. 26) i 21% (Ip. 29). Gdy
uzyto kombinacji 5 enzymow, zostat otrzymany produkt z najwyzszg wydajnoscig
(Tabela 21, Ip. 31).

Po znalezieniu optymalnych warunkéw dla reakcji transestryfikacji,

przeprowadzitam reakcje estryfikacji innych kwasoéw karboksylowych. Wyniki sg

przedstawione w Tabeli 21:
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Lp Substrat Wydajnosé Produkt
produktu
(%)
1 90 100
O
@\)J\ ~H
@)
2 60 101
O
_H
d°
3 59 102
O/\/COOH
4 ©/\/COOH 84 103
5 62 104
Cl
6 36 105
O/
©/\/COOH

Tabela 21: Estryfikacja kwasow karboksylowych acetylooctanem etylu
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We wszystkich przypadkach mieszanina enzymow katalizuje reakcje estryfikacii
z acetylooctanem etylu jako donowem grupy etoksylowej. Produkty otrzymano
z dobrymi i bardzo dobrymi wydajnosciami. Na Schemacie 49 przedstawiony jest

prawdopodobny przebieg reakcji.

0 0

Ao

0
A)J\ + CO,

Schemat 49: Mechanizm estryfikacji acetylooctanem etylu (R4= Et)

Enzym taczac sie z kwasem, tworzy kompleks acylowany enzym, ktory nastepnie
reaguje z czgsteczkg acetylooctanu etylu, tworzac ester etylowy kwasu
karboksylowego i kompleks acetylooctan-enzym. Kompleks ten pod wptywem wody
powstatej podczas reakcji hydrolizuje do kwasu acetylooctowego, a enzym jest
regenerowany. Kwas acetylooctowy tworzacy sie podczas reakcji tatwo rozktada sie
do acetonu i dwutlenku wegla, co jest sita napedowg reakcji i czyni proces

nieodwracalnym.

3.7.3.1. Badania nad zastosowaniem acetylooctanu etylu jako donora

dowolnej grupy alkoksylowej

Celem eksperymentu byto sprawdzenie, czy acetylooctany mogg by¢ donorami
innych grup alkoksylowych niz etoksylowa. Przeprowadzono eksperyment dla

szeregu kwaséw karboksylowych i acetylooctanu 2-fenyloetanolu w toluenie
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z zastosowang wczesniej mieszaning enzyméw w tych samych warunkach co

estryfikacje acetylooctanem etylu.

_COOH *+
R

M 5 enzymow
O

toluen
24 godz.

©/\/OTR

Schemat 50: Estryfikacja kwasow karboksylowych otrzymanym wczesniej

acetylooctanem fenyloetanolu

Lp. R= Wyd. (%) Produkt
1 Ph 28 106
2 Bz 92 107
3 @/\/ 68 108
4 J\©/\ 78 109

Tabela 22: Estryfikacja kwaséw karboksylowych acetylooctanem 2-fenyloetanolu

Okazato sie,

ze dla czterech kwaséw karboksylowych otrzymano estry

2-fenyloetanolu (Tabela 22). Dla kwasu benzoesowego otrzymano produkt

z wydajnoscig 28% (Tabela 22, Ip. 1), natomiast pozostate estry 2-fenyloetanolu z
wyzszymi wydajnosciami (Tabela 22, Ip. 2-4). Oznacza to, ze ta metodg mozna

takze otrzymywac estry inne niz etylowe.
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3.7.4. Podsumowanie rozdziatu

Acetylooctan etylu nie jest znany w literaturze jako donor grupy etoksylowe;.
Przedstawione wyniki wskazuja, ze moze on by¢ takze stosowany do estryfikacji
kwasow karboksylowych. Kwas acetylooctowy, ktory tworzy sie podczas reakcii,
natychmiast rozpada sie do acetonu i dwutlenku wegla, co jest sita napedowg

reakcji, sprawiajgc, ze proces jest nieodwracalny i bardzo wydajny.

Acetylooctany moga by¢ donorami innych grup niz etoksylowa. W modelowej
reakcji kwasoéw karboksylowych z acetylooctanem 2-fenyloetanolu otrzymano

produkty estryfikacji z dobrymi wydajnosciami.

Reakcja jest katalizowana przez mieszanine enzyméw, duzo bardziej efektywng

niz pojedyncze enzymy.

Metoda nie wymaga stosowania wysokich temperatur, niskiego cisnienia ani
toksycznych katalizatorow. Procedura jest bardzo prosta i pozwala na uzyskanie

estrow z wysokimi wydajnosciami.

3.8. Badania nad mechanizmem reakcji transestryfikacji acetylooctanu tert-

butylu oraz innych estréow tert-butylowych zawierajacych grupe karbonylowa

Enzymatyczna transestryfikacja, w ktérej substratami sg acetylooctan tert-butylu
oraz alkohole, nie jest znana w literaturze. Ponadto zastosowanie esteraz i lipaz do
hydrolizy estrow alkoholi trzeciorzedowych jest ograniczone, poniewaz wiekszosc
komercyjnie dostepnych enzymdw nie akceptuje estréw alkoholi trzeciorzedowych
jako substratow®. Tylko i wytacznie enzymy posiadajace specjalng strukture
centrum aktywnego mogq hydrolizowa¢ te estry. Uzyskane w tej pracy wyniki
wykazujg, ze acetylooctan tert-butylu jest substratem do reakcji enzymatycznej
transestryfikacji. Celem kolejnego etapu badan byto sprawdzenie, czy takie reakcje

katalizowane przez enzymy sg takze reakcjami enancjoselektywnymi.
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Synteze nieracemicznych wzorcow produktow wykonano metodg chemiczng,
z odpowiednich alkoholi, uzyskujgac enancjomerycznie czyste estry, ktore byly

uzywane jako zwigzki referencyjne do kolejnych badan.

3.8.1. Poréwnanie reakcji transestryfikacji acetylooctanu etylu i tert-

butylu

O

BUR

OH

O O
U
O

Schemat 51: Transestryfikacja acetylooctanow z enancjomerami 1-fenyloetanolu

Lp. Alkohol R= Wyd. (%)
1 R Et 6
2 S Et 1
3 R tert-Bu 3
4 S tert-Bu 93

Tabela 23: Transestryfikacja acetylooctandéw z enancjomerami 1-fenyloetanolu

Celem badan byto poréwnanie zachowania enzymu (Novozymu 435) w obecno$ci
acetylooctanu etylu i tert-butylu w reakcji z obydwoma enancjomerami 1-fenyloetanolu.

Wszystkie eksperymenty byty przeprowadzone w takich samych warunkach. Wyniki sg
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przedstawione w tabeli. Dla acetylooctanu etylu otrzymano produkty z niskimi

wydajnosciami, jednak enancjomer R reaguje szybciej (Ip. 1 i 2). W przypadku

acetylooctanu tert-butylu zmienia sie stereopreferencja biokatalizatora. Enancjomer S

reaguje bardzo szybko, natomiast R bardzo wolno. Dla obu acetylooctanéw reakcja

jest enancjoselektywna, jednak w tym przypadku stereopreferencja enzymu okazuje

sie odmienna. Wskazuje to, ze mechanizm reakcji dla obu substratow jest odmienny.

3.8.2. Kwas 3-okso3-fenylopropionowy i jego pochodne

Q Q Novozym O O
R >
tol
wo . Q)ULO j\©
OH
111

110a R=H
110b R=Et
110c R=tert-Bu

Schemat 52: Transestryfikacja kwasu 3-okso-3-fenylopropionowego i jego pochodnych

Lp. Alkohol R= Wyd. (%)
1 R H 36
2 S H 31
3 R Et 45
4 S Et 43
5 R tert-Bu 10
6 S tert-Bu 42

Tabela 24: Transestryfikacja kwasu 3-okso-3-fenylopropionowego

pochodnych
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Kolejnym substratem uzytym do badan byt kwas 3-fenylo-3-oksopropanowy oraz
jego estry: etylowy oraz tert-butylowy. Celem eksperymentu byto poréwnanie efektu
kinetycznego, kiedy w substracie znajduje sie grupa fenylowa zamiast metylowe;.
Wyniki sg przedstawione w tabeli. Dla kwasu oraz estru etylowego oba enancjomery
reagujg z podobng szybkoscig, co oznacza, ze reakcje nie sg enancjoselektywne.
Natomiast dla estru tert-butylowego enancjomer S reaguje zdecydowanie szybciej,
reakcja jest enancjoselektywna. Wskazuje to, ze mechanizm reakcji dla estru tert-

butylowego jest odmienny od mechanizmu reakcji estru etylowego i kwasu.

3.8.3. Badania modelowe nad okresleniem wptywu zmodyfikowanej grupy
karbonylowej na przebieg reakcji

Il o 2L

NaBH,
MeOH
H\
o) o) O. Novozym
H
)\/U\ +
o>< Ej/V
toluen
24h

O O Novozym O O
O.
IRl - Tl it
© ©/\/ toluen ©
24h

Schemat 53: Redukcja grupy karbonylowej w acetylooctanie tert-butylu

i transestryfikacja katalizowana przez Novozym
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Poniewaz dotychczas uzyskane wyniki byty trudne do interpretacji, zdecydowatam
sie zbadacC wptyw grupy karbonylowej w pozycji 3 na przebieg reakcji. Zredukowano
grupe karbonylowg acetylooctanu tert-butylu do hydroksylowej. Uzyskany ester zostat
uzyty jako substrat do transestryfikacji w tych samych warunkach, co acetylooctan tert-
butylu z Novozymem jako katalizatorem. Dla acetylooctanu tert-butylu uzyskano
produkt transestryfikacji, natomiast dla estru tert-butylowego kwasu 3-
hydroksybutanowego nie uzyskano zadnego produktu. Oznacza to, ze grupa
karbonylowa bierze istotny udziat
w enzymatycznej transestryfikacji. W kolejnym eksperymencie zastosowano maslan
tert-butylu jako substrat, zwigzek, ktory nie ma grupy karbonylowej w pozycji .
Eksperyment przeprowadzono w takich samych warunkach i nie otrzymano zadnego

produktu transestryfikaciji.

0 O. Novozym
/\/U\ "
+
O
toluen

Schemat 53a: Reakcja transestryfikacji maslanu tert-butylu

Aby doktadniej okreslic wptyw grupy karbonylowej, wykonatam Kkolejng serie
eksperymentow dla kwasow i estrow zawierajgcych grupe karbonylowg w innych

pozycjach niz pozycja beta.
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3.8.4. Kwas pirogronowy i jego pochodne

OH
9 0
O 0
114a: R=H

114b: R=Et 115
114c: R=tert- Bu

Schemat 54: Transestryfikacja pirogronianéw

Lp. R= Alkohol Wyd. (%)
1 H R <1%
2 H S <1%
3 Et R <1%
4 Et S <1%
5 tert-Bu R <1%
6 tert-Bu S 43%

Tabela 25: Transestryfikacja pirogronianow

Kolejnymi zwigzkami uzytymi do badan byt kwas pirogronowy oraz jego ester
etylowy i tert-butylowy. Zwigzki te zawierajg grupe karbonylowg w pozycji a.
Przeprowadzono reakcje transestryfikacji katalizowang przez Novozym, a wyniki sg
przedstawione
w Tabeli 25. Dla kwasu pirogronowego i jego estru etylowego uzyskano tylko slady
produktu. Reakcja nie jest wiec ani wydajna, ani enancjoselektywna. Natomiast dla

pirogronianu tert-butylu i enancjomeru S otrzymano enancjomerycznie czysty ester
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z wydajnoscig 43% (Ip. 6), podczas gdy zastosowanie drugiego enancjomeru alkoholu
jako substratu prowadzito do uzyskania jedynie sladowych ilosci produktu. W tych
samych warunkach kwas oraz ester etylowy nie ulegajg reakcji, podczas gdy ester
tert-butylowy jest substratem do enzymatycznej transestryfikacji, a reakcja ta jest

wysoce enancjoselektywna.

3.8.5. Kwas lewulinowy i jego pochodne

T Ay My@

116a: R=H
116b: R=Et
116c¢: R=tert- Bu

Schemat 55: Transestryfikacja lewulinianow

Kolejng grupg substratow uzytg do badan byty kwas lewulinowy oraz jego ester
etylowy i tert-butylowy — zwigzki zawierajgce grupe karbonylowg w pozycji y. Wyniki
reakcji transestryfikacji z obydwoma enancjomerami 1-fenyloetanolu dla kwasu
lewulinowego i jego estrow: etylowego i tert-butylowego z Novozymem jako

katalizatorem sg przedstawione w Tabeli 26.
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Lp. Alkohol R= Wyd. dla Wyd.dla
Novozymu Lipozymu
(%) (%)
1 S H 10 <1
2 R H 83 9
3 S Et 8 <1
4 R Et 2 12
5 S tert-Bu <1 <1
6 R tert-Bu <1 <1

Tabela 26: Transestryfikacja pochodnych kwasu lewulinowego

Dla kwasu lewulinowego enancjomer R reaguje szybciej, wiec produkt otrzymano
z wydajnoscig 83% (Ip. 2), natomiast alkohol o konfiguracji S dawat produkt
z wydajnoscia 10% (Ip. 1), co oznacza, ze reakcja jest enancjoselektywna.
Zastosowanie jako substratu estru etylowego kwasu lewulinowego oraz enancjomeru
S alkoholu prowadzi do powstania odpowiedniego estru, ale z wydajnoscig zblizong do
reakcji enancjomeru R alkoholu. Reakcja jest w jakims$ stopniu enancjoselektywna, ale
mamy do czynienia ze zmiang stereopreferencji. Dla estru tert-butylowego dla obu
enancjomerow uzyskano $ladowe ilosci produktu. Aby sprawdzi¢ ogdélnosé tego
zjawiska, eksperymenty powtdrzono dla innego enzymu, ktérym byt Lipozym. Dla
kwasu ten sam enancjomer reaguje w przewadze, natomiast szybkosS¢ reakcji jest
duzo nizsza. Dla estru etylowego zmiana enzymu poskutkowata zmiang
stereopreferencji — enancjomer R reaguje szybciej. Wyniki reakcji transestryfikacji dla
estru tert-butylowego pokrywajg sie z poprzednimi. Oznacza to, Zze kiedy grupa
karbonylowa jest w pozycji y, transestryfikacja estru tert-butylowego staje sie

nieefektywna.
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3.8.6. Kwas 5-oksoheksanowy i jego pochodne

Kolejnymi substratami do badan byt kwas 5-oksoheksanowy i jego estry. Zwigzki te
zawierajg grupe karbonylowg oddzielong trzema atomami wegla od grupy estrowe.
Przeprowadzono ten sam szereg eksperymentow dla kwasu 5-oksoheksanowego,
jego estru etylowego i tert-butylowego. Dla kwasu i estru etylowego enancjomer R
reaguje szybciej, reakcja estru jest bardziej enancjoselektywna, a produkt uzyskano z
wyzszg wydajnoscig. Dla estru tert-butylowego dla obu enancjomeréw uzyskano
Sladowe ilosci produktu. Oznacza to, ze jezeli grupa karbonylowa estru tert-

butylowego jest w pozycji dalszej niz 3, produkt tworzy sie bardzo powoli.

OH
O 0]
M + i i
0]
118a: R=H
118b: R=Et 119

118c: R=tert- Bu

Schemat 56: Transestryfikacja kwasu 5-oksoheksanowego i jego pochodnych

Lp. R= Alkohol Wyd. (%)
1 H R 72
2 H S 1
3 Et R 36
4 Et S 2
5 tert-Bu R 2
6 tert-Bu S <1

Tabela 27: Transestryfikacja kwasu 5-oksoheksanowego i jego pochodnych
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Reakcja kwasu 5-oksoheksanowego z alkoholem jest wysoce enancjoselektywna,
reakcja estru etylowego réwniez, ale w mniejszym stopniu, natomiast ester tert-

butylowy praktycznie nie ulega reakcji enzymatycznej transestryfikacji.

3.8.7. Kwas 6-oksoheptanowy i jego pochodne

OH
O
+ O
OR -
o) @)
120a: R=H @)
120b: R=Et 121

120c: R=tert- Bu

Schemat 57: Transestryfikacja kwasu 6-oksoheptanowego i jego pochodnych

Lp. R= Alkohol Wyd. (%)
1 H R 53
2 H S 5
3 Et R 19
4 Et S 3
5 tert-Bu R 5
6 tert-Bu S <1

Tabela 28: Transestryfikacja kwasu 6-oksoheptanowego i jego pochodnych
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Kolejnym substratem w tej serii badan byt kwas 6-oksoheptanowy i jego estry,
zwigzki zawierajgce grupe karbonylowa, oddalong o 4 atomy wegla od grupy estrowe;.
Wyniki sg przedstawione w Tabeli 32. Dla kwasu reakcja jest enancjoselektywna,
enancjomer R powstaje w przewadze. Podobnie dla estru etylowego, gdzie wydajnosci
sg nizsze, ale zachowana jest ta sama stereopreferencja. Dla estru tert-butylowego
przeciwny enancjomer reaguje szybciej, jednak otrzymano produkty z niskimi
wydajnosciami. Potwierdza to teze, ze estry tert-butylowe, posiadajace grupe
karbonylowg w dalszej pozycji niz B nie ulegajg badz ulegajg bardzo wolno reakcjom

enzymatycznej trans estryfikacji.

3.8.8. Proponowany mechanizm

Przeprowadzone eksperymenty wykazujg, ze estry tert-butylowe zawierajgce grupe
karbonylowg w pozycji a i B sg substratami dla enzymatycznej transestryfikacji, reakcje
z ich udziatem sg enancjoselektywne, a enancjoselektywnos$¢ rozni sie od wynikéw
uzyskanych dla estrow etylowych badz kwasow. Zaproponowano mechanizm tych
reakcji, ktory dla estréw tert-butylowych nie moze by¢ taki sam jak dla estréw

etylowych.

W reakcji enzymatycznej transestryfikacji acetylooctanu etylu grupa hydroksylowa
reszty seryny centrum aktywnego enzymu atakuje centrum elektrofilowe acetylooctanu
etylu, tworzy sie kompleks acyl-enzym, odchodzi czgsteczka etanolu. W nastepnym
etapie acyl-enzym reaguje z alkoholem R-OH i tworzy sie nowy acetylooctan
(Schemat 58).
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EtOH

Enz-OH EnzOM

@ O ROH

PP
@)

Schemat 58: Mechanizm transestryfikacji acetylooctanu etylu

Komercyjnie dostepne enzymy nie akceptujg estrow tert-butylowych jako
substratow. Poniewaz produkty transestryfikacji acetylooctanu tert-butylu otrzymano z
bardzo dobrymi wydajnosciami, mechanizm tej reakcji musi by¢ odmienny.
Najprawdopodobniej enzym jako nukleofil atakuje drugie centrum elektrofilowe. Po
ataku wolnej pary elektronowej atomu tlenu na grupe karbonylowg tworzy sie pierscien
czterocztonowy. W nastepnym etapie odchodzi czgsteczka tert-butanolu, a czasteczka

alkoholu atakuje grupe karbonylowg i powstaje nowy acetylooctan.
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Schemat 59: Proponowany mechanizm transestryfikacji ketoestrow tert-butylu
(X=(CHz)n)

Dla acetylooctanu tert-butylu i estru tert-butylowego kwasu 3-okso-
3-fenylopropionowego produkty transestryfikacji uzyskano z dobrymi wydajnosciami.
Pierscieh czterocztonowy tworzony jako produkt posredni nie jest stabilny i tatwo
reaguje z alkoholem. Dla pirogronianu tert-butylu tworzy sie pierscien 3-cztonowy,

ktory réwniez szybko ulega rozerwaniu.

Dla estrow kwasow: lewulinowego, 5-oksoheksanowego i 6-oksoheptanowego
tworzg sie odpowiednio pierscienie piecio-, szescio- i siedmiocztonowe. Te pierscienie
sg bardzo stabilne i nietatwo ulegajg rozerwaniu. Atak nukleofila jest wolniejszy, a co

za tym idzie, tworzenie sie produktu réwniez nastepuje duzo wolniej.

Wszystkie pierscienie tworzace sie w tych reakcjach powstajg zgodnie z regutami
Baldwina: pierscien 3-cztonowy (3-exo-trig), 4-cztonowy (4-exo-trig), 5-cztonowy (5-

exo-trig), 6-cztonowy (6-exo-trig), 7-cztonowy (7-exo-trig).
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3.8.9. Rozdziat kinetyczny keto-kwasoéw i pochodnych

O O
0] 0]
rac R1= Me, Ph Rlub S

R2=H, Et, tert-Bu

Schemat 60: Rozdziat kinetyczny racemicznego 1-fenyloetanolu katalizowany

Novozymem
Lp. Ro= R1= N= | Kon. (%) ees (%) E
1 tert-Bu Me 0 20 23 (S) 30
2 tert-Bu Me 1 59 75 (S) 6.9
3 tert-Bu Ph 1 45 47 (S) 5.8
4 H Me 2 34 50 (R) 110
5 H Me 3 23 29 (R) 90
6 Et Me 3 16 18 (R) 42
7 H Me 4 27 32 (R) 19
8 Et Me 4 25 27 (R) 12

Tabela 29: Wyniki rozdziatu kinetycznego wybranych ketokwaséw i ich estrow

Dla szeregu ketokwaséw i estréw w reakcji z obydwoma enancjomerami
1—fenyloetanolu otrzymano rézne wydajnosci, co wskazuje na to, ze reakcje sg
enancjoselektywne. Celem tej serii eksperymentéw byto przeprowadzenie rozdziatu
kinetycznego racemicznego 1-fenyloetanolu z zastosowaniem tych substratow oraz
poréwnanie efektu kinetycznego enzymu w obecnosci racemicznego alkoholu
i pojedynczych enancjomerow. Do eksperymentu wybrano te zwigzki, ktére
reagowaty z jednym enancjomerem ze znacznie wiekszg szybkoscig: pirogronian

tert-butylu, acetylooctan tert-butylu, ester tert-butylowy kwasu 3-fenylo-3-
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oksopropanowego, kwas lewulinowy, kwas 5-oksoheksanowy i jego ester etylowy
oraz kwas 6-oksoheptanowy i jego ester etylowy. Wyniki zostaty przedstawione w
Tabeli 29. W kazdym przypadku ten sam enancjomer co w poprzednim
eksperymencie powstaje w nadmiarze, co oznacza, ze wszystkie te reakcje sg
enancjoselektywne. Dla estrow tert-butylowych jest preferowany alkohol o
konfiguracji S, podczas gdy dla kwasow i estrow etylowych — enancjomer R, co
potwierdza otrzymane wczes$niej wyniki. Dla kwasu lewulinowego otrzymano produkt
z bardzo wysokg enancjoselektywnoscig, natomiast dalsze zwiekszenie ilosci
atomow wegla miedzy grupg karbonylowg i karboksylowg powoduje zmniejszenie
enancjoselektywnosci. Dla estréw etylowych otrzymano produkty z nizszg
enancjoselektywnoscig niz dla kwaséw. Badania potwierdzaja, ze a i B-ketoestry tert-
butylowe sg substratami dla enzymdéw w reakcjach transestryfikacji, a reakcje z ich
udziatem sg enancjoselektywne. Ponadto stereopreferencja estrow tert-butylowych
we wszystkich przypadkach jest odwrotna niz dla estrow etylowych i kwaséw, co

potwierdza teze, ze mechanizm tych transestryfikacji jest odmienny.

3.8.10. Reakcja podwdjnej transestryfikacji

Wykonane uprzednio badania wykazaty przydatnos¢ hydrolaz do reakcji
transestryfikacji. Interesujgcym wariantem tej reakcji jest zastosowanie jako
substratéw dwodch estréw o réznej budowie chemicznej i sprawdzenie, czy enzymy
moga katalizowaé selektywnie reakcje transestryfikacji. Klasyczna kataliza bedzie

w tym przypadku prowadzita do powstania statystycznej ilo$ci 4 estrow.

Aby uzyska¢ odpowiedz na to pytanie, wykonano synteze modelowego estru,

pokazang na schemacie 61:

7O OY
I oo, ©/\/ I
123

122 90

Schemat 61: Synteza octanu 2-fenyloetanolu
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W kolejnej serii eksperymentow poddano reakcji transestryfikacji mieszanine estrow

pokazang na schemacie 62:
SN P — NN
91
123 O

30a: R=Et
30c: R=tert- Bu + /J\
OR

124a
124c:

Schemat 62: Reakcja podwdjnej transestryfikacii
W badaniach przesiewowych stwierdzono, ze 8 enzymow katalizuje te reakcje.

Nastepnie wykonano reakcje z acetylooctanem etylu i tert-butylu z octanem
2-fenyloetanolu prowadzone w toluenie przez 24 godziny, katalizowane

wyselekcjonowanymi enzymami. Wyniki przedstawione sg w Tabeli 31
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Lp. Enzym R= Wyd. (%)
1 Novozym Et 37 (389
2 Novozym tert-Bu <1 (49?)
3 Lipozym Et 3
4 Lipozym tert-Bu 2
5 Lipaza z Rhizopus niveus Et 1
6 Lipaza z Rhizopus niveus tert-Bu 1
7 Proteaza z Rhizopus Et 1
8 Proteaza z Rhizopus tert-Bu 1
9 Papaina Et 4
10 Papaina tert-Bu 11
11 Alkalaza CLEA Et 1
12 Alkalaza CLEA tert-Bu 1
13 Lipaza z Rhizopus arrhizus Et 1
14 Lipaza z Rhizopus arrhizus tert-Bu 1
15 Proteaza z Bacillus Et 1
16 Proteaza z Bacillus tert-Bu 1

Tabela 30: Wyniki reakcji podwdjnej transestryfikacji po 24 godzinach (* wydajnos$¢

po wydtuzeniu czasu do 6 dni)

Przebadano szereg enzymow i okazato sie, ze tylko 2 katalizujg te reakcje
z wydajnoscig powyzej 10% — Novozym i papaina. Dla Novozymu w reakc;ji
transestryfikacji z acetylooctanem etylu, produkt (acetylooctan 2-fenyloetanolu)
uzyskano z wydajnoscia 37% w czasie 24 godzin (Ip. 1), podczas gdy dla
acetylooctanu tert-butylu uzyskano tylko sladowe tego produktu (Ip. 2). W reakc;ji
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katalizowanej przez papaine ester tert-butylowy reaguje szybciej (Ip. 10). Widaé
bardzo wyrazny wptyw grupy opuszczajgcej na wydajnos¢. Reakcje z Novozymem
powtdrzono, wydtuzajac czas do 6 dni. Okazato sie, Zze dla acetylooctanu etylu
wydtuzenie czasu nie ma zadnego wptywu na wydajnos¢. Natomiast dla
acetylooctanu tert-butylu otrzymano produkt z wydajnoscig 49%. Oznacza to, ze
enzym precyzyjnie reaguje na substrat, a otrzymane wyniki potwierdzajg, ze

mechanizm reakcji transestryfikacji acetylooctanem etylu i tert-butylu jest odmienny.

@/\/O\é( @/\/OH

0 O

etoH M

o © Enz-OH N

EnzOM

EtOH 9

O 0]
Mo/\ )to/\
@] 0]
A,

PhCH,CH,OH

SR

Schemat 63: Mechanizm reakcji transestryfikacji octanu 2-fenyloetanolu

i acetylooctanu etylu

Reakcja transestryfikacji octanu 2-fenyloetanolu i acetylooctanéw jest reakcjg
bardzo zlozong. Jej prawdopodobny przebieg z acetylooctanem etylu zostat
przedstawiony na Schemacie 63. Enzym réwnolegle reaguje z acetylooctanem etylu,
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tworzy sie acetylowany enzym i etanol (co oznaczono kolorem czerwonym) oraz
z octanem fenyloetanolu, tworzac acylowany enzym i fenyloetanol (oznaczono to
kolorem niebieskim). Powstaty etanol moze reagowacC z acetylowanym enzymem,
dzieki czemu odtwarza sie acetylooctan etylu lub z acylowanym enzymem, tworzac
octan etylu. Z kolei powstaty 2-fenyloetanol w reakcji z acetylowanym enzymem daje
acetylooctan 2-fenyloetanolu, natomiast w reakcji z acylowanym enzymem odtwarza
sie uzyty jako substrat octan 2-fenyloetanolu. Poniewaz reakcja ta jest ztozona i w jej
wyniku tworzy sie wiecej produktéw, powstawanie acetylooctanu 2- fenyloetanolu jest

wolniejsze niz dla zwyktej transestryfikacji.

3.8.11. Podsumowanie rozdziatu

Przeprowadzono badania nad mechanizmem reakcji transestryfikaciji
acetylooctanu tert-butylu. Przygotowano reakcje transestryfikacji estrow tert-
butylowych zawierajgcych grupe karbonylowg w réznych pozycjach z obydwoma
enancjomerami 1-fenyloetanolu. Dla zwigzkéw zawierajgcych grupe karbonylowg w
pozycji a i B reakcje sg efektywne i enancjoselektywne, podczas gdy dla zwigzkow
zawierajgcych te grupe w dalszych pozycjach uzyskano $ladowe ilosci produktu.
Przeprowadzony rozdziat kinetyczny potwierdza otrzymane wyniki oraz wykazuje, ze
stereopreferencja estrow tert-butylowych jest odwrotna niz estréw etylowych.
Zaproponowano mechanizm, wyjasniajacy to zjawisko. W reakcji ketoestréw tert-
butylowych z alkoholem, jako produkt posredni tworzy sie pierscien, ktorego wielkos¢
decydujeo dalszym przebiegu reakcji. Dla nietrwatych pierscieni 3- i 4-cztonowych
produkt tworzy sie szybciej, reakcja jest wydajna i enancjoselektywna. Dla trwatych
pierscieni 5-, 6- i 7-cztonowych reakcja jest bardzo wolna i otrzymano $ladowe iloSci

produktu.
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4. Wnioski koncowe

W niniejszej pracy zaprezentowano wyniki badan nad katalizowang hydrolazami
reakcjg transestryfikacji w rozpuszczalnikach organicznych na wybranych zwigzkach

modelowych.

Rozdziat kinetyczny adduktow reakcji Baylisa-Hillmana przez transestryfikacje po
dobraniu odpowiednich warunkéw (enzymu, rozpuszczalnika) jest bardzo dobrg
metodg  otrzymywania  zwigzkédw  enancjomerycznie  czystych. Hydroliza

enzymatyczna adduktéw Baylisa-Hillmana przebiega z niskg enancjoselektywnoscia.

Transestryfikacja kwasow karboksylowych weglanem dietylu, katalizowana przez
mieszanine enzymow, jest bardzo efektywng metodg otrzymywania estrow etylowych

i spetnia wymogi zielonej chemii.

Wykonane badania nad opracowaniem rozdziatu kinetycznego kwasu trans-
2-fenylocyklopropano-1-karboksylowego poprzez transestryfikacje z zastosowaniem
réznych enzymow oraz donorow grupy etoksylowej wykazaty, ze nie jest mozliwe
uzyskanie produktéw z wysokg enancjoselektywnoscig. Jednoczesnie stwierdzono,
ze enzymatyczna hydroliza tej klasy zwigzkéw po dobraniu odpowiednich warunkéw

pozwala na uzyskanie produktow z wysokg enancjoselektywnoscia.

Transestryfikacja B-ketoestrow alkoholami katalizowana pojedynczym enzymem
jest mniej wydajna niz mieszanina enzymow. Metoda ta pozwala otrzymywac tej
klasy zwigzki z wysokimi wydajnosciami, a ponadto jest tatwa w wykonaniu,
niewymagajgca zastosowania zmniejszonego cisnienia i przyjazna Srodowisku.
Opracowana metoda transestyfikacji jest bardzo dobrg alternatywg dla metod
wykorzystujgcych octan winylu i propargilu jako substraty. Stwierdzono, ze
acetylooctan tert-butylu jest dogodnym reagentem do reakcji enzymatycznej
transestryfikacji. Uzyskano wyniki, dla ktérych stereoselektywnosé reakcji
transestryfikacji estrow tert-butylowych i etylowych jest przeciwna, co wskazuje na to,
ze mechanizm reakcji obu reagentéw dla tego samego enzymu w identycznych

warunkach jest odmienny. Zaproponowano mechanizm reakcji enzymatycznych,
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wyjasniajagcy to zjawisko, w ktérym procesy przebiegajg zgodnie z regutami

Baldwina.

Reakcja podwdjnej transestryfikacji jest rowniez katalizowana przez enzymy, a dla
odpowiednich enzymow produkty uzyskiwane sg z wydajnosciami, ktore nie bytyby

mozliwe do osiggniecia w uktadach niekatalizowanych.

Podsumowujgac, w pracy zaprezentowano wyniki badan nad reakcjg
transestryfikacji katalizowanej hydrolazami w rozpuszczalnikach organicznych.
Ponadto wykonane badania zostaty rozszerzone o enzymatyczne reakcje hydrolizy i
estryfikacji, aby poréwnaé otrzymane wyniki z wynikami uzyskanymi dla reakcji

transestryfikacji.
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5. Czesc¢ eksperymentalna

Uwagi ogdéine

Widma NMR wykonano na aparacie Varian Gemini 200 (200 MHz) i 400 (400
MHz). Widma rejestrowano w CDCl;, z TMS jako wzorcem wewnetrznym.
Przesuniecia sygnatow (8) podano w ppm, a state sprzezenia (J) w hercach (Hz).
Widma masowe zarejestrowano na aparacie API-365. Pomiary skrecalnosci
wiasciwej zostaty wykonane na spektrofotometrze Jasco DIP-360 przy dtugosci fali
(N) 254nm, z uzyciem kuwety 1dm o pojemnosci 1.2 ml. Analizy elementarne
wykonano w pracowni Mikroanalizy PAN, uzywajgc aparatu CHN Perkin-Elmer 240.

Temperatury topnienia podano bez korekt.

Analizy HPLC wykonano, uzywajgc aparatu LC-6A Shimadzu z detektorem UV
SPD-6A i analizatorem Chromatopac C-6A. Nadmiary enancjomeryczne okreslono
za pomocg HPLC i z zastosowaniem kolumny chiralnej Chiralcel OD-H (5 p, 4.6 mm
¢ x 250 mm, Diacel Chemical Ind., Ltd.) zaopatrzonej w prekolumne (0 y, 4 mm @ X
10 mm). Nadmiary diasterecizomeryczne okreslono za pomocg HPLC =z

zastosowaniem kolumny Kromasil, Si 60 (7 y, 4.6 mm ¢ x 250 mm).

Przebieg reakcji kontrolowano za pomoca chromatografii cienkowarstwowej (TLC).
Do analiz TLC uzywano ptytek aluminiowych pokrytych Kieselgel 60 Fs4 firmy Merck.
Oczyszczanie zwigzkéw za pomocg chromatografii kolumnowej wykonano, uzywajac

zelu krzemionkowego firmy Merck, Kieselgel 60 (230-400 mesh).

Wykorzystane reagenty byty komercyjnie dostepne, natomiast przy zwigzkach
niekomercyjnych podano sposob ich otrzymywania. Uzywane rozpuszczalniki byty
czystosci analitycznej. Jako eluenty do chromatografii kolumnowej i analiz HPLC
stosowano: heksan, octan etylu, chloroform, metanol, izopropanol, heptan, ktére

oczyszczono dodatkowo przez destylacje.
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Badania nad rozdziatem kinetycznym estru metylowego kwasu 2-benzylo-2-
metylo-3-oksomastowego katalizowanym enzymami

Svynteza estru metylowego kwasu 2-benzylo-2-metylo-3-oksobutanowego 6161

O O

61

Ester metylowy kwasu 2-benzylo-2-metylo-3-oksobutanowego 61 zostat
zsyntetyzowany z estru metylowego kwasu 2-metylo-3-okso-butanowego.
Mieszanina chlorku benzoilu (18.9 g, 0.15 mola), 2-metyloacetylooctanu etylu (16.2
ml, 0.15 mola), bezwodnego K,CO; (20.7g, 0.15 mola) w metanolu (100ml)
ogrzewano pod chtodnicg zwrotng. Podczas ogrzewania obserwowano wydzielanie
sie gazu (dwutlenku wegla). Po okoto 3 godzinach, kiedy gaz przestat sie
wydobywac, dodano 30 ml zimnej wody, a mieszanine reakcyjng zageszczono na
wyparce do okoto 50 ml. Pozostatos¢ ekstrahowano octanem etylu (3 x 50 ml).
Potaczone warstwy organiczne przemyto 0.5 N HCI (50 ml), wysuszono siarczanem
magnezu i odparowano rozpuszczalnik. Surowy produkt rekrystalizowano z heksanu,

otrzymujgc bezbarwne krysztaty z wydajnoscig 88%.

"H NMR (CDCls, 200 MHz) 1.09 (s, 3H), 1.97 (s, 3H), 2.8-3.17 (dd, 2H), 3.53 (s, 3H),
6.82-7.05 (m, 5H)

3C NMR (CDCl3, 50 MHz) & 19.24, 26.76, 40.76, 52.58, 61.09, 127.07, 128.45,
130.28, 136.57, 173.06.

Generalna procedura enzymatycznej hydrolizy

W kolbie 10 ml umieszczono ester metylowy kwasu 2-benzylo-2-metylo

-3-oksobutanowego (0,5 mmol), 1.5 ml buforu fosforanowego (pH=7.4), 0.5ml
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rozpuszczalnika (aceton lub acetonitryl). Reakcje prowadzone byty w temperaturze
pokojowej na wytrzgsarce. Po 24 godzinach enzymy usunieto poprzez filtracje,
a nastepnie odparowano rozpuszczalnik na wyparce. Substrat zostat
wyekstrahowany octanem etylu (3x20ml). Warstwy organiczne potaczono, przemyto

NaHSO,4, wysuszono MgSO,, a nastepnie odparowano rozpuszczalnik.

Oznaczenie nadmiaréw enancjomerycznych estru metylowego kwasu

2-benzylo-2-metylo-3-oksobutanowego

Nadmiary enancjomeryczne oznaczono na HPLC uzywajgc kolumny chiralnej
Chiralcel OD-H, w ukfadzie hexan/iPrOH=95:5; przeptyw =1mL/min; czasy retenc;ji

7,6 min and 8,2 min.

Redukcja grupy karbonylowej estru metylowego kwasu 2-benzylo-2-metylo-3-

oksobutanowego

Roztwor estru metylowego kwasu 2-benzylo-2-metylo-3-oksobutanowego (0.06 mol)
w metanolu (60ml) umieszczono w kolbie. Roztwor NaBH,4 (0.022mol) w 2ml 2M
NaOH i 11ml H,O zostat wkroplony z predkoscig 0.5 ml/min. Kolbe umieszczono

w fazni wodnej podczas wkraplania, tak, aby temperatura utrzymywata sie w
granicach 18-20°C. Kiedy temperatura przestata wzrastac, odparowano metanol, a
reszte rozcienczono H,O. Produkt ekstrahowano eterem etylowym, faze organiczng

przemyto woda, wysuszono MgSQ,, a rozpuszczalnik odparowano.

OH O OH O

64 63

"H NMR (CDCls, 200 MHz) 1.1 (s, 3H), 2.3 (s, 3H), 2.8-3.17 (dd, 2H), 3.53 (s, 3H),
4.05-4.16 (q, 1H), 6.82-7.05 (m, 5H)
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3C NMR (CDCl3, 50 MHz) 5 19.24, 26.76, 40.76, 52.58, 61.09, 71.2, 127.07, 128.45,
130.28, 136.57, 173.2

Badania nad enzymatycznym rozdziatem kinetycznym adduktéw reakcji

Baylisa-Hilmana

Synteza estru etylowego kwasu 2-metyleno-3-fenylo-3-hydroksypropanowego 662

15 g benzaldehydu (0,14 mola), 25 ml akrylanu etylu (0,28 mola) oraz 5 g DABCO
(0,047 mola) umieszczono w kolbie na mieszadle magnetycznym. Mieszano przez 72
godziny w temperaturze pokojowej. Mieszanine reakcyjng rozcienczono chlorkiem
metylenu, przemyto 5% roztworem HCI, a nastepnie wodg. Suszono siarczanem
sodu, po czym zatezono. Otrzymano produkt z wydajnoscig 88%.

OH O
0~ ™

66

"H NMR (CDCls, 200 MHz) & 1.19-1.27 (t, J = 7.0 Hz, 3H), 3.17 (s, 1H), 4.11-4.22 (K,
J=7.0 Hz, 2H), 5.56 (s, 1H), 5.81 (s, 1H), 6.33 (s, 1H), 7.3-7.37 (m, 5H).

3C NMR (CDCls, 50 MHz) & 14.28, 61.17, 73.55, 126.09, 126.79, 127.98, 126.6,
141.54, 166.54.

Synteza kwasu 2-metyleno-3-fenylo-3-hydroksypropanowego!®!

Do roztworu estru metylowego kwasu 2-metyleno-3-fenylo-3-
hydroksypropanowego (595mg, 3.1 mmola) w roztworze MeOH: H,O (4ml, 2:1)
dodano KOH (265 mg, 4 mmole) i mieszano w temperaturze pokojowej przez 10
godzin. Warstwe wodng zakwaszono 5% HCI do pH=2, a nastepnie ekstrahowano

eterem. Suszono siarczanem magnezu i odparowano rozpuszczalnik.
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OH O

OH

67

"H NMR (CDCI3) & 2.04 (s, 1H), 5.54 (s, 1H), 5.94 (s, 1H), 6.47 (s, 1H), 7.25-7.36 (m,
5H)

'3C NMR (CDCl3, 50 MHz) 5 73.6, 126.19, 126.73, 127.98, 126.6, 141.54, 166.54.

Generalna procedura hydrolizy

Ester etylowy kwasu 2-metyleno-3-fenylo-3-hydroksypropanowego (103mg,
0.5mmola) w 2 ml roztworu bufor fosforanowy/aceton (9:1) i 10 mg enzymu
umieszczono w kolbie na mieszadle magnetycznym. Reakcje prowadzono
w temperaturze pokojowej przez 24 godziny. Po odsaczeniu enzymu i odparowaniu
rozpuszczalnika wydzielono produkty za pomocg chromatografii kolumnowej

(heksan: octan etylu).

Generalna procedura estryfikacji

Kwas 2-metyleno-3-fenylo-3-hydroksypropanowego (88 mg, 0.5mmola) w 2 ml
toluenu, donor grupy etoksylowej (2,5 mmola) i 10 mg enzymu umieszczono w kolbie
na mieszadle magnetycznym. Reakcje prowadzono w temperaturze 50°C przez 24
godziny. Po odsgczeniu enzymu i odparowaniu rozpuszczalnika wydzielono produkty

za pomocg chromatografii kolumnowej (heksan: octan etylu).

Oznaczanie nadmiaréw enancjomerycznych

Nadmiary enancjomeryczne oznaczono na HPLC, uzywajgc kolumny chiralnej
Chiralcel OD-H, w uktadzie hexan/iPrOH=90:10; przeptyw=1mL/min; czasy retenc;ji
14,8 mini 15,6 min.
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Badania nad rozdziatem kinetycznym kwasu trans 2-fenylo-cyklopropano-

1-karboksylowego i jego pochodnych

Svynteza estru etylowego kwasu trans 2-fenylo-cyklopropano-1-karboksylowego

(69)*"

Kwas trans 2-fenylo-cyklopropano-1-karboksylowy jest komercyjnie dostepny

w katalogu Aldrich.
Ester etylowy zostat zsyntetyzowany standardowg procedurg estryfikacji.

Etanol, kwas siarkowy i Kwas trans 2-fenylo-cyklopropano-1-karboksylowy grzano
pod chtodnicg zwrotng, a przebieg reakcji kontrolowano za pomocag TLC. Mieszanine
reakcyjng ochtodzono, dodano wode i octan etylu. Warstwe organiczng przemyto
10% wodoroweglanem sodu i wysuszono bezwodnym MgSO,4, a rozpuszczalnik

odparowano. Otrzymano produkt z wydajnoscig 91%.

A

rac-69

Ph" COOEt

"H NMR (CDCls, 200 MHz) & 1.17-1.24 (t, J = 7.2 Hz 3H), 1.2-1.25 (m, 1H), 1.45-
1.59 (m, 1H), 1.78- 1.84 (m, 1H), 2.39-2.51 (m, 1H), 4.04-2.15 (k, J = 7.2 Hz, 2H),
7.0-7.21 (m, 5H)

3C NMR (CDCl3, 50 MHz) & 14.49, 17.29, 24.42, 26.39, 60.933, 126.38, 128.7,
128.69, 140.35.

Generalna procedura enzymatycznej hydrolizy

Ester etylowego kwasu trans 2-fenylo-cyklopropano-1-karboksylowego (0,5 mmol),
5 ml mieszaniny (bufor (pH=7.4)/aceton) i 10 mg enzymu umieszczono w 10-ml
kolbie. Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji byt
kontrolowany za pomocg TLC. Po 2 godzinach enzymy zostaty usuniete przez

filtracje, a aceton odparowano na wyparce. Substrat ekstrahowano octanem etylu (3x
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20ml). Potaczone warstwy organiczne przemyto NaHSO4, wysuszono MgSOg i

odparowano rozpuszczalnik.

Generalna procedura enzymatycznej estryfikacji

Roztwér kwasu trans 2-fenylo-cyklopropano-1-karboksylowego (0,5mmol)
w toluenie (1ml), donor grupy etoksylowej (3 ekwiwalenty) i 10 mg enzymu
umieszczono w 10-ml kolbie. Reakcje prowadzono w temperaturze 50°C. Przebieg
reakcji byt kontrolowany za pomocg TLC. Enzymy zostaty usuniete przez filtracje,
a produkt wyizolowano za pomocg chromatografii kolumnowej na Zelu

krzemionkowym (heksan/octan etylu).

Oznaczenie nadmiaréw enancjomerycznych

Nadmiary enancjomeryczne oznaczono za pomocg HPLC, stosujgc kolumne
Chiralcel OD-H, uktad hexan/iPrOH=90:10; przeptyw = 1 mL/min; (-)-(R, R)-69
7.2mini (S, S)-69:8.5 min

Badania nad rozdziatem kinetycznym kwasu 3-fenylo-3-metylopropionowego

Synteza estru etylowego kwasu 3-fenylo-3-metylopropionowego (71)°!

Kwas 3-fenylo-3-metylopropionowy jest komercyjnie dostepny w katalogu Aldrich.
Ester etylowy zostat zsyntetyzowany standardowg procedurg estryfikacji.

Etanol, kwas siarkowy i kwas 3-fenylo-3-metylopropionowy grzano pod chtodnicg
zwrotng, a przebieg reakcji kontrolowano za pomocg TLC. Mieszanine reakcyjng
ochtodzono, dodano wode i octan etylu. Warstwe organiczng przemyto 10%
wodoroweglanem sodu i wysuszono bezwodnym MgSO4, a rozpuszczalnik

odparowano. Otrzymano produkt z wydajnoscig 96%.
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o~ ™™

rac-71

'H NMR (CDCls, 400 MHz) & 1.57-1.2 (t, 3 H, J= 8.2), 1.29-1.31 (d, 3H, J= 8.4 Hz),
2.54-2.6 (g, 2H, J = 8.4), 3.24-3.31 (q. 1H, J= 8.4), 4.04-4.11 (q, 2H, J= 8.2), 7.18-
7.36 (m, 5H)

3C NMR (CDCl3, 50 MHz) 5 14.3, 21.9, 36.6, 43.1, 60.3, 126.5, 126.9, 128.6
145.9, 172.5.

Generalna procedura hydrolizy

Ester etylowy kwasu 3-fenylopropionowego (0,5 mmol), 5 ml mieszaniny (bufor
(pH=7.4) 1.5 ml/aceton 3.5 ml) i 10 mg enzymu umieszczono w 10-ml kolbie.
Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji byt kontrolowany
za pomocg TLC. Po 2 godzinach enzymy zostatly usuniete przez filtracje, a aceton
odparowano na wyparce. Substrat ekstrahowano octanem etylu (3x20ml). Potaczone
warstwy organiczne przemyto NaHSO,4, wysuszono MgSO, i odparowano

rozpuszczalnik.
Generalna procedura estryfikacji

Roztwor kwasu3-fenylopropionowego (0,5mmol) w toluenie (1ml), donor grupy
etoksylowej (3 ekwiwalenty) i 10mg enzymu umieszczono w 10-ml kolbie. Reakcje
prowadzono w temperaturze 50°C. Przebieg reakcji byt kontrolowany za pomocag
TLC. Enzymy zostaly usuniete przez filtracje, a produkt wyizolowano za pomocg

chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym (heksan/octan etylu).
Oznaczanie nadmiaréw enancjomerycznych

Nadmiary enancjomeryczne oznaczono za pomocg HPLC, stosujgc kolumne
Chiralcel OD-H, uktad hexan/iPrOH=90:10; przeptyw =1mL/min; czasy retencji:
10.03 min i 11.06 min.
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Estryfikacja kwasow karboksylowych weglanem dietylu

Ogodlna procedura estryfikacii

Do roztworu kwasu (1 mmol) w toluenie (1 ml), dodano weglan dietylu (2 mmol)
i enzymy (4 mg kazdego enzymu). Reakcje prowadzono przez 48 godzin
w temperaturze 40°C na mieszadle magnetycznym. Po ochtodzeniu, mieszanine
reakcyjng przemyto NaHCO; (3x) i solankg (1x). Rozpuszczalnik usunieto na

wyparce.

p-metoksybenzoesan etylu (73)®

0
o~ ™™

~N
O 73

'H NMR (CDCI3, 200 MHz) € 1.29-1.36 (t, J = 7.0 Hz, 3H), 3.86 (s, 3H), 4.21-4.32
(q, J = 7.0 Hz, 2H), 7.78-7.85 (m, 2H), 7.99-8.09 (m, 2H).

'3C NMR (CDCI3, 200 MHz) € 14.4, 55.3, 60.6, 113.3, 122.6, 131.3, 163.1, 166.7.

Fenylooctan etylu (74)%"!

Ov
Y

74

"H NMR (CDCI3, 200 MHz) € 1.19-1.30 (t, J = 7.0 Hz, 3H), 3.60 (s, 2H), 4.09-4.21
(g, J = 7.0 Hz, 2H), 7.22-7.36 (m, 5H).

3C NMR (CDCI3, 200 MHz) € 14.4, 41.6, 61.0, 127.2, 128.7, 129.1, 134.3, 171.4.

3-fenylopropionian etylu (75)1®®

Ov
(Y
75
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'H NMR (CDCI3, 200 MHz) € 1.19-1.27 (t, 3H, J = 7.2 Hz), 2.57-2.66 (t, 2H, J = 7.9
Hz), 2.91-2.99 (t, 2H, J = 7.9 Hz), 4.07-4.18 (q, 2H, J = 7.2 Hz), 7.18-7.35 (m, 5H).

3C NMR (CDCI3, 200 MHz) ¢ 14.5, 31.2, 36.3, 60.8, 126.6, 128.7, 130.2, 140.8,
173.0.

(o-metoksyfenylo)-propionian etylu (76)°°

O/

OV

76

"H NMR (CDCI3, 200 MHz) £ 1.16—1.25 (t, 3H, J = 7.0 Hz), 2.51-2.63 (t, 2H, J = 8.2
Hz), 2.83-2.90 (t, 2H, J = 8.2 Hz), 3.78 (s, 3H), 4.07-4.17 (q, 2H, J = 7.0 Hz), 6.85—
7.15 (m, 4H).

®C NMR (CDCI3, 200 MHz) ¢ 14.5, 26.1, 34.7, 53.0, 61.0, 111.0, 120.2, 127.8,
128.5,131.1, 158.0, 173.5.

3-(p-metoksyfenylo)-propionian etylu (77)®

OV
m

"H NMR (CDCI3, 200 MHz) € 1.19-1.27 (t, 3H, J = 7.0 Hz), 2.51-2.62 (t, 2H, J = 8.2
Hz), 2.85-2.91 (t, 2H, J = 8.2 Hz), 3.79 (s, 3H), 4.05-4.19 (g, 2H, J = 7.0 Hz), 6.80-
7.14 (m, 4H).

®C NMR (CDCI3, 200 MHz) ¢ 14.7, 31.8, 36.0, 53.0, 61.0, 128.5, 129.3, 132.3,
140.0, 173.4.

3-(p-chlorofenylo)-propionian etylu (78)®!
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OV
ooy
Cl

"H NMR (CDCI3, 200 MHz) € 1.19-1.27 (t, 3H, J = 7.2 Hz), 2.55-2.63 (t, 2H, J = 7.9
Hz), 2.88-2.95 (t, 2H, J = 7.9 Hz), 4.07-4.17 (q, 2H, J = 7.2 Hz), 7.11-7.27 (m, 4H).

3C NMR (CDCI3, 200 MHz) ¢ 14.8, 31.6, 36.0, 60.8, 128.1, 129.0, 132.1, 140.0,
173.0.

3-(p-bromofenylo)-propionian etylu (79)®!

OV
oy
Br

"H NMR (CDCI3, 200 MHz) £ 1.19-1.26 (t, 3H, J = 7.2 Hz), 2.55-2.63 (t, 2H, J = 7.6
Hz), 2.86-2.94 (t, 2H, J = 7.6 Hz), 4.06-4.17 (q, 2H, J = 7.2 Hz), 7.06—7.42 (m, 4H)

3C NMR (CDCI3, 200 MHz) ¢ 14.2, 30.3, 35.6, 60.5, 120.0, 130.1, 131.5, 139.5,
172.6.

2-fenylopropionian etylu (80)"”

Ov

© 80

"H NMR(CDCI3, 200 MHz) £ 1.16-1.24 (t,3H, J = 7.0Hz),1.45-1.49(d,3H, J = 7.5Hz),
3.67-3.72 (m,1H),4.10-4.19(q, J = 7.0Hz,2H),7.21-7.25(m,5H).

'3C NMR(CDCI3, 200MHz) € 14.1, 18.8,45.6,61.3,127.1,127.6, 128.1, 140.3,174.6

Synteza estrow kwasu acetylooctowego katalizowana mieszaning enzymow

Svynteza acetylooctanu 2-fenyloetanolu
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Roztwér 2-fenyloetanolu (160 mg, 1.5 mmola) i acetylooctanu etylu (780 mg,
6 mmol) i 25 mg mieszaniny enzymdéw w 10 ml toluenu umieszczono w 20-ml fiolce.
Reakcje prowadzono na wytrzgsarce w temperaturze 40°C przez 24 godziny.
Enzymy usunieto poprzez filtracje, a toluen odparowano. Surowy produkt
oczyszczono za pomocg chromatografii kolumnowej (octan etylu/heksan), uzyskujac
418 mg estru

z wydajnoscig 98% jako bezbarwny olej.

Siedem réznych mieszanin enzymatycznych uzytych w screeningu

1. Lipaza z Candida rugosa (Sigma-Aldrich), lipaza typ Il z Porcine pancreas
(Sigma-Aldrich), cellulaza z Aspergillus niger (Sigma-Aldrich), acylaza | z Aspergillus

melleus (Fluka).

2. Lipaza z Candida lipolytica (Sigma-Aldrich), lipaza z Candida antarctica

(Sigma-Aldrich), lipaza z kietkow pszenicy, Amano proteaza PS (Sigma-Aldrich).

3. Cellulaza typ VI z Trichoderma viride (Sigma-Aldrich), lizozym z kurzego jaja,

pektynaza z Rhizopus sp., Driselase Basidiomycetes sp. (Sigma-Aldrich)

4. Lipoprotein lipaza z Pseudomonas sp. (Sigma-Aldrich), lipaza z Rhizopus
niveus (Sigma-Aldrich) papaina (Merck), Novozym 435 (Novo Nordisk).

5. Amano lipaza AK z Pseudomonas fluorescens (Sigma-Aldrich), lipaza
z Pseudomonas cepacia, lipaza z Hog pancreas (Fluka), Amano lipaza PS
z Burkholderia cepacia (Sigma-Aldrich).

6. Lipaza z Mucor javanicus (Sigma-Aldrich), lipaza z Rhizopus arrhizus (Sigma-
Aldrich), lipaza z Mucor miehei (Sigma-Aldrich), lipaza z Pseudomonas fluorescens
(Sigma-Aldrich).

7. Lipaza z Chromobacterium viscosum (Sigma-Aldrich), proteaza z Aspergillus
oryzae (Sigma-Aldrich), lipaza z Penicillium roqueforti (Sigma-Aldrich), proteaza

z Bacillus amyloliquefaciens (Sigma-Aldrich).
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Ogélna procedura transestryfikacji

Roztwor alkoholu (0.5 mmol), acetylooctanu etylu lub tert-butylu (2 mmol) i 10 mg
kazdego z enzymow w 3 ml toluenie umieszczono w fiolkach 10-ml. Reakcje
prowadzono w temperaturze 40°C przez 24 godziny. Enzymy usunieto poprzez
filtracje, a toluen oraz acetylooctan usunieto na wyparce. Produkt oczyszczono za

pomocg chromatografii kolumnowej (octan etylu/heksan).

Acetylooctan benzylu (92)1"

MO©

"H NMR (CDCls, 200 MHz) & 2.24 (s, 3H), 3.50 (s, 2H), 5.18 (s, 2H); 7.35-7.37 (m,
5H);

3C NMR (CDCl3, 50 MHz) & 32.5, 71.6, 54.4, 132.6, 135.4, 136.3, 145.5, 175.2,
211.3.

Acetylooctan 2-fenyloetanolu (93)"%
I I /\/©
/U\/U\O

"H NMR (CDCl3, 200 MHz) 6 2.20 (s, 3H), 2.96 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 3.43 (s, 2H); 4.37
(t, J=7.0 Hz, 2H); 7.22-7.31 (m, 5H);

3C NMR (CDCl3, 50 MHz) 5 26.5, 31.4, 46.5, 62.2, 123.1, 124.9, 125.3, 133.82,
167.1, 200.

Acetylooctan 2-(4-nitrofenylo)-etanolu (94)!"!
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"H NMR (CDCl3, 400 MHz) & 2.23 (s, 3H), 3.08 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.45 (s, 2H), 4.41
(t, J = 6.4 Hz, 2H), 6.88 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 7.30 (d, J = 9.2 Hz, 2H);

3C NMR (CDCI3, 100 MHz) & 30.5, 34.9, 50.1, 64.9, 124.0, 129.9, 145.5, 167.1,
200.4.

2-benzylo-1,3-propanodiol diacetylooctan (95)

O O
PN
@)
O
@)

"H NMR (CDCls, 400 MHz) & 2.28 (s, 6H), 2.32-2.39 (m, 1H), 2.69 (d, J = 7.6 Hz,
2H), 3.48 (s, 4H), 4.11-4.21 (m, 4H); 7.16-7.30 (m, 5H);

'3C NMR (CDCl3, 100 MHz) & 30.4, 34.5, 39.3, 50.1, 64.5, 126.7, 128.8, 129.2, 138.5,
167.1, 200.6;

Analiza elementarna obliczona dla C4gH2204; C 64.66%, H 6.63%, oznaczona C
64.63, H 6.67%:;

HR ESIMS (M+Na)" obliczony dla C4gH22,0sNa 357.1314, oznaczony 357.1316

Ester cynamonowy kwasu acetylooctowego (96)
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=
/U\/U\O/\/\©
"H NMR (CDCls, 400 MHz) & 2.28 (s, 3H), 3.50 (s, 2H): 4.79 (dd, J = 1.2, 5.2 Hz,

2H): 6.24-6.31 (m, 1H), 6.66 (d, J = 8 Hz, 1H), 7.26-7.4 (m, 5H)

"®*CNMR (CDCls, 100 MHz) & 30.4, 50,2, 66.1, 122.5, 126.8, 128.4, 128.8, 135.1,
136.1, 167.1, 200.6.

Acetylooctan 1-fenyletanolu (97)!"!

@ @)

P

"H NMR (CDCls, 200 MHz) & 1.57 (d, J = 6.4 Hz, 3H), 2.23 (s, 3H), 3.46 (s, 2H); 5.93
(g, J = 6.4 Hz, 1H), 7.26-7.36 (m, 5H)

*CNMR (CDCl3, 50 MHz) 5 22.1, 30.3, 50.6, 73.7, 126.3, 128.3, 128.8, 139.0, 164.5,
198.6.

Acetylooctan 4-metoksybenzylu (98)!"®

JUE,
RSN

"H NMR (CDCls, 400 MHz) & 2.23 (s, 3H), 3.47 (s, 2H), 3.81 (s, 3H), 5.12 (s, 2H),
6.88 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.30 (d, J = 8.8 Hz, 2H)

'3C NMR (CDCl3, 50 MHz) & 30.4, 50.4, 55.5, 67.2, 114.2, 127.6, 130.5, 154.3, 168.5,
200.0.
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Badania nad zastosowaniem acetylooctanu etylu do reakcji estryfikacji kwasow

karboksylowych

Ogolna procedura estryfikacii

Kwas karboksylowy (1 mmol), acetylooctan etylu (5 mmoli, 650 mg), 5 mg kazdego
enzymu (Novozym, Lipaza z kietkébw pszenicy, Lipaza z Mucor javanicus, Lipaza
z Aspergillus oryzae, Lipaza z Pseudomonas fluorescens) w 1 ml toluenu
umieszczono w kolbie na mieszadle magnetycznym. Reakcje prowadzono w
temperaturze 50°C przez 24 godziny. Enzymy odfiltrowano i odparowano
rozpuszczalnik oraz nadmiar acetylooctanu etylu. Produkt oczyszczono za pomocag
chromatografii kolumnowej

w uktadzie heksan: octan etylu.

Fenylooctan etylu (100)°®

©\/ﬁ\
o7
"H NMR (CDCI3, 200 MHz) ¢ 1.19-1.30 (t, J = 7.0 Hz, 3H), 3.60 (s, 2H), 4.09-4.21

(q, J = 7.0 Hz, 2H), 7.22-7.36 (m, 5H). *C NMR (CDCI3, 200 MHz) ¢ 14.4, 41.6,
61.0, 127.2, 128.7, 129.1, 134.3, 171.4.

Benzoesan etylu (101)®!

0
o7 ™

"H NMR (CDCI3, 200 MHz) € 1.36-1.42 (t, 3H), 4.33-4.38 (g, 2H), 7.4-8.3 (m, 5H)

3C NMR (CDCI3, 200 MHz) € 14.3, 60.9, 128.5, 129.6, 130.4, 132.8, 166.7
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Cynamonian etylu (102)"""

O
N O/\

"H NMR (400 MHz, CDCI3): & 1.34 (3H, t, J = 7.1 Hz), 4.27 (2H, g, J = 7.1), 6.44 (1H,
d, J = 16.0), 7.37-7.69 (5H, m), 7.68 (d, J = 16 Hz, 1H)

'3C NMR (CDCI3, 200 MHz) £ 14.0, 60.15, 117.9, 144.2, 127.6, 128.6, 129.9, 134.2

3-fenylopropionian etylu (103)®

0
07 ™

"H NMR (CDCI3, 200 MHz) € 1.19-1.27 (t, 3H, J = 7.2 Hz), 2.57-2.66 (t, 2H, J = 7.9
Hz), 2.91-2.99 (t, 2H, J = 7.9 Hz), 4.07-4.18 (q, 2H, J = 7.2 Hz), 7.18-7.35 (m, 5H).

3C NMR (CDCI3, 200 MHz) ¢ 14.5, 31.2, 36.3, 60.8, 126.6, 128.7, 130.2, 140.8,
173.0.

3-p-chloro-fenylopropionian etylu (104)®

0
o~ ™
Cl

'H NMR (CDCI3, 200 MHz) € 1.19-1.27 (t, 3H, J = 7.2 Hz), 2.55-2.63 (t, 2H, J = 7.9
Hz), 2.88-2.95 (t, 2H, J = 7.9 Hz), 4.07—4.17 (q, 2H, J = 7.2 Hz), 7.11-7.27 (m, 4H).
3C NMR (CDCI3, 200 MHz) ¢ 14.8, 31.6, 36.0, 60.8, 128.1, 129.0, 132.1, 140.0,
173.0.
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3-o-metoksy-fenylopropionian etylu (105)®

0 0
o~ ™

"H NMR (CDCI3, 200 MHz) £ 1.16—1.25 (t, 3H, J = 7.0 Hz), 2.51-2.63 (t, 2H, J = 8.2
Hz), 2.83-2.90 (t, 2H, J = 8.2 Hz), 3.78 (s, 3H), 4.07-4.17 (q, 2H, J = 7.0 Hz), 6.85-
7.15 (m, 4H).

3C NMR (CDCI3, 200 MHz) ¢ 14.5, 26.1, 34.7, 53.0, 61.0, 111.0, 120.2, 127.8,
128.5,131.1, 158.0, 173.5.

Estry 2-fenyloetanolu

Benzoesan 2-fenyloetanolu (106)"®!
O /\Q
0]

"H NMR (CDCl3, 200 MHz) € 2.9 — 3.1 (t, 2 H, J=7Hz), 4.4 — 4.6 (t, 2H, J= 7 Hz), 7.1-
8.0 (m, 10H)

3C NMR (CDCl3, 200 MHz) 5 35.0, 65.1, 126.6, 127.0, 128.5, 128.6, 129.0, 129.3,
134.1,134.4,137.5,172.0

Fenylooctan 2-fenyloetanolu (107)"
O
T O

'H NMR (CDCls, 200 MHz) € 2.79-2.96 (t, 2H, J=7 Hz), 5.72 (s, 2H), 4.2-4.38 (t, 2H,
J=7 Hz), 7.03-7.4 (m, 10H)
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'3C NMR (CDCl3, 200 MHz) & 171.6, 137.8, 134.1, 129.4, 129.0, 128.6, 128.6, 127.1,
126.6, 65.4, 41.5, 35.

Cynamonian 2 —fenyloetanolu (108)2°
O /\Q
NN
O

"H NMR (CDCls, 200 MHz) € 2.79-2.96 (t, 2H, J=7 Hz), 4.2-4.38 (t, 2H, J=7 Hz), 6.44
(1H, d, J = 16.0), 7.01-7.8 (m, 11H)

3C NMR (CDCls, 200 MHz) & 35.0, 64.2, 118.2, 126.6, 127.0, 128.5, 128.6, 128.8,
129.0, 129.3, 134.4, 139.5, 144.1, 166.0

m-jodo-fenylooctan 2-fenyloetanolu (109)

"H NMR (CDCI3, 200 MHz) £ 2.79-2.96 (t, 2H, J=7 Hz), 5.72 (s, 2H), 4.2-4.38 (t, 2H,
J=7 Hz), 7.03-7.4 (m, 9 H)

3C NMR (CDCl3, 200 MHz) 5 171.6, 137.8, 134.1, 129.4, 129.0, 128.6, 127.1, 126.6,
65.4, 41.5, 35.1

Badania nad mechanizmem reakcji transestryfikacji acetylooctanu tert-butylu

oraz innych estrow tert-butylowych zawierajacych grupe karbonylowa

Synteza estru tert-butylowego kwasu 3-hydroksybutanowego 30d®"
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BN

30d

Roztwor acetylooctanu tert-butylu (0.06 mol) w metanolu (60ml) umieszczono
w kolbie. Roztwor NaBH,4 (0.022mol) w 2ml 2M NaOH i 11ml H,O zostat wkroplony
z predkoscig 0.5 ml/min. Kolbe umieszczono w tazni wodnej podczas wkraplania, tak
aby temperatura utrzymywata sie w granicach 18-20°C. Kiedy temperatura przestata
wzrastac, odparowano metanol, a reszte rozcienczono H,O. Produkt ekstrahowano
eterem etylowym, faze organiczng przemyto wodg, wysuszono MgSOQOy,

a rozpuszczalnik odparowano.

"H NMR (CDCls, 200 MHz) & 1.18-1.22 (d, J = 8 Hz, 3H), 1.23-1.27 (d, J = 8 Hz, 2H),
1.46 (s, 9H), 2.34-2.4 (m, 1H), 2.63 (s, 1H)

3C NMR (CDCl3, 50 MHz) 5 22.48, 28.29, 43.97, 64.54, 81.44, 172.88

Generalna procedura otrzymywania estréw etylowych kwaséw karboksylowych

Acetylooctan etylu, pirogronian etylu oraz ester etylowy kwasu 3-fenylo-3-okso-
propanowego zostaty zakupione w katalogu Aldrich. Pozostate estry etylowe zostaty

otrzymane nastepujgcg metoda.

Etanol, kwas siarkowy (kat.) i kwas karboksylowy grzano pod chtodnicg zwrotna,
a przebieg reakcji kontrolowano za pomocg TLC. Mieszanine reakcyjng ochtodzono,
dodano wode i octan etylu. Warstwe organiczng przemyto 10% wodoroweglanem

sodu i wysuszono bezwodnym MgSOy,, a rozpuszczalnik odparowano.

Lewulinian etylu 116b!®?

@)
@)
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"H NMR (CDCls, Bruker) 8 1.24-1.27 (t, J = 7.1 Hz 3H), 2.19 (s, 3H), 2.56-2.58 (t, J =
6.5 Hz 2H), 2.74-2.76 (t, J = 6.5 Hz 2H), 4.11-4.15 (k, J = 7.1 Hz, 2H)

'3C NMR (CDCls, Bruker) 8 14.11, 28.00, 29.8, 37.92, 60.57, 172.7, 206.62

Ester etylowy kwasu 5-oksoheksanowego 118b®3!

0 0
o~

"H NMR (CDCls, 200 MHz) & 1.14-1.31 (t, J = 7 Hz, 3H), 1.76-1.84 (q, J = 7 Hz, 2H),
2.07 (s, 3H), 2.22-2.29 (k, J = 7 Hz, 2H), 2.38-2.47 (k, J = 7 Hz, 2H), 4.03-4.11 (k, J =
7 Hz, 2H)

3C NMR (CDCl3, 50 MHz) & 14.2, 19.5, 30.1, 33.2, 41.2, 60.0, 173.2, 209.2

Ester etylowy kwasu 6-oksoheptanowego 120b©&4

O

PN

O

"H NMR (CDCls, 200 MHz) 5 1.17 (t, J = 7.2 Hz, 3 H,), 1.52—1.53 (m, 4 H), 2.06 (s, 3
H), 2.23 (t, J = 5.7 Hz, 2 H), 2.38 (t, J = 6 Hz, 2 H), 4.01-4.08 (q, J = 7.2 Hz, 2 H)

'3C NMR (CDCl3, 50 MHz) & 14.4, 23.3, 24.5, 30.0, 34.2, 43.4, 60.5, 173.6, 207.3

Generalna procedura otrzymywania estrow tert-butylowych kwaséw

karboksylowych

Acetylooctan tert-butylu zostat zakupiony w katalogu Aldrich. Pozostate estry tert-

butylowe zostaty zsyntetyzowane nastepujgcg metoda.
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Do roztworu kwasu karboksylowego (5 mmoli) w chlorku metylenu (50 ml)
w atmosferze argonu dodano DCC (1.32 g, 5 mmoli), tert-butanol (2.5 ml) i 4-DMAP
(6.1 mg, 0.05 mmola). Po 40 godzinach mieszanine reakcyjng wytrzagsano z NaHCO3
(50 ml), ekstrahowano chlorkiem metylenu (3 x 25 ml), a potaczone warstwy
organiczne wysuszono Na,SO, i odparowano rozpuszczalnik. Produkt oczyszczono

za pomocg chromatografii kolumnowej (heksan/octan etylu).
Lewulinian tert-butylu 116¢®!

A

O

"H NMR (CDCls, Bruker) & 1.44 (s, 9H), 2.18 (s, 3H), 2.48-2.51 (t, J = 6.7 Hz 2H),
2.68-2.7 (t, J = 6.7 Hz, 2H)

3C NMR (CDCl3, Bruker) 5 28.04, 29.22, 29.86, 38.1, 80.56, 171.96, 206.8

Pirogronian tert butylu 114¢®

ks

O

"H NMR (CDCls, 200 MHz) & 1.47 (s, 9H), 2.53 (s, 3H)

3C NMR (CDCl3, 50 MHz) & 24.9, 27.2, 165.1, 200,2

Ester tert-butylowy kwasu 3-fenylo-3-oksopropanowego 110¢®”

©M)o%

"H NMR (CDCls, 200 MHz) & 1.43 (s, 9H), 3.9 (s, 2H), 7.47-7.51 (m, 5H)

3C NMR (CDCl3, 50 MHz) 5 28.15, 47.63, 126.16, 128.71, 128.94, 133.78
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Ester tert-butylowy kwasu 5-oksoheksanowego 118¢®

J A

"H NMR (CDCls, 200 MHz) & 1.44 (s, 9H), 1.77-1.89 (t, J = 7 Hz, 2H), 2.14 (s, 3H),
2.21-2.27 (t, J = 7 Hz, 2H), 2.42-2.54 (k, J = 7 Hz, 2H)

BC NMR (CDCls, 50 MHz) 6 19.32, 28.32, 30,1, 34.71, 42.78
Ester tert-butylowy kwasu 6-okso-heptanowego 120¢®
O
\H/\/\/U\O%
O

"H NMR (CDCl3, 200 MHz) & 1.46 (s, 9H), 1.5-1.62 (t, J = 7 Hz, 2H). 1.74-1.85 (t, J =
7 Hz, 2H), 2.2 (s, 3H), 2.21-2.27 (t, J = 7 Hz, 2H), 2.42-2.54 (k, J = 7 Hz, 2H)

3C NMR (CDCl3, 50 MHz) & 19.32, 20.4, 28.32, 30,1, 34.71, 42.78

Generalna procedura otrzymywania estrow 1-fenyloetanolu kwaséw

karboksylowych

Do roztworu kwasu karboksylowego (1 mmol) w chlorku metylenu (10 ml)
w atmosferze argonu dodano DCC (264 mg, 1 mmoli), 1-fenyloetanol (1 mmol, 122
mg) i 4-DMAP (1.2 mg, 0.01 mmola). Po 40 godzinach mieszanine reakcyjng
wytrzgsano z NaHCOj (10 ml). Ekstrahowano chlorkiem metylenu (3 x 5 ml),
a potgczone warstwy organiczne wysuszono Na,SO, i odparowano rozpuszczalnik.

Produkt oczyszczono za pomocg chromatografii kolumnowej (heksan/octan etylu).
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Lewulinian 1-fenylo-etanolu 117

)

A/Woo

"H NMR (CDCls, Bruker) & 1.53-1.54 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 2.16 (s, 3H), 2.53-2.79 (m,
4H), 5.85-5.89 (k, J = 6.6 Hz, 1H), 7.26-7.36 (m, 5H)

3C NMR (CDCls, 50 MHz) 5 22.11, 28.29, 29.8, 37.91, 72.6, 125.99, 127.82, 128.45,
141.57,171.94, 206.46

Analiza elementarna: oszacowana dla C43H1603; C 70.87%, H 7.34%, oznaczona C
70.85, H 7.34%;

Pirogronian 1-fenylo-etanolu 115°%

@)

)So(o

"H NMR (CDCls, 200 MHz) & 1.83-1.87 (d, J = 7 Hz, 3H), 3.1 (s, 2H), 5.08-5.11 (k, J
= 7 Hz, 1H), 7.32-7.42 (m, 5H)

3C NMR (CDCl3, 50 MHz) & 23.8, 25.1, 72.3, 126.2, 127.3, 127.9, 140.3, 172.0,
193.8

Ester kwasu 3-fenylo-3-oksopropanowego 11157

O @)

"H NMR (CDCls, 200 MHz) & 1.43-1.47 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 3.92 (s, 2H), 5.85-5.88 (K,
J = 6.6 Hz, 1H), 7.21-7.85 (m, 10H)
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3C NMR (CDCl3, 50 MHz) & 22.14, 46.47, 73.81, 126.2, 128.19, 128.52, 128.71,
128.78, 128.96, 131.49, 133.89

Ester kwasu 5-okso-heksanowego 1192

@) @)

NN

"H NMR (CDCls, 200 MHz) & 1.5-1.52 (d, 3H, J = 6.8 Hz), 1.78.1.8 (g, 2H, J= 7.4 Hz),
2.14 (s, 3H), 2.25-2.27 (g, 2H, J = 7.4 Hz), 2.39-2.43 (q, 2H, J= 7.4 Hz), 5.52-5.54 (q,
1H, J= 6.8 Hz), 7.39-7.51 (m, 5H)

3C NMR (CDCl3, 50 MHz) & 18.9, 22.3, 29.5, 33.9, 42.2, 55.2, 126.1, 128.5, 128.9,
143.1, 173.5, 208.3

Ester kwasu 6-okso-heptanowego 121!

@)

N

@)

"H NMR (CDCls, 200 MHz) & 1.5-1.52 (d, 3H, J = 6.8 Hz), 1.55-1.57 (q, 4H, J= 7.4),
2.14 (s, 3H), 2.25-2.27 (g, 2H, J = 7.4 Hz), 2.39-2.43 (q, 2H, J= 7.4 Hz), 5.52-5.54 (q,
1H, J= 6.8 Hz), 7.39-7.5 (m, 5H)

3C NMR (CDCl3, 50 MHz) & 14.3, 22.8, 26.7, 27.5, 32.1, 41.2, 59.0, 126.7, 128.5,
128.8, 143.0, 173.5, 208.3

Procedura estryfikacji/transestryfikacji z enancjomerami 1-fenyloetanolu

61 mg 1-fenyloetanolu (enancjomeru R lub S, 0.05 mmola), 0.05 mmola kwasu
karboksylowego, estru etylowego lub tert-butylowego, 10 mg enzymu w 1 ml toluenu
umieszczono w 10-ml fiolce. Reakcje prowadzono w temperaturze 50°C przez 6 dni.
Enzym usunieto poprzez filtracje, a rozpuszczalnik odparowano. llo$¢ powstatego
estru 1-fenyloetanolu w mieszaninie reakcyjnej oznaczono za pomoca technik: GC
oraz HPLC.
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Oznaczanie wydajnosci — ilosci powstatego estru 1-fenyloetanolu

Acetylooctany

llo§¢ powstatego acetylooctanu 1-fenyloetanolu oznaczano za pomocg HPLC
w ukfadzie faz odwrdconych, kolumna C18, uktad acetonitryl: woda 1:1, 0.8 mil/min,

czas retencji 12.02.

Pozostate estry oznaczono za pomocag chromatografii gazowej (Varian kapilary
kolumna CP-SIL 5CB, dt. kolumny 50 m; srednica 0.53 mm; 1mikrom CP 7695)

Gradient od 100 C przez 5 minut, przez 10 minut do temperatury 300°C; 300 stopni

przez 2 minuty.

Ester 1-fenyloetanolu kwasu 3-okso-3-fenylopropionowego 111 — Czas retencji 22.42

min.

Pirogronian 1-enyloetanolu 115, Czas retencji — 12.45 min.

Lewulinian 1-fenyloetanolu 117, Czas retencji — 15.98 min.

Ester 1-fenyloetanolu kwasu 5-oksoheksanowego 119 — Czas retencji 17.52 min.

Ester 1-fenyloetanolu kwasu 6-oksoheptanowego 121 — Czas retencji 18.83 min.

Rozdziat kinetyczny wybranych beta-ketokwasoéw i estréow

Generalna procedura

1 mmol kwasu bgdz estru rozpuszczono w 1 ml toluenu, dodano 122 mg (1mmol)
racemicznego 1-fenyloetanolu i 20 mg Novozymu. Reakcje prowadzono
w temperaturze 50°C. Po 6 dniach odsgczono enzym, odparowano rozpuszczalnik,
a nastepnie wydzielono 1-fenyloetanol za pomoca chromatografii kolumnowej
w uktadzie heksan: octan etylu. Nadmiar enancjomeryczny substratu oznaczono za
pomocg HPLC, uzywajac kolumny chiralnej Chiralcel OD-H, w uktadzie
hexan/iPrOH=95:5; przeptyw =1mL/min; czasy retencji 6.05 min (S) i 6.89 min (R).

Podwadjna transestryfikacja
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Synteza Octanu 2-fenyloetanolu 1234

22

Do 2-fenyloetanolu (5.95 g, 0.049 mola) dodano 3 krople stezonego kwasu

siarkowego, a nastepnie wkraplano bezwodnik octowy (5 g, 0.049 mola). Reakcje
prowadzono w temperaturze pokojowej przez 17 godzin. Nastepnie dodano wode
i 20% NaOH. Produkt ekstrahowano eterem etylowym. Warstwe organiczng
przemyto wodg i suszono siarczanem magnezu, a nastepnie odparowano
rozpuszczalnik. Produkt oczyszczono za pomocg chromatografii kolumnowej

(heksan/octan etylu).

"H NMR (CDCl3, 200 MHz) & 2.03 (s, 3H), 2.9-2.97 (t, J = 7 Hz, 2H), 4.24-4.31 (t, J =
7 Hz, 2H), 7.23-7.28 (m, 5H)

3C NMR (CDCl3, 50 MHz) & 21.19, 35.29, 85.14, 126.77, 128.71, 129.09, 138.03,
171.25

Procedura transestryfikagii

61 mg octanu 2-fenylo-etanolu (0.5 mmola), acetylooctan etylu lub tert-butylu (2
mmole), 10 mg enzymu w 1 ml toluenu umieszczono w 10-ml fiolce. Reakcje
prowadzono w temperaturze 50°C. Po 72 godzinach/6 dniach usunieto enzymy
poprzez filtracje i odparowano toluen. llo§¢ otrzymanego acetylooctanu

2—fenyloetanolu w mieszaninie reakcyjnej oznaczono za pomocg GC.

Oznaczanie wydajnosci

llos¢ powstatego estru oznaczono za pomocg chromatografii gazowej (Varian
kapilary kolumna CP-SIL 5CB; dt. kolumny 50 m; srednica 0.53 mm; 1mikrom CP
7695)

Gradient od 100°C przez 5 minut, przez 10 minut do temp 300°C przez 2 minuty.

Czas retencji 22.4 minuty.
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