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Streszczenie

W pracy zatytutowanej Badanie wpltywu uktadow micelarnych oraz
wybranych enzymoéw na przebieg reakcji Passeriniego” opisane zostaty wyniki biada
nad opracowaniem efektywnej procedury przeprowadzania reakcji Passeriniego w
wodnym roztworze surfaktantu. Opracowanie tagodnych warunkéw reakcji bajgng
srodowisku wodnym umdiwito rozwinigcie badéd o zastosowanie wybranych
enzymow, takich jak lakazy i hydrolazy, do syntezy substratéw reakcji Passeriniego.

Istoty zaprezentowanej metodologii jest wykorzystanieaddentow, zwizkéw o
budowie amfifilowej, ktére tworgz w wodzie agregaty, takie jak micele lubcherzyki.
Wykazano,ze obecnosdych agregatow korzystnie wptywa na przebieg regkaprzez
zwiekszanie rozpuszczalngis zwigzkObw organicznych, zwkszanie lokalnego stenia
substratbw wewnigz miceli oraz tworzenie lokalnegé&rodowiska reakcji réiego od
roztworu. Dob6r odpowiedniego rodzaju i idsurfaktantu oraz warunkéw prowadzenia
reakcji wymagat szczegoétowych baglektore umofiwity efektywne przeprowadzanie
reakcji Passeriniego wsrodowisku wodnym. Ponadto wykazanee moziwe jest
przeprowadzenie reakcji, w ktérej jeden z substratow, a mianowicie kwas karboksylowy
petni takz rok surfaktantu, promyggego jej przebieg.

Kolejne badania wykazaty,e modiwe jest pohczenie reakcji enzymatycznych
biegmcych w srodowisku wodnym z reakgj Passeriniego w proces kaskadowy.
Przeprowadzono badania nad opracowaniem chemoenzymatycznego procesu
polegajcego na pajczeniu utleniania alkoholi do aldehydow tlenem ati®ggEznym,
katalizowanego przez enzym lakaav obecnoéi TEMPO z nasipczz reakcp
Passeriniego. Procesy kaskadowe ulmoaja przeprowadzenie szeregu reakcji w
jednym naczyniu reakcyjnym, co age Sk 2z o0szczdno<Lig czasu i energii
podyktowanych koniecznofa wydzielania i oczyszczania produktéw pednich.
Zbadano take moziwos¢ wykorzystania estrow kwaséw karboksylowych jakddia
substratbw do reakcji Passeriniego. Przeprowadzono badania nad katalizowang
enzymatycznie hydrolig estru, a nagpnie utlenieniem otrzymanego alkoholu do
odpowiedniego aldehydu. Dodanie izocyjanku do mieszaniny reakcyjnej liwwomz
wykonanie reakcji Passeriniego w jednym naczyniu reakcyjnym. Wykonane badania
rozszerzono 0 opracowanie trzyetapowej procedury kaskadowe] pamealaja
otrzymaniea-acyloksyamidéw zawierggych fragment kumaryny z prostych substratow
takich jak alkohol salicylowy, kwas Meldruma, aldehyd i izocyjanek.
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Abstract

The dissertation entitledrhe studies on the influence of micellar systems and selected
enzymes on the Passerini reaction courselescribes the studies on the development of

an effective Passerini reaction procedure in an aqueous surfactant solution. As the
developed protocol involved the mild reaction conditions in an aqueous environment, it
was further extended to chemoenzymatic tandem approach by the application of selected
enzymes such as laccases and hydrolases for the synthesis of Passerini reaction substrates.

The presented methodology is based on the application of surfactants, compounds with
amphiphilic structure, which form aggregates in the water, such as micelles or vesicles. It
was revealed that the presence of these aggregates has a beneficial effect on the reaction
course. It is caused by increased solubility of organic compounds, increased local
concentration of substrates inside the micelle and creating a local environment different
from the solution. The detailed studies on the type and amount of surfactant as well as the
reaction conditions, enabled to proceed the Passerini reaction effectively in the aqueous
solution. In addition, the possibility of performing the Passerini reaction in which one of
the substrates, the carboxylic acid, also acts as a surfactant promoting reaction course was
proven.

The subsequent studies showed that it is possible to combine enzymatic reactions
conducted in an aqueous solution with the Passerini reaction in a cascade process. The
studies on the development of a cascade procedure involving the oxidation of alcohols to
aldehydes by atmospheric oxygen catalyzed by the laccase in the presence of TEMPO
followed by Passerini reaction were carried out. Cascade protocols allow to perform a
multistep reactions in one reaction vessel, which is associated with saving time and
energy for the separation and purification of intermediates. The possibility of usage of
ester as a source of substrates for the Passerini reaction was also examined. The studies
on lipase catalyzed hydrolysis of the ester, followed by the oxidation of the alcohol
obtained to the corresponding aldehyde were carried out. The addition of isocyanide to
the reaction mixture enabled to perform the Passerini reaction in one vessel. The research
was extended by the development of a three-step cascade procedure leading to
a-acyloxyamides containing a coumarin scaffold froompde substrates such as a
salicylic alcohol, a Meldrum'’s acid, an aldehyde and an isocyanide.
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Wykaz skrotow:

ABTS — kwas 2,2 -azyno-bis [3-
etylbenzotiazoliny-6-sulfonowy]

AOT — dwu (2-
etylohekylo)sulfobursztynian sodu

i-Bu — grupa izo-butylowa, (CHHCH,CH,-
n-Bu — grupa butylowa, §o-

t-Bu — grupa terdbutylowa, (CH)3C-

Bz — grupa benzylowa, PhGH

CMC — krytyczne stzenie micelizacji
CTAB — bromek
heksadecylotrimetyloammoniowy
DABCO - 1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktan

Et — grupa etylowa, §s-

HOBt — hydroksybenzotriazol

HPLC — wysokosprawna chromatografia
cieczowa

HRMS — wysoko rozdzielcza
spektrometria mas

IBX —kwaso-jodoksybenzoesowy

Me — grupa metylowa, CH

NMR - spektroskopia magnetycznego
rezonansugdrowego

PADAM - strategia oparta na reakcji

Passeriniego, odbezpieczaniu aminy,

DBSA — kwas dodecylobenzenosulfonowymigracji grupy acylowej

DDAB — bromek

dilaurylodimetyloammoniowy

Ph — grupa fenylowa, §Hs-
POPC — 1-palmitoilo-2-oleilo-glicero-3-

DFT — metody chemii obliczeniowej opartéosfocholina

na teorii funkcjonatu gsto<i

Dil — nadchloranem 1';tioktadecylo-
3,3,3,3-tetrametyloindokarbocyjaniny
DLS — dynamiczne rozpraszanwidtta
DMF — dimetyloformamid

DMSO - dimetylosulfotlenek

DODAB — bromek
dioktadecylodimetyloammoniowy

d.r. — proporcja diastereocizomeréw

e.e. — nadmiar enancjomeryczny

SDS- laurylosiarczan sodu

TBME - eter tertbutylo-metylowy

TEMPO - 2,2,6,6-tetrametylopiperydyn-1-
oksyl

TLC — chromatografia cienkowarstwowa
TMS — tetrametylosilan

TMSCN - trimetylosilylonitryl

t.top. — temperatura topnienia

TvL — lakaza z Trametes versicolor

Span 60 — monostearynian sorbitolu
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1. Wstep

Multikomponentowa reakcja Passeriniego pozwala na afatjgdnoetapow
syntez pochodnycho-acyloksyamidu. Zwgzki te, ze wzgidu na podobnstruktug do
peptydow posiadgj szereg aktywnad biologicznych oraz mogaby¢ cennymi
substratami do dalszych syntez. Zazwyczaj reakcje Passeriniego prowadzv si
rozpuszczalnikach organicznych takich jak chlorek metylenu. Jedngie 8t to z
licznymi niedogodnasiami, poniewa s3 to substancje trg¢e, palne oraz szkodliwe dla
srodowiska.

Woda jest rzadko wyivanym rozpuszczalnikiem w syntezie organicznej, co
najczsciej jest spowodowane niskwpzpuszczalnada zwigzkOw organicznych w tym
rozpuszczalniku oraz faktemze wiele zwjzkow, w szczegolnad katalizatorow
metaloorganicznych, ulega rozktadowi pod wpltywem wody. Jednym ze sposobow na
prowadzenie reakcji w wodzie jest zastosowanie surfaktantovgzKinte mog tworzye
agregaty, takie jak micele lub plerzyki, ktére znagro poprawia rozpuszczalnosé
zwigzkdw organicznych oraz twagainikatowesrodowisko reakcji, co ma korzystnie
wptywa¢ na jej przebieg. W zwrku z powyszym, mog one by uwazne za rodzaj
nanoreaktoréw, w ktérych prowadzona jest syntePanadto, prowadzenie reakcji w
obecnogi dwuwarstw i peherzykbw moe tworzy uproszczony modesrodowiska
naturalnego, obecnego wwrych komérkach.

W niniejszej pracy przedstawiono badania nad opracowaniem reakcji Passeriniego

w srodowisku wodnym. Prowadzenie reakcji Passeriniegavadzie moz umodiwié
potaczenie jej z reakcjami enzymatycznymi w procesy &dskve lub prowadzone w
jednym reaktorze, co zdecydowanie poszerza arsenaipdgsh metod syntetycznych.
Procesy kaskadowe, w porownaniu z syntexieloetapow, pozwalaj na znaczna
oszczdnosé czasu i energii, poniewaie trzeba izolowaoraz oczyszczakazdorazowo
produktu pofedniego pomidzy poszczegoOlnymi etapami reakcji. W zzku z
powyzszym opracowanie tego typu metodologii jest bardzmgane z punktu widzenia
technologii, ktéra spetniataby zasadsielonej chemfi?

L A. Sorrenti, O. llla, R.M. OrtundGhem. Soc. Re2013 42, 8200.
2P.T. Anastas, J.C. Warn@reen Chemistry: Theory and Practj@@xford University Press: New York,
1998 p.30.
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2. Reakcja Passeriniego

Jednaz najwaniejszych reakcji multikomponentowych jest opisanay 1921
roku reakcja Passerinie&@achodzi ona pomailzy kwasem karboksylowym, zyzikiem
karbonylowym (zazwyczaj aldehydem) oraz izocyjankiem. Produktami tej reakcji s
a-acyloksyamidy I(Schemat 1).

Schemat 1. Przebieg reakcji Passeriniego.

Powszechnie akceptowany mechanizm reakcji Passeriniego zostat zaproponowany
w latach sz&dziesitych ubiegtego wieku przez Ivara Ugiego (SchemdtRcatkowo
z kwasu karboksylowego oraz aldehydu powstaje ad8luktory reaguje z izocyjankiem
tworzac nienatadowamnstruktug B, a nasgpnie a-adduktC. Ostatnim etapem reakciji jest
transfer grupy acylowej, zwany takzprzegrupowaniem Mumma, ktory prowadzi do
produktu I. Jest to etap nieodwracalny, ktory stanow¢ siapgows reakcji. Wsrod
zaproponowanych przez nde grupy badawcze wariantow mechanizmu reakcji
Passeriniego esto sugerowana jest struktuBa posiadajca tadunek. Za obecngig nie
posiadagcej tadunku strukturyB przemawia fakt, 7 reakcja zachodzi zdecydowanie
szybciej w rozpuszczalnikach niepolarnych takich jak chlorek metylenu. Natomiast
obliczenia DFT sugergjudziat strukturyB’ (nawet gdy reakcja jest prowadzona w
chlorku metylenu) oraz taze w akcie reakcyjnym uczestniczlwie czsteczki kwasu
karboksylowego, ktore stabilizugtruktue B’ oraz dodatkowo katalizgyiprzegrupowanie
Mumma®

® M. PasseriniGazz. Chim. Ital1921 51, 126; M. Passerinizazz. Chim. 1tal1922 52, 432.

“1. Ugi, Angew. Chem. Int. EA962 1, 8; L. Banfi, R. Riva,The Passerini Reaction". Org. Rea2€05
65, 1-140.

® R. Ramozzi, K. Morokumal. Org. Chem2015 80, 5652.
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Schemat 2. Mechanizm reakcji Passeriniego.

Reakcj¢ Passeriniego wykonuje si¢ w jednym naczyniu reakcyjnym wedtug
prostej procedury polegajacej na zmieszaniu substratow w odpowiednim medium
reakcyjnym, co jest jej zasadnicza zaleta. Poza tym, pomimo skomplikowanego
mechanizmu podczas tej reakcji teoretycznie nie powstaje zaden produkt uboczny,
dlatego reakcja Passeriniego charakteryzuje si¢ stuprocentowg ,,wydajnoscig atomowsg”,
co bardzo dobrze wpisuje si¢ w zatozenia ,,zielonej chemii”.® Reakcja jest takze bardzo
interesujgca z punktu widzenia chemii kombinatorycznej,” poniewaz z niewielkiej liczby
substratow, np. 10 kwasoéw karboksylowych, 10 aldehydéw oraz 10 izocyjankoéw, mozna
teoretycznie otrzyma¢ az 1000 réznych a-acyloksyamidow, co jest bardzo pozadane przy
syntezie bibliotek zwigzkow.

Pomimo, iz teoretycznie a-acyloksyamid jest jedynym produktem reakcji
Passeriniego, w mieszaninie reakcyjnej czg¢sto obserwuje si¢ rozne produkty uboczne i
zanieczyszczenia. Jednym z najczgsciej obserwowanych produktéw ubocznych (poza
nieprzereagowanymi substratami) jest produkt katalizowanej kwasem hydrolizy
izocyjanku, N-podstawiony formamid.® Poza tym, prowadzac reakcje przez dtuzszy czas,
aldehyd moze zosta¢ utleniony do kwasu lub ulec reakcji Cannizzaro, ktory bierze udziat
w konkurencyjnej reakcji Passeriniego tworzac niepozadany produkt. W zwigzku z
powyzszym wydajnos$¢ reakcji w duzym stopniu zalezy od warunkéw jej prowadzenia
oraz od reaktywnosci uzytych substratoéw. Uzyskanie produktu z wysoka wydajnoscia

® P.T. Anastas, J.C. Warner, Green Chemistry: Theory and Practice; Oxford University Press: New York,
1998, p.30.

” A. Domling, W. Wang, K. Wang, Chem. Rev. 2012, 112, 3083.

¥ A. M. S. Mayer, E. Aviles and A. D. Rodriguez, Bioorg. Med. Chem. 2012, 20, 279
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wymaga szczegotowej optymalizacji warunkow reakcji dladego zestawu yzych
substratéw. Ponadto, wydzielanie i oczyszczanie produktow reakcji nie zawsze jest proste
i moze wymaga uzycia ronych technik oczyszczania takich jak ekstrakcjastaljzacja,
chromatografia kolumnowa, natomiast w niektorych przypadkachzatal@pocatkowo
oddestylowa prézniowo nieprzereagowane substraty.

Wedtug bazy danych Reaxys 44 % spodd wyszukanych reakcji Passeriniego
byto prowadzone w chlorku metylenu, jest to najczej stosowany rozpuszczalnik.
Niestety rozpuszczalnik ten jest toksyczny oraz rakotwétd2gza tym jest on bardzo
szkodliwy dla srodowiska oraz toksyczny dla organizmow wodnych. nyed ze
sposobdéw unikgicia stosowania chlorku metylenu jest prowadzeniekagjeabez
rozpuszczalnika, co zostalo opisane w naszym zespole w 2008°rokyskane wyniki
pokazatyze dla niektérych zestawOw substratow wydajn@kcji jest znaego wyzsza
niz w chlorku metylenu. Pirrung i Das Sarma pokazalinmoma efektywnie prowadzi
reakcp Passeriniego w wodzié.Dla wybranych substratéw reakcja ta zachodzi nawet
18 razy szybciej iw chlorku metylenu. Dodatkayvzalety tej metodologii jest fakt,zi
produkt moz by izolowany przez filtrag. Woda jako rozpuszczalnik do reakciji
Passeriniego byta wykorzystana przez wiele grup badawcZyjginak warto zwré¢i
uwag na to, ze zazwyczaj reakcja zachodzita z wysolydajnocia jedynie dla
substratéw nierozpuszczalnych w wodzie, np. dla kwasu benzoesowego, benzaldehydu
oraz izocyjanku cykloheksylowego. Préba wiyj@nia tej prawidtowasi zostanie
przedstawiona w dalszejgzxi dysertacji, w rozdziale 3.1.

2.1. Wybrane warianty reakcji Passeriniego

Poza opisangpowyzej tradycyjngtrzykomponentow reakcp Passeriniego znane
sa liczne warianty tej reakcji. §Sto reakcje pomgdzy izocyjankiem i zwjzkiem
karbonylowym, najczciej w obecnoéi kwasu Bronsteda lub Lewisa, prowade do
réznorodnych produktow. §5 one okrélane mianem reakcji typu Passeriniego. Do
najprostszych nafy dwukomponentowa reakcja Passeriniego, czyli kaialana
kwasem addycja izocyjanku do aldehydu prowadzlo ehydroksyamidu (Schemat 3).

® karta charakterystyki, Sigma-Aldrich,
https://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=PL&language=pl&productN
umber=02575&brand=SIAL&PageToGoToURL=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%?2
Fproduct%2Fsial%2F02575%3Flang%3Dpl

19D, Koszelewski, W. Szyniski, J. Krysiak, R. Ostaszews8ynthetic Commui2008 38, 1120.

™ M.C Pirrung, K. Das Sarmd, Am. Chem. So2004 126, 444.

12E. Vessally, A. Ramazani, E. YaaghuMionatsh. Chen011, 142, 1143; J. Taran, A. Ramazani, S.W.

Joo, K.Slepokura, T. LisHelv. Chim. Act&2014 97, 1088.
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Schemat 3. Dwukomponentowa reakcja Passeriniego.

Najczscie] stosowanymi katalizatorami tej reakcyi lsvasy Bronsteada takie jak
kwas solny:® siarkowy azotowy® lub trifluorooctowy® oraz kwasy Lewisa np.
czterochlorek tytand’ Uzycie perhalogenowanych pochodnych aldehydu lub keton
pozwala na przeprowadzenie tej reakcji bez katalizafdfavasowy katalizator aktywuje
zwigzek karbonylowy na atak izocyjanku, w rggmtym etapie powstaty zazek posedni
jest hydrolizowany do produktu.ll

Uzycie do reakcji kwasu azotowodorowego (Schem&tpt) pocatkowym etapie
identycznym jak w poprzednim przypadku, zamiast hydrolizycpag przegrupowanie
prowadzce do powstania pochodnej tetrazdlu. W praktyce zdecydowanie gziej
zamiast azotowodoru ywa st azydku sodt? lub azydku trimetylosisiftt w obecnogi
kwasowego katalizatora.

O R?
HNg+ ) + . HO)\ .
R‘l
N-N
1]

Schemat 4. Reakcja Passeriniego prowsadzdo pochodnych tetrazolu.

Reakcja zwazku karbonylowego oraz dwoch ekwiwalentoéw izocyjankabec
eteratu trifluoroboru prowadzi do powstan{ay—nienasyconegoo—oksoamidu IV
(Schemat 5> W tej reakcji jeden ekwiwalent izocyjanku jestddiem wegla o w
strukturze produktu. Co ciekawe, nawet z réwnomolowej mieszaninyazkwi
karbonylowego oraz izocyjanku wobec eteratu trifluoroboru oczekiwany praddukt
powstaje wsladowej iloci. Inny przebieg reakcji jest prawdopodobnie spooveahny
brakiem nukleofila w mieszaninie reakcyjnej, ktory mogtby zaatakawacyjanek aby

13|, Hagedorn, U. Eholzer, H.D. Winkelmarmngew. Chem. Int. EA964 3, 647.

14 U. Fetzer, I. UgiLiebigs Ann. Chenml962 659, 184.

15|, Hagedorn, U. Eholze€hem. Ber1965 98, 936.

®W.C.J. Lummay. Org. Chem1981, 46, 3668.

M. Schiess, D. SeebadHelav. Chim. Actd 983 66, 1618; J.P.G. Versleijen, P.M. Faber, H.H.
Bodewes, A.H. Braker, D. van Lausen, A.M. van LeyJetrahedron Lett1995 36, 21009.
18 A. Shaabani, A. Bazgir, K. Soleimani, H.R. BijanzahdElluorine Chem2002, 116, 93.
91, Ugi, R. Meyr,Chem. Ber1961, 94, 2229.

2T, Sela, A. VigalokAdv. Synth. Cata2012, 354, 2407.

2L A L. Chandgude, A. Domlingzreen Chem2016 18, 3718.

22 B, Zech, E. MullerLiebigs Ann. Chen1968 715, 47.

15

https://rcin.org.pl/



reakcja mogta doprowadzido zwizku 1.2 Podczas reakcji katalizowanej przez eterat
trifluoroboru rok nukleofila pelni druga cgsteczka izocyjanku twogg cykliczny
zwigzek posfedni, ktory nagfpnie jest hydrolizowany do produktd |

R2 R?
o e 210 BEOE,
R R’

v

Schemat 5. Katalizowana eteratem trifluoroboru reakcja Passeriniego.

Reakcja pomidzy zwigzkiem karbonylowym oraz a-izocyjanoamidem
katalizowana kwasem Lewisa pozwala na syatppchodnych 5-aminooksazolu
(Schemat 6}* Ponadto Ganem i wspoétpracownicy zaproponowali wariant tej reakcji w
obecnogi chlorku trimetylosililu, co powalato na uzyskanpeoduktu z zabezpieczong
grupa hydroksylow.”> W tym wariancie reakcji Passeriniego patkpwo izocyjanek
atakuje aktywowany kwasem Lewisa aldehyd. Nasie tlen z grupy amidowej reaguje z
atomem wegla izocyjanku dajc cykliczny produkt paedni, ktéry ulega przegrupowaniu
do zwigzku V.

Schemat 6. Reakcja Passeriniego prowadzaca do pochodnych oksazolu.

Ciekawym wariantem reakcji Passeriniego jest reakcja quayni zwihzkiem
karbonylowym, izocyjankiem oraz pochodmgnolu (Schemat 7). W przypadku tego
wariantu reakcji pocgkowo fenol, izocyjanek oraz zgdek karbonylowy tworg addukt
A. Nastpnie ulega on przegrupowaniu Smilesa, tworpgroduktVl. W zwigzku z tym,
ze koncowym etapem reakcji jest przegrupowanie Smilesayégiant reakcji nazywagsi
reakcp Passeriniego-Smilesa. Ograniczenie tej reakcji kayaifaktu, ¥ pochodna fenolu
musi by wystarczajco kwasowa aby aktywowazwigzek karbonylowy na atak
izocyjanku. W zwgzku z tym reakcja zachodzi efektywnie dla pogeni aromatycznych

# . Banfi, R. Riva,"The Passerini Reaction". Org. Rea2€05 65, 1-140.

24 G. Cony, R. Gamez-Montano, J. ZAetrahedror2004 60, 4879.

% Q. Wang, B. GanenTetrahedron Lett2003 44, 6829; Q. Wang, Q. Xia, B. Ganeffetrahedron Lett
2003 44, 6825.
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ubogich w elektrony, np. dla nitrofendifiWariant ten prowadzony jest w temperaturze
45-60°C oraz rozpuszczalnikiem jest zazwyczaj w metanalsie badania nad reakcj
wykazaly, ze dodatek zasady takiej jak DABCO znacznie {pmsza przebieg reakcji
oraz zwtksza jej wydajnos¢Jest to ttumaczone zapobieganiem tworzeriasetali w
mieszaninie reakcyjnej oraz dziataniem zasady jako p¢néka protondw co prapiesza
reakcp.?’

R1 R2 R1 RZ
O._R!
(?H + + — HOX — AF\OX.
Ar 2
R O O
Ar VI
A

Schemat 7. Reakcja Passeriniego-Smilesa.

Warty uwagi jest fakt,z podczas reakcji Passeriniego powstaje nowe centrum
stereogeniczne. deli w srodowisku nie ma czynnikdéw stereorieujacych, a substraty
s3 niechiralne (bdz racemiczne), to powstaty produkt jest racematemwZgledu na
potencjalngaktywnos¢ biologiczng a-acyloksyamidow oraz ich yteczndé do syntezy
zwigzkow biologicznie czynnych podane g sereokontorlowane warianty reakcji
Passeriniego. Wynika to z ¢zto obserwowanej rdwej aktywnog£i biologicznej
poszczegoinych stereoizomerdvW zwiazku z tym zostaly opisane liczne badania
dotyczce stereokontolowanej reakcji Passeriniego.

Do najprostszych nate diastereoselektywne warianty reakcji podczas ktoryc
jeden z substratéw jest chiralny, nieracemiczny a jako produkt powstaje mieszanina
diastereoizomerow w ktérej jeden z nich jest w przewadze. Przykladem jest reakcja, w
ktorej wykorzystano izocyjankek zawiegay fragment §)-kamfory swojej strukturzé
do reakcji Passeriniedd.lnnym przyktadem diastereoselektywnej reakcji Passeriniego
jest reakcja z wiciem aldehydw2. Zwigzek ten otrzymuje giz erytrytolu, ktéry jest
naturalnym polialkoholem uzyskiwanym poprzez fermertdtjWptyw chiralnych
kwasow karboksylowych na diastereoselektywnagékcji Passeriniego zostat zbadany
przez Frea i wspotpracownikéw.Spogéd pieciu zbadanych kwaséw karboksylowych,
pochodnych naturalnych aminokwasowdbagukréw, autorzy wybrali kwas 1,2,3,4-tetra-
O-acetyloa-D-galakturanowy3 jako substrat, pozwakgy na uzyskanie produktéw z

%, El Kaim, M. Gizolme, L. GrimaudQrg. Lett 2006 8, 5021; L. El Kaim, M. Gizolme, L. Grimaud, J.
Oble,J. Org. Chem2007, 72, 4169.

27 E. Martinand-Lurin, A. Dos Santos, L. El Kaim, L. Grimaud, P. Retaill€aem. Commur2014 50,
2214,

2 H P. Koch, M.J. Czejkal. Biosci 1986 41, 11.

29°H. Bock, I. Ugi,J. Prakt. Chem1997, 339, 385.

30H.-J. Moon, M. Jeya, I.-W. Kim, J.-K. LeaAppl. Micorbiol. Biotechnol201Q 86, 1017; G.R.
Ghezelbash, I. Nahvi, A. Malekpoukppl. Biochem. Microbiol2014 50, 292.

3L R. Frey, S.G. Galbraith, S. Guelfi, C. Lamberth, M. Zef3mlett2003 1536.
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najlepsa diastereoselektywnoig. Przyktady chiralnych, nieracemicznych substratow
uzywanych do reakcji Passeriniego zostaly przedstaawiaRysunku 1.

OAc AcO O
1 2 3

Rysunek 1. Przyktady chiralnych, nieracemicznych substratGmwanych do
prowadzenia diastereoselektywnej reakcji Passeriniego

Opisane zostaly takz ronorodne chiralne katalizatory, ktére pozwalaja
uzyskanie wzbogaconych enancjomerycznie produktow reakcji Passeriniego. Pierwszym
przyktadem takiego podajia jest praca Domlinga i wspotpracownikéw z 200Burdf
Autorzy przeprowadzili szczegétowe badania, podczas ktérych zbadali wptyw 16
kwaséw Lewisa wobec 12 chiralnych ligandéw, jako optymalny katalizator do reakciji,
zapewnigcy najwkekszy enancjoselektywnogc¢zostat wybrany izopropanolan tytanu
oraz lignad4 (Rysunek 2). Reakgjprowadzono w suchym tetrahydrofuranie. Po tym jak
okazalo s¢, ze motiwa jest enencjoselektywna kontrola nad reakEjasseriniego
pojawity si¢ kolejne prace na ten temat, prezestej nowe Kkatalizatory oraz
zoptymalizowane warunki reakcji. Przykladem tego jest praca Schreibera, w ktorej
opisano badania nad wptywem kilku chiralnych kompleksow mied@ fa
enancjoselektywnos&eakcji Passeriniegd. Zhu i wsp6tpracownicy zbadali wplyw
kolejnych 7 kwaséw Lewisa wobec chiralnego ligar&id Produkty z najwiszym
nadmiarem enancjomerycznym otrzymano dla dietylochloroglingA(E) w suchym
toluenie w temperaturze -49C. Korzystny wplyw niskiej temperatury prowadzenia
reakcji jest ttumaczony tymze hamuje ona spontaniczmiekatalizowanareakcg
Passeriniego prowadea do racematu. Ponadto Tan i wspoOtpracownicy dpisal
katalizator, bdacy chiralnym kwasem Bornsteada, pochodmyasu fosforowegar >
Katalizowal on reakcje Passeriniego z wysokfnancjoselektywrigcia (nadmiar
enancjomeryczny produktow od 84 do 99 %).

32U. Kusebauch, B. Beck, K. Messer, E. Herdtweck, A. Domlwg, Lett 2003 5, 4021.
¥ P.R. Andrea, C.C. Liu, S.L. Schreibérg. Lett 2004 6, 4231.

3 35.-X. Wang, M.-X. Wang, D.-X. Wang, J. ZhAngew. Chem. Int. EQ008 47, 388.
%]. Zhang, S.-X. Lin, D.-J. Cheng, X.-Y. Liu, B. TanAm. Chem. So2015 137, 14039.
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Rysunek 2. Chiralne katalizatory lub ligandy unfiadajgce enencjoselektywrrgakcg
Passeriniego.

2.2. Wykorzystanie reakcji Passeriniego w syntezie zg#akow o
aktywnosci biologicznej

Reakcja Passeriniego, ze watjl na fakt, 2 pozwala na tatwa i szyhlsyntez a-
acyloksyamidow, zostata zastosowana do syntezy wielu waoteych zwipzkow.
Przyktadem tego jest opracowana przez Rigueta i Bos synteza chiralnych
a,y—podstawionych y—laktonéw 93° Autorzy zaproponowali jednonaczynigw
metodologé na organokatalitycznasymetrycznareakcg Michaela oraz po dodaniu
izocyjanku naspczy diastereoselektywngeakcg Passeriniego (Schemat 8). Cykliczny
produkt jest uzyskiwany ze wzglu na zastosowanie dwufunkcyjnego substr@fu
posiadajcego w swojej strukturze grug@rboksylows oraz aldehydow Optymalizacja
warunkéw reakcji pozwolita na uzyskanie 8 pochodnyghpodstawionychy—laktonéw
9 z wysolg enancjoselektywnaidy (e.e. do 86 %) oraz diastereoselektyweiggd.r. do
8:2). Zwigzki te stanowg wartociowe bloki budulcowe do syntezy szeregu gakdw
biologicznie czynnych.

% M. Bos, E. Riguef. Am. Chem. So2014 79, 10881.
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Schemat 8. Organokatalityczna reakcja Michaela orazpesa Passeriniego.

Kolejnym przyktadem wykorzystania reakcji Passeriniego do syntezyzkow
biologicznie czynnych o wysokiej wartcs dodanej jest synteza telaprevirdl)
zaproponowana przez Turnera, Ruijtera i wspdtpracowniKéWelapravir jest lekiem
przeciwwirusowym stosowanym leczeniu wirusowego zapalengroby typu C,
dziatajpcym jako inhibitor proteazy serynowej NS3/4AW zaproponowanej przez
autorow wieloetapowej syntezie jednym z kluczowych etapéw byta reakcja Passeriniego
(Schemat 9), pozwala ona na szybkiegppénie wielu stosunkowo prostych substratow
w skomplikowany uktad peptydomimetyczti). Reakcja Passeriniego prowadzona byta
w chlorku metylenu zachodzi z wydajmg 56 %. Produktl0 po odwodnieniu, jako
izocyjanek jest poddawany tréjkomponentowej reakcji Ugiegocpast po hydrolizie
estru i utlenieniu powstatej grupy hydroksylowe] otrzymywany jest teleprevir.
Sumaryczna wydajnoséwszystkich etapow syntezy wyniosta 45 %, przykiash t
pokazuje, uytecznosé¢reakcji multikomponentowych, w tym reakcji Passiego do
otrzymywania zwjzkow o ztoonej strukturze.

37 A. Znabet, M.M. Polak, E. Janssen, F.J.J. de Kanter, N.J. Turner, R.V.A. Orru, E. Gdjter
Commun201Q 46, 7918.
3 C. Lin, A.D. Kwong, R.B. Pernipfect. Disord. Drug. Target2800§ 6, 3.
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Schemat 9. Wykorzystanie reakcji Passeriniego do syntezy telapraviru.

Reakcja Passeriniego znalazta zastosowanie w syntezie wielu peptydomimetykdow
o strukturze—acyloaminoa-hydroksyamidéw 12) i p—acyloaminoa-oksyamidow {3),
ktore g stosowane jako inhibitory proteaz. Powszechnieostasastratega syntezy tych
Zwigzkéw jest opisana przez Banfiego i wspotpracownilgivategia oparta na reakcji
Passeriniego — odbezpieczaniu aminy — migracji grupy acylowej (PADAM) (Schemat
10)3 Pocatkowo przeprowadza i reakcg pomidzy o-aminoaldehydem z
zabezpieczongrum aminows, kwasem karboksylowym oraz izocyjankiem. Npsie po
odbezpieczeniu grupy aminowej przeprowadzeniu migracji grupy acylowej z atomu tlenu
na atom azotu otrzymuje ¢sip—acyloaminoe-hydroksyamid, ktory ma by tatwo
utleniony dop—acyloaminoe-oksyamidu. Ponadto zastosowanie izocyjankazaviego
z nosnikiem za pomog fotolabilnego linkera umdiwvia efektywne przeprowadzenie
catego procesu na podiozstatym. Strategi PADAM wykorzystano m.in. do syntezy
Eurystatyny A, inhibitora endopeptydazy prolinofejoraz cykloteonamidu C,
wydzielonego z daek Theonella swinhoeii Theonella ircinia inhibitora proteaz
serynowycH:*

%L, Banfi, A. Basso, G. Guanti, R. Rivslol. Divers 2003 6, 227.
“T.D. Owens, G.-L. Araldi, R.F. Nutt, J.E. Sempletrahedron Lett2001, 42, 6271.
“1S. Faure, T. Hjelmgaard, S.P. Roche, D.J. Aitkang, Lett 2009 11, 1167.
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Schemat 10. Strategia PADAM do syntezygtyloaminoa-hydroksyamidow i
B—acyloaminoe-oksyamidow.

Reakcja Passeriniego znajduje takzastosowanie w syntezie zwkow
makrocyklicznych (Rysunek 3). aycie dwufunkcyjnych substratéw dikwasow,
dialdyhydéw i/lub diizocyjankow pozawala na synieskomplikowanych struktur
makrocyklicznych takich jak4 oraz15** Poza tym paiczenie reakcji Passeriniego oraz
metatezy olefin prowadzi do otrzymania awku o strukturze &%

BocHN O I\ o NHBoc
—< >ﬁ — © © SN
NH Oi }O

Redc T G

14 15

@)

Rysunek 3. Zwizki makrocykliczne uzyskane poprzez reakéasseriniego.

Potaczenie reakcji Passeriniego oraz enzymatycznegoziand kinetycznego
umodiwito syntez wzbogaconych enancjomerycznieaminokwaséw (Schemat 1.
Ta sama metodologia zostata tekzzastosowana do syntezy wzbogaconych

“2F. Leon, D.G. Rivera, L.A. Wessjohanrh,0Org. Chem2008 73, 1762.

“3B. Beck, G. Larbig, B. Mejat, M. Magnin-Lachaux, A. Picard, E. Herdtweck, A. Donng, Lett
2003 5, 1047.

*“W. Szymanski, R. OstaszewsKketrahedron: Asymmef006 17, 2667.
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enancjomerycznie peptydomimetykéw oraz nienaturalnych pept§tié@iekawa
procedura polegaga na paiczeniu reakcji Passeriniego z enzymatycznym rozeiziat
kinetycznym zostata opisana przez nasz ze€p@!. opracowanych warunkach reakgcji
jednym z substratéw jest octan winylu, ktory jest hydrolizowany przezeligazkwasu
octowego i aldehydu octowego. Ngstie zwhzki te reagyj z izocyjnakiem tworzc
a-acyloksyamid, ktory ulega rozdziatowi kinetycznenaujeden z enancjomerdw jest
hydrolizowany do o-hydroksyamidu oraz kwasu octowego. Npasie, powstajca
czasteczka kwasu octowego nmeoulega kolejnej reakcji Passeriniego. Wszystkie reakcje
przebiegaj jednoczénie w mieszaninie chlorku metylenu oraz wody w oloécnlipazy
tworzac rekcg tandemow. Procedura ta uméwia uzyskanie wzbogaconych
enancjomerycznie a-acyloksyamidu oraza-hydroksyamidu z prostych substratow
podczas jednej reakcji bez wydzielania gzzkiow pogednich.

R - alkil, aryl lub H

Schemat 11. Synteza wzbogaconych enancjomerycznie aminokwasow z wykorzystaniem
reakcji Passeriniego.

3. Reakcje mutikomponentowe w wodzie

3.1. Reakcje chemiczne w wodzie

Zgodnie z dwunastoma zasadamzielonej chemif powinno s§ unika:
stosowania truyjcych dla ludzi i $rodowiska substancji, w tym typowych
rozpuszczalnikbw organicznych. Jak na@édj substancji powinno pochodziz
odnawialnychzrédet, podczas gdy rozpuszczalniki organiczpeazwyczaj produktami
syntezy chemicznej opartej na ropie naftowej. Dlatego i@da jako nietoksyczne,
niepalne i niewybuchowe medium reakcyjne doskonale wpisgi\@ 8¢ zasady.

*SW. Szymanski, M. Zwolinska, R. Ostaszewdlétrahedror2007, 63, 7647; W. Szymanski, R.
OstaszewskiTetrahedror2008 64, 3197.

6 A, Zadto-Dobrowolska, D. Koszelewski, D. Paprocki, A. Madej, M. Wilk, R. Ostaszewski,
ChemCatCher2017, 9, 3047.
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Pomimo wielu zalet, stosowanie wody jako rozpuszczalnikazemy
problematyczne. Najwkszz niedogodnogiag jest staba rozpuszczalnoséickszogLi
zZwigzkéw organicznych w tym medium. Oczywie znanych jest szereg przyktadow
reakcji organicznych prowadzonych w wodzie z rozpuszczalnych w niej substratow. W
takim przypadku méwimy o reakcjach prowadzonych w wodiiewater’).*” Tego typu
procesy mog by¢ dodatkowo napdzane stalp rozpuszczalnaa produktéw, ktore
wypadaj z mieszaniny reakcyjnej co przesuwa rownoyvagkcji. Znane gtakze liczne
reakcje prowadzone efektywnie z substratow nierozpuszczalnych w wodzie, méwimy
wtedy o prowadzeniu reakcjop watet.*® Ponadto zauw®no, ze prowadzenie reakcji
,0n watet moze dodatkowo przipiesza jej przebieg, co jest zazane z tak zwanym
efektem hydrofobowym. Polega on na agregacji niepolarnygbtezzek w wodzie, aby
zminimalizowa powierzchni miedzyfazows zwiazek hydrofobowy-wod&? Przyktadem
moze by reakcja cykoaddycji poradzy kwadricyklanem oraz azodokarboksylanem
dimetylu (Schemat 12), ktéra w warunkactn, watef zachodzi ilociowo juz w 10
minut. Ta sama reakcja prowadzona w homogenicznych uktadach w mieszaninie
woda:metanol 1:3 (v/v), rozpuszczalniku organicznym lub bez rozpuszczalnika zachodzi
przez kilka do kilkudziestiu godzin®®

COOMe

COOMe
N N
+ 1 — /
ﬁ N Abﬁ

MeOOC "COOMe

Schemat 12. Reakcja poguzy kwadricyklanem a azodokarboksylanem dimetylu.

Zostaly takez opisane liczne przyktady reakcji Passeriniego pamenej w
wodzie z wykorzystaniem hydrofobowych substratow, ktore zostaty opisane w rozdziale
2. Reakcje te zazwyczaj zachgde warunkach gn watef, co umodiwia uzyskanie
produktéw z wysokagwydajnogcia. Inng metoda prowadzenia reakcji organicznych w
srodowisku wodnym jest zastosowanie dodatku surfaktarktory zweksza
rozpuszczalnoshydrofobowych substratdw w medium reakcyjnym. Temadt zostat
szerzej opisany w kolejnych rozdziatach niniejszej pracy.

3.2. Surfaktanty i agregaty

Zwigzki powierzchniowo czynne nazywanez tsurfaktantami, maj budowe
amfifilow 3. Sktadag sic one z czsci hydrofobowej oraz hydrofilowej. Przyktady tego
typu zwigzkOw zostaly zaprezentowane na Rysunku 4. Ze edlmgha budow czesci

*"R.N. Butler, A.G. CoyneChem Rev201Q 110, 6302.

“8R.N. Butler, A.G. CoyneChem Rev201Q 110, 6302.

“9R. Breslow Acc. Chem. Res. 1991, 24, 1509.

0’3, Narayan, J. Muldoon, M.G. Finn, V.V. Fokin, H.C. Kolb, K.B. Sharpksgew. Chem. Int. E@005
44, 3275; J.E. Klijn, J.B.F.N. Engbertdature2005 435, 746.
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hydrofilowej czsteczki, surfaktany dzielimy na: anionowe, posiackajadunek ujemny;
kationowe, posiadage tadunek dodatni; niejonowe, nie posiadaj tadunku oraz
zwitterjonowe, posiadage ugrupowania natadowane i zarbwno dodatnio jgé&mnie.

+
O:\S’io ~ Na SDS
O O
H
O%/\O}
n Triton X-100
n=9-10
Br
N{ CTAB
/ N\

Rysunek 4. Przyktady surfaktantow o budowie amfifilowej: laurylosiarczan sodu (SDS),
Triton X-100, bromek heksadecylotrimetyloammoniowy (CTAB).

Czgsteczki surfaktantu w wodnym roztworze, wz&niu wyzszym ng krytyczne
stezenie micelizacji (CMC) tworg agregaty o raiej morfologii zaprezentowane
schematycznie na Rysunku 5. O ile morfologia agregatu nie ma znaczenia, w tej
dysertacji terminy agregaty lub micele stosoware vg/miennie. Do najcgciej
spotykanych agregatéw nate micele, odwrdécone micele, dwuwarstwy orazhperzyki
(liposomy). Morfologia agregatu zale od uxtego surfaktantu, sposobu przygotowania
roztworu oraz warunkéw takich jak temperatura, pH, sita jonowa roztworu. Poszczegdlne
typy agregatow zazwyczaj miig Sic takze wielkogiag. Typowe micele maj wielkosé
kilku nanometrow, podczas gdy wielkogécherzykdw moe wynosé od kilkudziesgciu
nanometrow nawet do kilku mikrometr&ik. Obecnos¢ hydrofilowych oraz
hydrofobowych fragmentéw w agregatach pozwala na oddziatywanie zaréwno ze
zwigzkami polarnymi jak i niepolarnymi, co znacp poprawia rozpuszczalnosé
zwiazkéw organicznych w wodzi¥.

*LT. Dwars, E. Paetzold, G. Oehmdgew. Chem. Int. EQ005 44, 7174; H. Ringsdorf, B. Schlarb, J.
Venzmer Angew. Chem., Int. EA988 27, 113.
2 Dwars, E. Paetzold, G. Oehnfeygew. Chem. Int. EQ00S 44, 7174.
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Rysunek 5. Schematyczne rysunki typéw agregatéw tgeyzh s¢ w wodnych
roztworach surfaktantu, od lewej: micela, odwrécona micela, dwuwarstwa, liposom.

Wsrod agregatdéw tworzonych w wodnych roztworach sudiatu na szczegoélng
uwag zastuguyg liposomy. § to pecherzykowe struktury, wewirz ktérych znajduje si
woda otoczona dwuwarstwawnembrang Poza tym skiad roztworu wewnz liposomu
moze sk rozni¢ od zewrtrznego roztworu. W zwiku z tym tego typu uktadygzesto
wykorzystywane jako nimiki w systemach dostarczania lekUPoza tym, podobiestwo
do naturalnych uktadéw takich jak btony komérkovwldizosomy>® endosomyf sprawia,
ze znajduj one zastosowanie jako modele membran biologiczRy€pisane zostaty
liczne przyktady reakcji chemicznych prowadzonych w obednggosomow, w ktérych
petnia one funkcje promotoréw i regulatordit.

W celu uzyskania roztworu zawiegaggo liposomy nalgy uzy¢ odpowiedniego
surfaktantu, zazwyczaj zwiki tworzgce liposomy maj w swojej strukturze dwa diugie
tancuchy weglowe?® Najczsciej uzwane surfaktanty twosze w temperaturze
pokojowej liposomy zostaly zaprezentowane na Rysunku 6. W celu uzyskania
jednowarstwowych liposoméw stosujeg Siézne metody. Do najezciej uzywanych
technik nalea sonikacja, ekstruzja lub wielokrotne zawamie i rozmraanie®® Stosuje
si¢ takze wkraplanie roztworu surfaktantu w eterze do roztwwodnego w temperaturze
55-65 °C. Na skutek powolnego odparowania rozpuszczalnika otrzyngulipasomy,
zazwyczaj heterogeniczmaieszanineo wielkogi agregatéw od 70 do 200 rithMozna
takze zastosowa roztwor surfaktantu w etanolu, ktéry jest rozpusaoz w wodzie,

3 T. M. Allen, Trends Pharmacol. Sc1994 15, 215; G. Gregoriadi§;rends Biotechnoll995 13, 527; Y.
BarenholzCurr. Opin. Colloid Interface ScR001, 6, 66; V. P. TorchilinNat. Rev. Drug Discover3005
4, 145; P. Tanner, P. Baumann, R. Enea, O. Onaca, C. Palivan, W. Meie€hem. Re2011, 44, 1039.
>4 J. Huotari, A. HeleniusMBO 1 2011, 30, 3481.

% C. DeDuveEur. J. Biochem1983 137, 391; J.P. Luzio, P.R. Pryor, N.A. Brightat. Rev. Mol. Cell
Biol. 2007, 8, 622.

6 C.D. Austin, X. Wen, L. Gazzard, C. Nelson, R.H. Scheller, S.J. S&atss, Natl. Acad. Sci. U. S_.A
2005 102, 17987.

>’ D. Lingwood, K. SimonsScience201Q 327, 46.

8 p_ Walde, H. Umakoshi, P. Stano, F. Mav&lem. Commur2014 50, 10177.

9 Dwars, E. Paetzold, G. Oehmfmgew. Chem. Int. EQ005 44, 7174.

9 A. Akbarzadeh, R. Rezaei-Sadabady, S. Davaran, S.W. Joo, N. Zarghami, Y. Hanifehpour, M. Samiei,
M. Kouhi, K. Nejati-Koshki,Nanoscale Res. Lef013 8, 102.

1 D. Deamer, A.D. BangharBiochim. Biophys. Act&976 443 629; H. Scheiren, S. Rudolph, M.
Findelstein, P. Coleman, G. WeissmaBinchim. Biophys. Acta978 542 137.
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tworzac liposomy®? Inna technika otrzymywania liposoméw jest z hydratacja filmu
lipidowego. Surfaktant rozpuszczag siv rozpuszczalniku organicznym a ngstie
odparowuje rozpuszczalnik twaz film lipidowy na dnie kolby. Nagpnie, do kolby
dodaje st fazz wodrg i wytrzagsa, co skutkuje powstaniem liposomow, zazwyczaj
wielowarstwowych rénej wielko&i, ktére mog by¢ potem poddane ekstruzji, sonikaciji
i/lub wielokrotnemu zameaniu i rozmraaniu w celu ujednolicenia wielkok®®

/\/\/\/\)J\ kwas dekanowy
OH

O - AOT

W 5 Bromek

\/\/\/\/\/\/\/T*\ dimetyloditetrametyloammoniowy

Rysunek 6. Surfaktanty twogze liposomy w temperaturze pokojowej: 1-palmitoilo-2
oleilo- glicero-3-fosfocholina (POPC), kwas dekanowy, Di(2-
etylohekylo)sulfobursztynian sodu (AOT), bromek dimetyloditetradecyloammoniowy.

3.3. Kataliza ,micelarna”

Obecnos¢ agregatdw, poza zekszaniem rozpuszczalmms substratéw, mae
znaczco przyipiesz@ szybkoséreakcji® Moze to by spowodowane trzema zjawiskami
zachodacymi wewngrz miceli lub btonie liposomu: po pierwsze zkszonym
stezeniem lokalnym substratéw wewrz agregatu; po drugie mdg polarnogia niz w
roztworze, co mog przyipiesza& reakcg; po trzecie moiwvym powstaniem zawady
sterycznej hamuicej przebieg niepozianych reakcji®> Wplyw agregatéw na przebieg
reakcji chemicznych nmi@ by okreslany mianem katalizy ,micelarnej’, co zazwyczaj
odnosi st do zwkkszania szybkai reakcji®® Ponadto, surfaktanty megzawiera
ugrupowania katalizare reaka, wtedy surfaktant zachowujegcsiakze jako katalizator.

623, Batzri, E.D. KornBiochim. Biophys. Acta973 298 1015.

837. Guo, N. Hauser, A. Moreno, T. Ishikawa, P. WaBleft Matter2011, 7, 180.

 Dwars, E. Paetzold, G. Oehnfeygew. Chem. Int. EQ00S 44, 7174.

% p. Walde, H. Umakoshi, P. Stano, F. Mavé&lhem. Commur2014 50, 10177

% p. Scrimin, P. Tecilla, U. Tonellato, C.A. Bunt@yplloids Surf. A1998 144, 71
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Zwickszone stzenie lokalne hydrofobowych substratéw w okolicy agrte i katalizatora
korzystnie wptywa na przebieg reakgji.

Zastosowanie wodnego roztworu surfaktantu jako medium reakcyjnego
dodatkowo moe utatwt wydzielanie produktu oraz zawracanie katalizat@r@st to
modiwe, kiedy podczas usuwania produktu katalizatst mvigzany z micelami. Jedg
mozliwosci jest wydzielanie produktu za pompocekstrakcji, wowczas katalizator
pozostaje w fazie wodnej z micelami, ktora raoby uzyta do nasipnego cyklu
reakcyjnego. Czasami wydzielanie produktu jest jeszcze prostsze, gdy wypada on z
mieszaniny reakcyjnej i mezby¢ odfiltrowany lub odwirowany z medium reakcyjnego.
Roztwor zawierajcy agregaty oraz katalizator neoby od razu uyty do nasgpnego
cyklu reakcyjnego. W zwgzku z powyszym, zastosowanie wodnego roztworu
surfaktantu jako medium reakcyjnego neonies¢ dodatkowe korz§ci dla srodowiska
ograniczagc zuzcie czasu i energii potrzebnych na wydzielenieziyszczenie produktu.

Ostatnio zostato opisanych wiele reakcji organicznych prowadzonych w wodzie w
obecnoéi surfaktantu. Przyktadem korzystnego wplywu agt@gana przebieg reakcji
mog by¢ liczne prace zespotu prof. Lipshutza ktére opistgakcje katalizowane
kompleksami metali prz&jiowych prowadzone wérodowisku wodnyn?® Do bada
zostaly wykorzystane surfaktanty specjalnie zaprojektowane do tego typu reakcji, o
nazwach handlowych TPGS-750-M oraz Nok (Rysunek 7). Skiadg one z
hydrofobowego rdzenia: witaminy E w przypadku TPGS-750-M d¥asttosterolu w
przypadku Nok, dcznika z kwasu bursztynowego oraz hydrofilowegsck glikolu
polietylenowego. Surfaktanty te twarav wodzie micele o wielkad prawie 50 nm, ktore
jednoczénie oddziatyy z substratami oraz katalizatorami metalicznymi katecznie
promuje przebieg reakdj.

®"H. Morawetz Adv. Catal1969 20, 341

% S.R.K. Minkler, N.A. Isley, D.J. Lippincott, N. Krause, B.H. Lipshuiizg. Lett 2014 16, 724; S.M.
Kelly, B.H. Lipshutz,0Org. Lett 2014 16, 98; A. Bhattacharjya, P. Klumphu, B.H. Lipshutgture Comm
2015 6, 7401; N.A. Isley, M.S. Hageman, B.H. Lipshu&een Chem2015 17, 893.

% P. Klumphu, B.H. Lipshutz]. Org. Chem2014 79, 888.
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n=ok. 13 Nok

Rysunek 7. Surfaktanty zaprojektowane w zespole prof. Lipshutza: TPGS-750-M (nha
gorze) oraz Nok (na dole).

Handa i wspoétpracownicy opracowali surfaktant, o nazwie FI-750-M (Rysunek 8),
ktérego stosowanie umldwia skuteczne zagpienie polarnych rozpuszczalnikow
organicznych takich jak dioksai-metylopirolidon lub dimetyloformamid. Zwzek ten
pozwala na przeprowadzanie $vodowisku wodnym m.in. katalizowanych palladem
sprzegan,”® sulfonowanie prefluoroarendwiub oksyhalogenowanie alkind(®.Struktura
surfaktantu zawieraga liofilowy taacuch weglowy, tacznik z casteczki proliny oraz
hydrofilowy fragment glikolowy. Taka struktura surfaktantu powoduje tworzenie miceli
posiadajcych regiony hydrofobowy, hydrofilowy oraz prolinowyzapewniajcy
oddziatywanie z solami oraz katalizatorami metalicznymi. Taki uktad pozwala na
zblizenie do siebie hydrofobowych substratow oraz polgnkatalizatorow promuag
przebieg reakciji.

\/\/\/\/\/\(
\\\J\ O
Q ot \%/\OM

n=ok. 16

Rysunek 8. Struktura surfaktantu FI-750-M.

M. Bihani, T.N. Ansari, J.D. Smith, S. Hand2yrr. Opin. Sus. Cher2018 11, 45.

J.D. Smith, T.N. Ansari, M.P. Andersson, D. Yadagiri, F. Ibrahim, S. Liang, G.B. Hammond, F. Gallou,
S. HandaGreen. Chen2018 20, 1784.

2. Finck, J. Brals, B. Pavuluri, F. Gallou, S. HandlaQrg. Chem2018 83, 7366.
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3.4. Wybrane przyktady reakcji multikomponentowych w wodzie

Zastaly opisane liczne przyktady prowadzenia reakcji Mannicha w wodzie w
obecnogi surfaktantu. Umdiwia ona otrzymanie-aminoketonu w reakcji porulzy
adehydem, ketonem i amingSchemat 1352 Produkty tej reakcji & waznymi blokami
budulcowymi przy syntezie wartoiowych zwhzkéw naturalnych i farmaceutyko(.
Reakcja ta zachodzi efektywnie wrodowisku wodnym w obecnos kwasowego
katalizatora, ktéry musi ldy kompatybilny z wodgoraz micelami. Ponadto opisane
zostaly przyktady surfaktantdow posiag@jch w swojej strukturze ugrupowania
katalizupce reaka} Mannicha.

O
3
- +
F o+ 3t N —
R1 RZJJ\/R R4 R5 R1 N/RS
R4

R - alkil, aryl lub H

Schemat 13. Reakcja Mannicha.

Lu i Cai opracowali warunki prowadzenia reakcji Mannicha w 5 % roztworze
Tritonu X-100 oraz kwasu nadchloroweGoProdukt reakcji modelowej prowadzonej w
wodzie wydzielono z wydajnofg 19 %, podczas gdy w obecrosurfaktantu wydajnosé
wyniosta 92 %.Swiadczy to o korzystnym wplywie obecrmsagregatow na przebieg
reakcji. Ponadto oczyszczanie produktu byto bardzo proste, pgeystapdczas reakcji
osad odsgczono, optukano wodg wysuszono. Akiyama i wspotpracownicy opisal
reakcg Mannicha efektywnie zachogtzy w obecnoéi 10 % molowych SDS oraz kwasu
solnego’® W opracowanych warunkach reakcja prowadzona z cykloheksanonu,
charakteryzowata siduza diastereoselektywnoig, otrzymano mieszangnproduktow w
proporcji 99:1. Jest to zdecydowanieasya diestereoselektywnolé& przy prowadzeniu
reakcji w rozpuszczalnikach organicznych takich jak acetonitryl czy metanol. Triton X-
100 oraz SDS zastaly takzzastosowane przez inne grupy badawcze do promawani
przebiegu reakcji Mannichd. Ciekawym przykladem jest praca Shena i
wspotpracownikéw, w ktérej zsyntetyzowano gesurfaktantow — perfluorowanych soli
amoniowych, a naspnie zbadano ich wptyw na przebieg reakcji Mannith#uz 0,2 %
molowe surfaktanu przedstawionego na Rysunku 9 efektywnie promujeakcg

3 C. Mannich, W. KroscheArch. Pharm 1912 250, 647.

M. Arend, B. Westermann, N. Rischngew. Chem. Int. EA998 37, 1044.

" G. Lu, C. CaiCatal. Commun201Q 11, 745.

5T, Akiyama, K. Matsuda, K. Fuchib8ynlett2005 2, 322.

" A. Kumar, M. Gubta, M. Kumaietrahedron Lett2011, 52, 4521; P.K. Sahu, P.K. Sahu, D.D. Agarwal,
RSC Adv2014 4, 40414; A. Kumar, M.K. Gubta, M. KumaFgetrahedron Lett201Q 51, 1582; A. Kumar,
M.S. Rao, V.K. RacAust. J. ChenR01(Q 63, 1538.

8W. Shen, L.-M. Wang, H. Tiad, Fluorine Chem2008 129, 267.
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zarowno w warunkach kwasowych (10 % molowych kwasu tosylowego) jak i
zasadowych (10 % roztwor NaOH). Jednak diastereoselekéywte) reakcji jest
wzglednie niska, uywajagc cykloheksanonu jako substrat otrzymano mieszaning
diastereoizomerow produktu w proporcjach od 1:1 do 71:29.

N
% 2
C8F17_S_H HN- _CgF17
0O 11

Rysunek 9. Perfluorowany surfaktant stosowany do promocji reakcji Mannicha.

Innym podejciem do reakcji Mannicha w wodzie jestzyaie surfaktantu,
bedacego jednoczmie katalizatorem. Gasto uxywanym tego typu surfaktantem jest
kwas dodecylobenzenosulfonowy (DBSA), ktéry posiada kwasgwipe sulfonowg
katalizupca reakcg. Liczne grupy badawcze pokazalyytecznosctego zwizku, w
poréwnaniu z uktadami typu surfaknat/kwasowy katalizAtowicksza efektywnosé
DBSA moz by spowodowana tymze kwa&ne ugrupowania katalizage reakcje
znajdup si¢ w bezpogedniej bliskogi hydrofobowych substratow wewinz miceli.

Zostaly takez opisane nietypowe warianty reakcji Mannicha prazoag w
srodowisku wodnym w obecnok surfaktantu. Na przyktad Kumar i wspotpracownicy
opisali reako pomkdzy 3-metylo-1-fenylo-5-pirazolinonem, aldehydem miag
drugorzdowa (Schemat 143° Pocatkowo zachodzi kondensacja Mannicha, w ktérej
3-metylo-1-fenylo-5-pirazolinon zachowuje ¢sijak keton, nasgpnie zachodzi
aromatyzacja produktu prowagtza do zwizku 17. Reakcja ta zachodzi prawie ibkddwo
w wodzie z dodatkiem SDS w temperaturze 80 °C. Co ciekawe, w rozpuszczalnikach
organicznych nie zaobserwowano powstawania prodlikiua jedynie produkt reakcji
Knoevenageld 8 oraz dimef9. Swiadczy to o tymyze prowadzenie reakcji w wodnym
roztworze surfaktantu mezakz zmiené selektywnosdceakcji.

K. Manabe, S. Kobayast@rg. Lett 1999 1, 1965; J.F.A. Filho, R.G. Fiorot, V. Lacerda, R.B. dos
Santos, G. Vanini, W. Romao, S.J. GretdColloid Interface Sci. CommuR015 4, 14.
8 A. Kumar, S. Maurya, M.K. Gupta, R.D. ShukRSC Adv2014 4, 57953.
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Schemat 14. Wariant reakcji Mannicha opisany przez Kumara i wsp6tpracowftkow.

Reakcja pomidzy r&nymi karbaminianami, naftolem oraz aldehydami
aromatycznymi prowadga do produkti?0 (Schemat 15) zostata opisana przez Yanga i
wspétpracownikéw?? Zachodzi ona w wodzie w obecrmddween 20 w temperaturze od
75 do 80 °C, bez dodatku innych katalizatorow. Reakcja ta nie zachodzi w wodze bez
dodatku surfaktantu, a w rozpuszczalnikach organicznych wydaprogéltiktu jest niska,
ponizej 50 %. Podczas gdy w wodnym roztworze surfaktaptadukt 20 zostat
otrzymany z wydajnasig 89 %, coswiadczy o niewtpliwych korzyciach wynikagcych
ze stosowania tego medium reakcyjnego. Ponadto roztwor surfaktanéubygaizyty do
szesciu cyklow reakcyjnych bez znagzgo zmniejszenia wydajnasproduktu.

8L A. Kumar, S. Maurya, M.K. Gupta, R.D. ShukRSC Adv2014 4, 57953].
82 7. Yang, C. Jiang, H. Dong, D. FadgChem. Re£013 279
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Schemat 15. Reakcja poguzy naftolem, benzaldehydem i karbaminianem metylu
opisana przez Yanga i wspotpracownik&iv.

Kolejnym przyktadem reakcji multikomponentowej prowadzonej efektywnie w
srodowisku wodnym jest reakcja Biginellego. Zachodma pomgdzy aldehydemf-
ketoestrem oraz mocznikiem (lub tiomocznikiem), prowadio powstania odpowiedniej
pochodnej 3,4-dihydropirymidyn-2()kbnu (Schemat 16). Reakcja ta zazwyczaj jest
prowadzona w rozpuszczalniku organicznym w obedino&ainego katalizator&® Xu i
wspotpracownicy opracowali warunki prowadzenia tej reakcji w wodnym roztworze SDS
w obecnogi chlorku miedzi (1)®*° Reakcja ta nie zachodzi bez dodatku surfaktantu,
natomiast w obecnok miceli produkt reakcji modelowej otrzymano z wydascia 93 %.
Opracowana procedura pozwala na efektywne otrzymanie  pochodnych
3,4-dihydropirymidyn-2(1htonu uxywajagc aromatycznych aldehydow jako substraty.
Opisano take przyktad uycia DBSA jako surfaktantu oraz kwasowego katalizatho
reakcji Biginellegd® Pozwala to na efektywne przeprowadzenie tej reakcji zaréwno z
aromatycznych, jak i alifatycznych aldehyddw.

O R
X

SRR e L GHo_weds_ goT Ny
rfaktant |
OR HN"°NH, R st N/&X
H
R - alkil, aryl lub H
X=0Ilub S

Schemat 16. Przebieg reakcji Biginellego.

Reakcja Kabachnika-Fieldsa prowadzi do otrzymamiaminofosfonianéw z
odpowiednich aldehydéw, amin oraA-fosfonianéw (Schemat 17). Zyaki te @
analogami strukturalnymi odpowiednialraminokwaséw, w zwizku z czym posiadaj

8. Yang, C. Jiang, H. Dong, D. FadgChem. Re2013 279.

8 p. Salehi, M. Dabiri, M.A. Zolfigol, M.A.B. Fard,etrahedron Let2003 44, 2889; W.-Y. Chen, S.-D.
Qiu, J.-R. JinSynth. Commur2007, 37, 47.

8 F. Xu, J.-J. Wang, Y.-P. TiaBynth. Commur2008 38, 1299.

8 M.A. Bigdeli, G. Gholami, E. Sheikhhosseifihinese Chem. Le®011, 20, 903.
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szereg udokumentowanych aktywnbbiologicznych®’ Sobhani i Vafaee opisali realscj
Kabachnika-Fieldsa prowadzone wodnym roztworze SD%. Wysoka konwersg
substratbw obserwowano jupo 5 minutach prowadzenia reakcji. Ponadto Reddy i
wspotpracownicy wykazalize zachodzi ona efektywnie w obecaoiogiceli utworzonych
przez Triton X-100*° W zoptymalizowanych warunkach reakcji autorzy przeprowadzili
syntez 10 pochodnych a-aminofosfonianbw oraz wykazali ich wkwosci
przeciwbakteryjne.

0
(0] H O oda ”/OEt
" + —__woda
rg r2N g3 HP ~OEt Triton X-100 Y OEt
OE R2 R3

R - alkil, aryl lub H

Schemat 17. Reakcja Kabachnika-Fieldsa.

Shekouhy opisat przebieg wariantu reakcji Strackera (Schemat 18) w wodzie, w
obecnoéi glikolu polietylenowego modyfikowanego kwasemrk@vym° Zwiazek ten
petni jednoczénie funkcg surfaktantu, promggego przebieg reakcji, jak i kwasowego
katalizatora. Autor zoptymalizowat warunki reakcji, a ppste zsyntetyzowat 42
pochodne a-aminonitrylu z wysokimi wydajnadami, od 81 do 96 %. Ponadto,
szczegotowe badania nad zawracaniem katalizatora i medium reakcyjnego wykazaty,
po 9 cyklach reakcyjnych nie zauwemo spadku aktywnao$ katalizatora. Natomiast
wydtuzajac czas reakcji mara przeprowadziaz 15 cyklow reakcyjnych bez znagego
spadku w wydajnasi produktu.

Rq
NH + O . HN. _CN
et eallge ™ THson weda Y
R R2 "R3

R - alkil, aryl lub H

Schemat 18. Reakcja Streckera, ktérej przebiegagddwisku wodnym opisat
Shekouhy®*

8 FR. Atheron, C.H. Hassal, R.W. Lambe&rtMed. Chem1986 29, 29; P.P. Giannousis, P.A. Barleit
Med. Chem1987, 30, 1603; M.C. Allen, W. Fuhrer, B. Tuck, R. Wade, J.M. Wahdyled. Chem1989
32, 1652; P. Kafarski, B. Lejczalhosphorus Sulfur Silicon Relat. Elef®91, 63, 193.

8 3. Sobhani, A. VafaeSynthesi2009 11, 1909.

8'N.B. Reddy, C.S. Sundar, C.R. Rani, K.U.M. Rao, S.K. Nayak, C.S. Radaty, J. Chem2016 9,
S685.

% M. Shekouhy(Catal. Sci. TechnoR012 2, 1010.

%1 M. Shekouhy(Catal. Sci. TechnoR012 2, 1010.
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Reakcja Kinugasy porailzy terminalnymi alkinami i nitronamRq) (Schemat 19)
w obecnogi jonéw miedzi (1), prowadzi do otrzymywania pochgdh p-laktaméw?®?
Zazwyczaj jest ona prowadzona w rozpuszczalnikach takich jak acetonitryl, pirydyna lub
DMF, jednak Chatterjee i wspotpracownicy opracowali warunki prowadzenia tej reakcji
w wodzie w obecnai surfaktantéw takich jak SDS lub CTAB Agregaty utworzone w
mieszaninie reakcyjnej nie tylko zgisza rozpuszczalno&ubstratow, ale teochraniag
wrazliwg czgsteczkenitronu Q1) przed hydroliz. Ponadto McKay i wspotpracownicy
opisali warunki prowadzenia w ktérej SDS promuije jej przeBfeBo szczegétowych
badaniach optymalizacyjnych, uwzdhiajgcych take powstawanie produktu ubocznego
— amidu powstatego w wyniku hydrolizy zywiku 21, autorzy opracowali warunki
reakcji, w ktérych zsyntetyzowali 9 pochodnyghaktamow z wydajnasiami od 45 do
85 %.

21
Schemat 19. Przebieg reakcji Kiniugasy.

Reakcja Hantzscha poedizy aldehydem B-ketoestrem oraz amoniakiem (lub
octanem amonu) pozwala na uzyskanie odpowiednich pochodnych 1,4-dihydropirydyny
(Schemat 20). Zwiki tego typu wykazuj dziatania biologiczne, w zwiku z czym
znajdup szerokie zastosowanie w chemii medycZiefumar i Maurya opisali w 2008
roku efektywrna procedu¢ przeprowadzania tej reakcji wrodowisku wodnym z
dodatkiem SDS, jako Kkatalizatora ywajac kwasu p-toluenosulfonowegd® W
opracowanych warunkach zsyntetyzowano 30 produktow z wysokimi wyd&gnasod
72 do 97 %. Wzgldnie krétki czas prowadzenia reakcji, wyngrsz godzing jest
mozliwy dzieki wspomaganiu reakcji ultraddckami. Ponadto, Heravi i
wspotpracownicy opracowali niesymetryczny wariant reakcji Hantzscha yziem
acetylooctanu metylu oraz dimedonu (Schemat®2®rowadzenie reakcji w wodnym
roztworze Tritonu X-100 pozwala na przeprowadzenie reakcji we¢dagl krotkim
czasie (od 30 do 120 minut) w temperaturze pokojowej, co jestgtpbwa zalet tej
procedury. Poza tym, Ghosh i wspotpracownicy zawwiaze dodatek nadsiarczanu
potasu i néwietlanie lampgwolframowy podczas prowadzenia reakcji Hantzsha w

%2 M. Kiniugasa, S. Hashimoto, J. Chem. S@hem. Commuri972 466.

% A. Chatterjee, D.K. Maiti, P.K. Bhattachan@rg. Lett 2003 5, 3967.
%3.C. McKay. D.C. Kennedy, J.P. Pezadkifrahedron Lett2009 50, 1893.
% F. Bossert, H. Meyer, E. Wehingdg81, 20, 762.

% A. Kumar, R.A. MauryaSynlett2008 883.

9 M.R.P. Heravi, S. Mehranfar, N. Shabai,R. Chimie2014 17, 141.
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wodnym roztworze Tritonu X-100 prowadzi do ng&izego utleniania z aromatyzacio
odpowiednich pochodnych pirydyr§.

O O NH
0 AR e R0 o
R OR?2  NH,OAc

° M +O O+NH40A°—> B
Ar OMe N
H

R - alkil, aryl lub H

Schemat 20. Reakcja Hantzscha (na gorze) oraz jej niesymetryczny wariant opisany
przez Heraviego i wspétpracownikdw(na dole).

Poza opisanymi powyj reakcjami, znanych jest takzwiele innych reakciji
multikomponentowych prowadzonych w wodzie w obecnosurfaktantu. Dodatek
surfaktantu moe w nich peint rolg promotora, jedynie korzystnie wplywaaj na
srodowisko reakcji jak i posiadaugrupowania katalizage reakcje. Jako produkty
reakcji otrzymywanegszazwyczaj zwjzki heterocykliczne, ktére madyy¢ wartociowe
z punktu widzenia chemii medycznej. 0 otrzymanie tych samych zakéw innymi
metodami wymagatoby wieloetapowej syntezy z zastosowaniem rozpuszczalnikdw
organicznych oraz trggych i szkodliwych dl&arodowiska reagentow i katalizatoréw, co
swiadczy o potencjale reakcji multikomponentowych vpadzonych w $rodowisku
wodnym z dodatkiem surfaktantu. Poygya tematyka zostata szerzej opisana w pracy
przeghdowej opublikowanej przez nasz zespdFwntiers in Chemistryv 2018 roku'®

% p_P. Ghosh, P. Mukherjee, A.R. DRSC Adv2013 3, 8220.

% M.R.P. Heravi, S. Mehranfar, N. Shabadi,R. Chimie2014 17, 141.

19D, paprocki, A. Madej, D. Koszelewski, A. Brodzka, R. Ostaszewstint. Chem?2018doi:
10.3389/fchem.2018.00502.
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4. Reakcje utleniania katalizowane przez lakazy
4.1. Budowa lakaz

Lakazy (EC 1.10.3.2) to enzymy z grupy oksydoreduktazzgededo grupy

oksydaz wielomiedziowych, wyspujace m.in. w rolinach!®* grzybacf® oraz
niektorych bakteriach’®® Enzymy te Kkatalizuj utlenianie licznych zwizkéw
organicznych i nieorganicznych przy jednoczesnej redukcji tlenu do wody. Naturalna
aktywnos¢ lakaz jest zwizana z rozktadem ligniny, w przypadku lakaz grzybomi*
W rodlinach lakazy g odpowiedzialne za polimeryzgcgktadnikowsciany komérkowe;j
W procesie powstawania ligniny oraz regeneracji uszkotizanki rodinnej.*°® Ponadto
sugeruje s role chinonéw, powstatych podczas utleniania fenoli priekaz, w
ochronie rofiny przed patogenami.

W centrum aktywnym enzymu znajgugic cztery gsiadupce ze solp atomy
miedzi (Rysunek 10), ktére zostaty podzielone na trzy typy aydz wigciwosciach.
Porownanie sekwencji ponad 100 lakaz wykazaésekwencje aminokwasowea#ice
atomy miedzi § konserwowane i pozwalgjna wyrdnienie lakaz z grupy oksydaz
wielomiedziowych'®® Atom miedzi typu | jest miejscem utleniania substratu, jego forma
utleniona absorbujgéwiatto przy diugogi fali A = 610 nm, w zwgzku z czym enzym ma
niebieski kolor. Atom miedzi typu lll oraz dwa atomy miedzi tylu Il twprzzespdt, w
ktorym wigzany jest tlen i nagpuje jego redukcja. W jednym cyklu katalitycznymeryt
czasteczki substratowgsutleniane do czterech rodnikéw, przy redukcji j§drmsteczki
tlenu do dwoch csteczek wody®’

101 A, Huttermann, C. Mai, A. Kharazipoukppl. Microbiol. Biotechnol2001, 55, 387; R. Bligny, R.
Douce,Biochem. J1983 209, 489; R.P. Gregory, D.S. Benddiochem J1996 1001, 569.

192 ¢ F. ThurstonMicrobiology, 1994 140, 19.

103G, Alexandre, 1.B. ZhulinTrends BiotechnoR00Q 18, 41; H. Claus, Z. FilipMicrobiol. Res 1997,
152 209.

194 A, Breen, F.L. SingletorGurr. Opin. Biotechnol1999 10, 252.

195 A, de Marco, K.A. Roubelakis-AngelakiBhytochemistryL 997, 46, 362.

1% 3. v.S. Kumar, P.S. Phale, S. Durani, P.P. Wanggatechnol. Bioeng2003 83, 386.

1971, ClausMicron 2004 35, 93; E.I. Solomon, U.M. Sundaran, T.E. Machonkhem. Rev1996 96,
2563.
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Rysunek 10. Schematyczny rysunek centrum katalitycznego lakazy.

Atom miedzi typu | jest skompleksowany ze struktdmatkowa za pomog
czterech reszt aminokwasowych, dwéch histydyn, cysteiny oraz metioniny (w lakazach
bakteryjnych), leucyny lub fenyloalaniny (w lakazach grzybowych). Zmiana czwartego
aminokwasu kompleksagego atom miedzi typu | znago wptywa na potencjat
utleniajgcy enzymu. Mutacja prowageza do wymiany fenyloalaniany na metionine
znacznie obrilyta potencjat utleniay lakazy zTrametes villosd®® Atomy miedzi typu
Il oraz Ill 3 zwigzane za poma@cosmiu reszt histydyny. Porgilzy atomami miedzi typu
Il obecna jest grupa hydroksylowa.

Badania nad aktywnofs lakaz, na przykladzie lakazy Zrametes hirsuta,
wykazaly,ze wykazuje ona kinetykegodnaz modelem Michelisa-Mentet® Enzym ten
wykazuje najwyszy aktywnos¢ w temperaturze 60 °C, jednak pawsy 50 °C jest on
znacznie mniej stabilny. Najwgz aktywnos¢oraz stabilnosévykazuje on przy wartas
pH wynoszcej 4,5. Podobne wyniki uzyskano takdla lakazy Zlrametes versicolor
ktora jest aktywna w zakresie pH od 3 do 6, przy maksimum aktyivmofH od 3 do
4! Najwyzsza aktywnosé enzymu obserwuje siw temperaturach 40-60 °C, w 60 °C
jego stabilnos¢éspada. Reakcje z yeiem lakaz § zazwyczaj prowadzone w buforach
(najczsciej cytrynianowym lub  fosforanowym) oraz w mieszath buforu z

198 1 ClausMicron 2004 35, 93.

1935 v.S. Kumar, P.S. Phale, S. Durani, P.P. Wanggatechnol. Bioeng2003 83, 386.
H10p K. Chaurasia, R.S.S. Yadav, S. Yadaracess Biochen2014 49, 1647.

H11M.-J. Han, H.-T. Choi, H.-G. Song, Microbiol. 2005 43, 555.
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rozpuszczalnikami organicznymi takimi jak dioksan, acetonitryl, aceton, octan etylu lub
dimetylosulfotlenek:?

4.2. Reakcje katalizowane przez lakazy

Reakcje katalizowane przez lakazy mazpodziek na trzy grupy: reakcje
utleniania bez udzialu mediatora (A), reakcje utleniania w obecmoédiatora (B) oraz
reakcje spregania (C, Rysunek 11§3

(O} Lakaza produkt

H,O Lakaza,y substrat

(O} Lakaza mediator, substrat

H,O Lakazay mediator produkt

O, Lakaza rodnik substratu — produkt

st
=

H,O Lakazay substrat

Rysunek 11. Trzy typy reakcji katalizowanych przez lakazy.

4.2.1. Reakcje utleniania bez udziatu mediatora

Zdolnos¢ lakaz do utleniania pochodnych fenolu jest powsaiech
wykorzystywana w przendie. Na przyktad w przensle spoywczym wykorzystuje si
je do degradacji fenoli odpowiedzialnych zazZmwienie i netnienie sokow, piwa oraz
wina. W przemyle papierniczym lakazyagsuzywane do pocgkowego rozktadu ligniny,
co pozwala na zmniejszenie kosztu dalszych proceséw produkcji papieru. Ponadto ich

zdolnosé¢ do rozktadu barwnikéw jest wykorzystywana w przétaywiokienniczym:*

123 witayakran, A.J. Ragauska#sjv. Synth. CataP009 351, 1187.
137, Polak, A. Jarosz-WilkotazkBjotechologia2007, 4, 82.
11435 R. Couto, J.L.T. HerrerBjotechnol. Adv2006 24, 500.
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Poza tym zdoln& do utleniania fenoli przez lakazy jest wykorzystyaan procesach
oczyszczania gleby oraz wody.

Lakazy katalizyj reakcje utleniania szeregu pochodnych fenolu, ranibraz
tiofenolu*® Reakcje te prowadzdo uzyskania pochodnych chinonéw lub polimeréw.
Przyktadem wykorzystania tej reakcji moby katalizowana przez lakaz Trametes
villosa synteza pochodnych benzofuranu (Schemat'2Birokatechina utleniana jest
przez lakaz do orto-chinonu, ktory nagpnie reaguje ze zwzkiem 1,3-dikarbonylowym
w obecnogi triflanu skandu tworge pochodngbenzofuranu. Reakcja prowadzona jest w
buforze fosforanowym pH = 7 w obecrmo20 % molowych SDS, céwiadczy o tymze
reakcje katalizowane lakazami mpolgy¢ efektywnie prowadzone w wodnym roztworze
surfaktantu orazsiczone w procesy kaskadowe z innymi reakcjami chemyitk

OH o) 7 7 R0
R1 OH Lakaza R! 0 Rle\/U\R'i HO
g Sc(OT); N—R2
HO O
1
R'=H lub Me R

R2, R3 = Me, H, Cl lub OEt

Schemat 21. Synteza pochodnych benzofuranu katalizowana przez.lakaz

Witayakran i wspotpracownicy opisali reakcje utleniania pirokatechiny oraz
hydrochinonu katalizowangprzez lakag z Trametes villosa oraz naggicza reakcja
Dielsa-Aldera (Schemat 22)® W pierwszym etapie difenol jest utleniany do
odpowiedniego chinonu, ktory naphie reaguje z pochodngbutadienu do
odpowiedniego naftochinonu. Obie reakcje zaclhogzbuforze octanowym pH = 4,5 w
temperaturze pokojowej.

15N, Duran, E. Esposité\ppl. Catal. B-Environ200Q 29, 83.

HOE Xu,Biochemistry1996 35, 7608.

173, witayakran, L. Gelbaum, A.J. RagausKeetrahedror2007, 63, 10958.
183 Wwitayakran, A. Zettili, A.J. Ragauskd®trahedron Lett2007, 48, 2983.
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OH O e O R2
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Lakaza R5 _O R
R' R? R R4
OH 0 O RS

R - alkil, aryl lub H

Schemat 22. Utlenianie pirokatechiny oraz hydrochinonu z¢pazf reakcjp Dielsa-
Aldera.

4.2.2. Reakcje utleniania w obecna$ mediatora

W przypadku, gdy cgsteczki substratu nie miesaczie w centrum aktywnym
enzymu lub potencjat utleniggy enzymu jest zbyt niski, reakcje utleniania mez
prowadzt w obecnogéi mediatorow. $ to niskocasteczkowe zwzki, ktére g utleniane
przez enzym, a naginie to one utlenigjsubstrat. Do najezciej uzywanych mediatorow
nalezg 2,2,6,6-tetrametylopiperydyn-1-oksyl (TEMPO), hykgbenzotriazol (HOB),
kwas 2,2"-azyno-bis [3-etylbenzotiazoliny-6-sulfonowy] (ABTS), kwas wiolurowy oraz
hydroksyftalimid (Rysunek 12}° Poza tym pochodne TEMPO z podstawnikami w
pozycji 4 takimi jak grupa hydroksylowa, aminowa, grypa acetamidowa, metoksylowa i
karbonylowa mog byé réwniez wykorzystywane jako mediatory®

19p Baiocco, A.M. Barreca, M. Fabbrini, C. Galli, P. Genfilig. Biomol. Chen2003 1, 191.
1201 W.C.E. Arends, Y.-X. Li, R. Ausan, R.A. Shelddretrahedror2006 62, 6659.
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( 07 N"0
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HOBt kwas wiolurowy hydroksyftalimid

Rysunek 12. Mediatory upwvane w reakcjach katalizowanych przez lakazy.

Utlenianie alkoholi do aldehydow jest prowadzone w obegntsksycznych
utleniaczy takich jak Crg) KMnO,4, MnO,, SeQ, Br, uzywanych w stechiometrycznych
ilosciach. Znanegstakze liczne metody utleniania przy pomocy tlenu, jedoaisto jako
katalizatory uywa sk komplekséw metali przégiowych!®* ktére & szkodliwe i
niepozgane przy syntezie farmaceutykdéw. Alternadywla istniejcych metod jest
reakcja katalizowana przez lakam obecnoéi mediatora, najegciej TEMPO (Schemat
23). Badania prowadzone przez Baiocco i wspotpracownikOw wykazahpozostate
mediatory zaprezentowane na Rysunku 12 dakiog by¢ uzyte do reakcji, aczkolwiek
wydajnos¢ odpowiedniego produktu nie przekracza 60%86Utlenianie katalizowane
przez lakagz w obecnéci TEMPO zachodzi efektywnie dla pochodnych alkoholu
benzylowego, alkoholu cynamonowego lub geranioliydié alifatycznych alkoholi jako
substratébw pozwala na otrzymanie produktow ze znaczuszniwydajnogcia, do 35 %

w warunkach w ktérych utlenianie alkoholu benzylowego zachodzi praktycznie
ilosciowo!®® Poza tym Galletti i wspotpracownicy opisali warunki na prowadzenie
nieselektywnego utleniania alkoholi, otrzyrpujmieszaninglkoholu i kwasu, utleniania
adehydu do kwasu lub utlenianiu alkoholu drugmlawego do ketont?* Reakcje te
katalizowane $ przez lakag z Trametes versicolow obecnoéi TEMPO w atmosferze
tlenu, jednake wymagaj one dtugich czaséw prowadzenia reakcji, nawet doi6

12LC. Xu, C. Zhang, H. Li, X. Zhao, L. Song, X. [Gatal. Surv. Asi2016 20, 13.

122p Baiocco, A.M. Barreca, M. Fabbrini, C. Galli, P. Gen@ig. Biomol. Chen2003 1, 191.

123 d'’Acunzo, P. Baiocco, M. Fabbrini, C. Galli, P. GenBlir. J. Org. Chem2002, 4195; M. Fabbrini,
C. galli, P. Gentili, D. Macchitellafetrahedron Lett2001, 42, 7551.

124p_Galletti, M. Pori, F. Funiciello, R. Soldati, A. Ballardini, D. Giacom@tiemSusChe®014 7, 2684.
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OH Lakaza r/o

R mediator R

R - aryl lub alkil

Schemat 23. Utlenianie alkoholu do odpowiedniego aldehydu.

Przyktadem zastosowania lakaz do utleniania alkoholi jest reakcja utleniania
izosorbidu22 oraz izomannid23 doi diketonu24 (Schemat 24> Zwiazki 22 i 23 g
tatwo dosgpnymi surowcami pochodeymi zezrodet odnawialnych takich jak skrobia i
celuloza, natomiast utlenienie grup hydroksylowych tych gziw umodiwia ich
funkcjonalizacj. Prowadzonesgsliczne badania nad wykorzystaniem tego typugzidw
jako substratbw do syntezy farmaceutykdw, rozpuszczalnikéw, paliw oraz
biopolimeréw'?® w zwiazku z tym reakcja ta ma duayartosé Szczegdtowe badania
optymalizacyjne uwzgldniapce typ buforu, wartos¢pH, rodzaj oraz ilos¢mediatora

pozwolity na uzyskanie petnej konwersji substratéw do diketonu 24.

HO HO

Schemat 24. Utlenianie izosorbidu oraz izomannidu katalizowane przez lakaz
Trametes versicolow obecnoéi TEMPO.

Galletti i wspotpracownicy opisali zastosowanie lakazy z Trametes versia@or
TEMPO do utleniania amin, ktére w zam®sci od warunkow reakcji pozwala na
uzyskanie odpowiednich aldehydéw lub imin (Schemat'25Reakcja prowadzona byta
w buforze w atmosferze tlenu.zitie aminy drugorgdowej jako substratu pozwala na
utlenienie jej do iminy, ktora jest dalej hydrolizowana do aminy i aldehydu. Pahiewa

1253, Gross, K. Tauber, M. Fichs, N.G. Schmidt, A. Rajagopalan, K. Faber, W.M.F. Fabian, J. Pfeffer, T.
Haas, W. KroutilGreen Chem2014 16, 2117.

126 M. Rose, P. Palkovit§hemSusChe012 5, 167; J. Wu, P. Eduard, S. Thiyagarajan, L. Jasinska-
Walc, A. Rozanski, C.F. Guerra, B.A.J. Noordover, J. van Haveren, D.S. van Es, C.E. Koning,
Macromolecule®012 45, 5069; J. Wu, L. Jasinska-Walc, D. Dudenko, A. Rozaniski, M.R. Hansen, D. van
Es, C.E. KoningMacromolecule2012 45, 9333; B.A. Noordover, V.G. van Staalduinen, R. Duchateau,
C.E. Koning, R.A.T.M. van Benthem, M. Mak, A. Heise, A.E. Frissen, J. van Ha\®&ianacromolecules
20086 7, 3406.

127p Galletti, F. Funiciello, R. Soldati, D. GiacomiAijv. Synth. CataP015 357, 1840.
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reakcja ta jest dio szybsza dla amin benzylowychznalifatycznych, zostata ona
wykorzystana jako metoda odbezpieczania ditlgenzylowych-

rNHZ Lakaza (/NH r/ PN
R mediator g R R N R

R - aryl lub alkil

Schemat 25. Utlenianie amin do aldehydow i imin.

Lakaza zTrametes versicolobyta takz wykorzystana do odbezpieczania amin
zabezpieczonych grapp-metoksyfenylow (Schemat 26)?° Reakcja prowadzona jest w
mieszaninie buforu fosforanowego pH = 3 i tetrahydrofuranu siOSABTS jako
mediator. tagodne warunki prowadzenia reakcji, pozweéajna przeprowadzanie
odbezpieczania czynnych optycznie amjragitem tej metody.

- T 0
§ N
R \@ [0, (R \\@ @,EHM
OMe O
i ] 0
R - alkil lub aryl

Schemat 26. Odbezpieczanie amin katalizowane przez¢akdmmetes versicolgr

Coniglio i wspotpracownicy opisali reakcje utleniania amidow katalizovypangz
lakaze zTrametes villosa w obecnci§ HOBt lub hydroksyftalimidu (Schemat 2%,
Reakcja te jest prowadzona w mieszaninie buforu cytrynianowego pH = 5 oraz
acetonitrylu 25:1 (v/v) przez 24 godziny w obeanoenu. W wyniku reakcji, poza
imidami, otrzymuje si takze aldehyd jako produkt uboczny. Jednak opracowana
metodologia nie jest uniwersalna, wydajno$tidu zaley od uztego substratu, w
zwigzku z czym procedura wymaga optymalizacji dladego uiytego substratu.

1281 Martinez-Montero, A. Diaz-Rodriguez, V. Gotor, V. Gotor-Fernandez, |. LavanGeean Chem

2015 17, 2794.

129 3 M.M. Verkade, L.J.C. van Hemert, P.J.L.M. Quaedflieg, H.E. Schoemaker, M. Schurmann, F.L. van
Delft, F.P.J.T. Rutjeshdv. Synth. Catak007, 349, 1332.

130 A, Coniglio, C. Galli, P. Gentili, R. Vadald, Mol. Cat. B:Enzym2008§ 50, 40.
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R? R?
RLH/NVR3M R'_N__R3

O O O
R - alkil, aryl lub H

Schemat 27. Reakcje urealniania amidéw katalizowane przezgak@iametes villosa.

Poza opisanymi powy] reakcjami znanych jest takzwiele innych reakciji
utleniania katalizowanych przez lakazy w obeanoénediatora. Nalbe do nich;
utlenianie eteréw to estréw oraz tioeteréw do sulfotlenk8wPonadto Diaz-Rodriguez i
wspotpracownicy opisali katalizowane przez lakazlrametes versicolooraz TEMPO
reakcje utleniania dioli dos-laktonéw oraz aminoalkoholi do laktamdW. Liczne
doniesienia literaturowe wskazaujakze na moliwos¢ utleniania pochodnych toluenu do
odpowiednich pochodnych benzaldehydu, reakcje te nhgggprowadzone w obecnois
lakazy zCoriolus versicolori ABTS,**? lakazy zXylaria polymorpha i ABTS?>* lakazy z
Pleurotus ostreatusoraz ABTS®® lub lakazy z Trametes versicolopraz HOBt-®
Ponadto Marzorati i wspotpracownicy opisali utlenianie pierwszimwe] grupy
hydroksylowej w monosacharydach oraz disacharydach do grupy karboksylowej
katalizowane przez lakaz Trametes pubescensaz TEMPCO:’

4.2.3. Reakcje spregania katalizowane przez lakazy

Przyktad reakcji sprggania katalizowanej przez lakapest trimeryzacja indolu
(Schemat 28§°® W reakgii tej indol utleniany jest do rodnika, ktéry po przegrupowaniu
reaguje z tlenem lub dragzasteczkaindolu, dagc produkt25. Reakcje prowadzi siw
buforze octanowym pH = 5 w temperaturze 30 °C w obegintsnu pod dinieniem
2 bar. Produkt otrzymywany jest nisiydajno<ia wynoszaca 23 %.

131 d’Acunzo, P. Baiocco, M. Fabbrini, C. Galli, P. GenHiiyr. J. Org. Chen2002 4195.

132 A, Diaz-Rodrigez, L. Martinez-Montero, |. Lavandera, V. Gotor, V. Gotor-Fernaddkz,Synth Catal
2014 356, 2321.

133p K. Chaurasia, S.K. Singh, S.L. Bhartss. J. Bioorg. Cheri014 40, 288.

134p K. Chaurasia, S. Yadava, S.L. Bharati, S.K. SiRufss. J. Bioorg. Cheri014 40, 455.

135p K. Chaurasia, S. Yadava, S.L. Bharati, S.K. SiSyith. Commur2014 44, 2535.

136 E. Fritz-Langhals, B. Kunatffetrahedron Lett1998 39, 5955.

137M. Marzorati, B. Danieli, D. Haltrich, S. Riv&reen Chem2005 7, 310.

138 C. Ganachaud, V. Garfagnoli, T. Tron, G. lacaZietrahedron Lett2008 49, 2476.
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Schemat 28. Trimeryzacja indolu katalizowana przez lakaz

Mikolasch i wspotpracownicy opisali reakcjsprzgania kwasu 3-(3,4,-
dihydroksyfenylo)-propionowego 26) z aminami katalizowanaprzez lakaze z
Pycnoporus cinnabarinuSchemat 293 Podczas tej reakcji zaiek 26 jest utleniany do
odpowiedniego kationorodnika, ktéry jest rgstie reaguje z amingworzc produkt27.
Badania oparte na analizie widm NMR oraz HRMS wykluczyty obecrstédktur
orto-chinonu podczas reakcji. Reakcja sgania prowadzona byta w buforze
octanowym pH =5 w temperaturze pokojowej lub w 30 °C.

O-~_OH O~_OH
+ NHy Lakaza /H
R R
OH OH
OH OH
26 27
R - alkil lub aryl

Schemat 29. Reakcja spr@ania kwasu 3-(3,4,-dihydroksyfenylo)-propionowego z
aminami.

Adelakun i wspotpracownicy opisali reakcjdimeryzacji kwasu ferulowego
katalizowanaprzez lakag z Trametes pubescer{Schemat 30)*° W pierwszym etapie
kwas ferulowy utleniany jest do rodnika, ktéry po przegrupowaniu dimeryzuje do
mieszaniny produktow28 i 29. Prowadzc reakcg w dwufazowej mieszaninie buforu
fosforanowego pH = 5 i octanu etylu otrzymujewiprzewadze produki8, natomiast w

139 A. Mikolasch, E. Hammer, U. Jonas, K. Popowski, A. Stielow, F. Sch@iagghedror2002 58, 7589.
1400.E. Adelakun, T. Kudanga, A. Parker, I.R. Green, M. le Roes-Hill, S.G. Bukttol. Cat. B:Enzym
2012 74, 29.
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jednofazowej mieszaninie buforu z etanolem w obserwyjevigksz ilos¢ produktu29.
Oba produkty posiadajtasciwosci przeciwutleniajce.

O

X OH Lakaza
—_—

HO e
OMe OMe

29

Schemat 30. Reakcja dimeryzacji kwasu ferulowego katalizowana przez lakaz
Trametes pubescens

Na szczegélnguwag zastuguy katalizowane przez lakazreakcje syntezy
polianiliny. Uzycie lakazy zTrametes versicolow obecnogi agregatow uzyskanych z
anionowych surfaktantéw pozwala na efektywmoplimeryzacje aniling** Ponadto
istotny jest rodzaj agregatéw wiych podczas reakcji polimeryzacji. Bez dodatku
pecherzykdéw uzyskuje simetny czerwono-kgzowy produkt, ktory nie ma wilasncs
przewodacych, podczas gdy w obecmds pecherzykdéw, uzyskanych z AOT
otrzymywana jest rozpuszczalna, przewgmdz forma polimeru, ktéra jest paanym
produktem*** Wyniki powyzszych pragwiadcz o tym, ze utlenianie za pomadakazy
moze by efektywnie prowadzone w wodnym roztworze surfakiand dodatkowo mee
korzystnie wptywa na wiaciwosci produktu.

141K, Junker, R. Kissner, B. Rakvin, Z. Guo, M. Willeke, S. Busato, T. Weber, P. VEaidgme Microb.
Tech 2014 55, 72.

1423, Luginbuhl, L. Bertschi, M. Willeke, L.D. Schuler, P. Waldengumir2016 32, 9765; K. Junker, S.
Luginbuhl, M. Schuttel, L. Bertschi, R. Kissner, L.D. Schuler, B. Rakvin P. WAIG8, Catal2014 4,
3421.
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5. Badania wtasne

5.1. Koncepcja i cel bada

Celem wykonanych badabyto opracowanie warunkow, ktore by unhiwity
efektywne przeprowadzanie reakcji Passeriniegéredowisku wodnym oraz zbadanie
wptywu uktadow micelarnych i enzymow na jej przebieg.

Jak wykazano w przegfzie literaturowym, opisanym w ¢Xi teoretycznej
niniejszej pracy (rozdziat 2), reakcja Passeriniego zazwyczaj jest prowadzona w
rozpuszczalnikach organicznych, najej w chlorku metylenu. Niestety
rozpuszczalnik ten jest toksyczny oraz moby rakotworczy, poza tym jest on
szkodliwy dla srodowiska, palny oraz toksyczny dla organizméw wainyZgodnie z
zasadami zielonej chemii powinno st minimalizow& uzycie substancji
niebezpiecznych podczas syntezy (3 zasada) oraz ogréanici@sowanie
rozpuszczalnikéw (5 zasaddy. W zwiazku z tym opracowanie warunkéw prowadzenia
w efektywny sposob reakcji Passeriniegagndowisku wodnym wydaje siatrakcyjry
aternatyws dla standardowych metod prowadzenia tej reakcji.

Dotychczas opisano w literaturze przypadki stosowania wody jako
rozpuszczalnika do reakcji Passeriniego, ktore byly prowadzonezensi substratow
wynosacym 40 mM* lub 57 mM!*® Opracowanie reakcji biegogj w wyzszych
stezeniach substratow zdecydowanie gkgizytoby produktywnoséprocesu, co ma
zmniejszy koszty prowadzenia syntez w @jskali. Poza tym jako substraty zazwyczaj
uzywane byly zwizki stabo rozpuszczalne w wodzie, w zwku z czym reakcje
prowadzone byly w warunkaclhon watef. Po analizie danych literaturowych na temat
wplywu  zastosowania  zwzkdéw  powierzchniowo czynnych na  reakcje
multikomponentowe (rozdziat 3.4.) zaplanowano eksperymenty, ktére powinngliokre
wptyw surfaktantow na przebieg reakcji Passeriniego. Zaplanowane th&dania,
majace na celu wyjgienie, czy jeden z substratow reakcji Passerinidgoas
karboksylowy, moe peiné jednoczénie funkcg surfaktantu promggego przebieg
reakciji.

Opracowanie warunkow na efektywne prowadzenie reakcji Passeriniego w
srodowisku wodnym umadiwitoby potaczenie tej reakcji oraz reakcji enzymatycznych w
procedue prowadzonaw jednym naczyniu reakcyjnym. Badania nad jednacges
prowadzeniem enzymatycznego utleniania alkoholu, za ppri@cu atmosferycznego
oraz reakcji Passeriniego mpgies¢ niewatpliwe korzysci z punktu widzenia zielonej
chemif. W tego typu kaskadowym procesie nie ma konieczna§dzielania zwgzkow

143p T. Anastas, J.C. Warn&@reen Chemistry: Theory and Practjié@xford University Press: New York,
1998 p.30.

144E Vessally, A. Ramazani, E. YaaghuMionatsh. Chen2011, 142, 1143; J. Taran, A. Ramazani, S.W.
Joo, K.Slepokura, T. LisHelv. Chim. Act&2014 97, 1088.

145N. Shapiro, A. VigalokAngew. Chem. Int. EQ008 47, 2849.
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pasrednich podczas kilkuetapowej syntezy, co pozwalamarzngoszczdnosé czasu i

energii oraz znaczngredukcg zuzycia rozpuszczalnikbw organicznych. Poza tym
zaplanowano badania nad opracowaniem trzyetapowej procedury syntezy, prowadzonej
w jednym reaktorze i umdiwiajacej uzyskanier-acyloksyamidéw posiadgych grupe
kumarynow z prostych substratow.

5.2. Badania nad opracowaniem warunkow prowadzenia reakcji
Passeriniego wérodowisku wodnym w obecnéci uktadow micelarnych

5.2.1. Badania wsgpne

Jako modelow reakcg Passeriniego wybrano reaicjpomidzy kwasem
undekanowymp-nitrobenzaldehydem oraz izocyjanooctanem etylu (Schemat 3jdieU
kwasu undekanowego jako substratu mialo na celu liwvienie oddziatywania
pomiedzy dtugim facuchem wglowym kwasu oraz hydrofobowymi dauchami
surfaktantu tworzcego uktady micelarne. Najpierw zsyntetyzowano weorproduktu
30, w reakcji prowadzonej w chlorku metylenu. Uzyskany produkt zostat wykorzystany
do opracowania metody badania sktadu enancjomerycznego tegokzwia pomog
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z kolunonghiralnym wypetnieniu,
kolumna: Chiralpak IA; eluent: heksan:izopropanolu 85:15 (v/v).

NO,
CHO
OEt
CigHnCOOH + [ ]+ ONT Y —— 0
o) H
N
N02 C10H21)J\O \)kOEt
0]
30

Schemat 31. Modelowa reakcja Passeriniego.

Nastpnie prowadzonoatsany reakcg (Schemat 31) w buforze fosforanowym
pH=7,4 w obecnasi liposomow, przygotowanych zgodnie z procedliteraturowg
(Rozdziat 3.2)*° za pomog metody wstrzykiwania i odparowania rozpuszczalnika.
Arbitralnie jako surfaktant zostat wybrany monostearynian sorbitolu (Span 60), ktory jest
powszechnie yavany do tworzenia liposoméw. We wszystkich ekspagtach sgzenie
surfaktantu bylo dziegciokrotnie wiksze ni substratow. Wyniki eksperymentow

146 A Akbarzadeh, R. Rezaei-Sadabady, S. Davaran, S.W. Joo, N. Zarghami, Y. Hanifehpour, M. Samiei,
M. Kouhi, K. Nejati-Koshki,Nanoscale Res. Lef013 8, 102.
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pokazugcych wplyw st¢zenia substratow, wkego rozpuszczalnika oraz czasu na
wydajnos¢ produktu reakcji przedstawiono w Tabeli 1 (procedogdélna znajduje siw
czesci eksperymentalnej w rozdziale 6.2.2.).

Tabela 1 Reakcje Passeriniego pedzy kwasem undekanowym,mitrobenzaldehydem
oraz izocyjanooctanem etylu w obecadiposomow.

L.p. Stzenie substratow Czas Rozpuszczalnik  Wydajnosé¢

1 1mM 1 dzia E.O 6 %
2 1mM 1 dzia DCM <1 %
3 1mM 1 dzié ---* <1 %
4 1 mM 3 dni EO 6 %
5 1mM 7 dni BO 3%
6 10 mM 1 dzie E,O 8%
7 10 mM** 1 dziea E,O 4%
8 100 mM 1 dzia E.O 26 %
9 100 mM** 1 dzieé E.O 21 %
10 100 mM 1 dzie ---* 36 %

*Reakcja prowadzona z pomégaiem etapu wstrzykiwania roztworu kwasu i surfaktiant
odczynniki zostaty po prostu dodane do mieszaniny reakcyjnej w temperaturze
pokojowej.

**Reakcja prowadzona w wodzie destylowanej

Reakcje przeprowadzone vestniu substratow 1 mM (l.p. 1-3) pokazatg, eter
etylowy jest najlepszym rozpuszczalnikiem do rozpuszczenia kwasu oraz surfaktantu. W
tym przypadku otrzymano produkt z wydajoms6 %, natomiast przy yegiu chlorku
metylenu lub bez uprzedniego rozpuszczania surfaktantu reakcja nie zachodzi. Jeden
dzien jest wystarczagym czasem prowadzenia reakcji, po trzech dniachaympd¢ nie
wzrasta, a nawet spada przy prowadzeniu reakcji przez siedem dné tdoby
spowodowane powoln#iydroliza produktu wsrodowisku wodnym. Najwkszy wptyw
na wydajnoséreakciji ma szenie substratow. Przyegeniu substratéw 10 mM wydajnos¢
reakcji wzrasta do 8 %, natomiast przy 100 mM do 26 %. Prowadzenie reakcji w wodzie
destylowanej skutkuje okbi@niem wydajnodi odpowiednio do 4 % przygteniu 10 mM
i do 21 % przy steniu 100 mM. Dodanie jednoczee substratow (100 mM) oraz
surfaktantu bezpog&dnio do medium reakcyjnego (bufor) ma korzystnylywp na
przebieg reakcji, produkRB0 wydzielono z wydajn@ia 36 %. Pomimo faktuze Span 60
jest czynnym optycznie surfaktantem, uzyskiwany prodiktbyt za kadym razem
racemiczny. Jest to zgodne z danymi literaturowymi, ktore wskaeupie dochodzi do
transferu chiralnasi z surfaktantu na produkt reakcji. Vi od tej reguty stanowi
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nieliczne prace w ktérychzyty chiralny surfaktant posiada dodatkowo ugrupowani
katalizupce dangreakcp.**’

Nastpnie pod¢to badania nad wptywem strukturyyiego aldehydu na przebieg
reakcji w obecnasi surfaktantu prowadzej do otrzymania peptydomimetyd. W tym
celu wybrano dodekanal, gidyze wzgédu na dlugi tacuch alifatyczny mog on
oddziatywa z surfaktantem (Schemat 32). Rownolegle dlagzki 31 opracowano
metodg¢okreslania skladu enancjomerycznego za pomd®LC z kolumnagz chiralnym
wypetnieniu (kolumna Chiralpak IA, eluent: heksan:izopropanol 85:15 (v/v)).

COOH OFt O CqyqHys
+ QHO + CN/\H/ - - O)\’&O e}
C11H23 9] 24 gOdZ. HN\)k
31 OEt

Schemat 32. Reakcja Passeriniego provgadzdo zwazku 3L.

Nastpnie przeprowadzono eksperymenty goaj ha celu wyjgaienie wplywu
liposomow utworzonych ze Span 60 na modeloeakcg Passeriniego. W tym celu
zbadano wptyw zaréwno ila$ oraz sposobu dodawania surfaktantu na wydajregkciji
prowadzcej do produktu3l. Wyniki zostaly zaprezentowane w Tabeli 2 (procedura
ogolna znajduje siw czsci eksperymentalnej w rozdziale 6.2.2.).

Tabela 2. Reakcje Passeriniego pedzy kwasem benzoesowym, dodekanolem oraz
izocyjanooctanem etylu w obecioSpan 60.

L.p. llos¢Span 60 Sposéb dodania Span 60* Wydajnosé

1 0 79 %
2 5 % mol A 51 %
3 10 % mol A 35%
4 10 % mol B 54 %
5 20 % mol A 44 %

*Sposoby dodania Span 60: A — surfaktant dodany bezg@oni do mieszaniny
reakcyjnej, B — surfaktant rozpuszczony w@&tvkroplony do buforu w temperaturze 60
°C.

W przypadku gdy wszystkie substraty sierozpuszczalne w wodzie, reakcja
przebiega efektywnie gn watet bez zadnych dodatkow (l.p.1 Tabela 2), produkt
uzyskano z wydajnaia 79 %. Przy zwikszaniu ilo€i surfaktantu wydajnosépada, do
51 % przy 5 % molowych Span 60, do 35 % przy 10 % molowych surfaktantu i do 44 %
przy 20 % molowych surfaktantu. Zaobserwowano pozytywny wptyw eteru etylowego

1473, Li, Y. Tang, Q. Wang, X. Li, L. Cun, X. Zhang, J. Zhu, L. Li, J. Dengym. Chem. So2012 134,
18522; K. Ohkubo, K. Urabe, S. Usui, T. SagaMacromol. Rapid Commui996 17, 109.
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uzytego do rozpuszczenia Span 60 przed wkropleniemidsezaniny reakcyjnej w 60 °C,
dla 10 % molowych surfaktantu produBl uzyskano z wydajnoig 54 %. Uzyskane
wyniki sugerug, ze zastosowanie Span 60 almi wydajnos¢ wybranej reakcji

Passeriniego. Analogicznie jak poprzednio produkt reakcji byt racemiczny.

5.2.2. Badania nad reakej Passeriniego w odowisku wodnym

Wyniki badax wskpnych wykazaly,ze reakap Passeriniego mo@a prowadzi
efektywnie wsrodowisku wodnym. Pomimo tegae produkt modelowej reakcji zostat
otrzymany z najwyszz wydajnocia bez udziatu surfaktantu tym niemniej nale
zauway¢, iz obserwowany fenomen ograniczg do zastosowania nierozpuszczalnych
w wodzie substratbw. W tym aspekcie uzasadnionym wydaj@aiicie stara nad
opracowaniem o0golnej i generalnej procedury syntezy peptydomimetykow z
wykorzystaniem take hydrofilowych substratow. W tym celu sprawdzono ymp
réznych dodatkow na przebieg reakcji PasseriniegoogGwisku wodnym.

Badania rozpoezo od syntezy substratu, izocyjankumetoksybenzylowego.
Zwigzek tez zostat otrzymany p-metoksybenzyloaminy w dwuetapowej reakcji
polegajcej pocatkowo na syntezie formamidu, a ngstie odwodnianiu go za pomgc
tlenochlorku fosforu do pozianego produktu (Schemat 33).

'HCOOEt _ o POCI;_
8% 0%

Schemat 33. Synteza izocyjanku p-metoksybenzylowego.

Jako substraty do reakcji modelowej wybrano kwas octowy, dodekanal i
izocyjanek p-metoksybenzylowy co prowadzi do uzyskaniazwi a (Schemat 34).

NC
O  CyqHa3
i , CHO . )ko)\fo OMe
C11H23 24 gOdZ.
OH HN
OMe 32a

Schemat 34. Reakcja poguzy kwasem octowym, dodekanalem i izocyjankim p-
metoksybenzylowym.
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Zbadano wptyw rozpuszczalnika na syrtewigzku 32a. Wszystkie reakcje byty
prowadzone w gteniu 100 mM w temperaturze pokojowej przez 24 godziyniki
bada zostaly zaprezentowane w Tabeli 3 (procedura ogalmgduje s w czsci
eksperymentalnej w rozdziale 6.2.2.).

Tabela 3. Reakcja poradzy kwasem octowym, dodekanalem i izocyjankiem
p-metoksybenzylowym w rdwch rozpuszczalnikach.

L.p. Rozpuszczalnik Wydajnos¢
1 Chlorek metylenu 59 %
2 Eter etylowy 31 %
3 TBME 10 %
4 Acetonitryl 21 %
5 Etanol 16 %
6 Metanol 10 %
7 Octan etylu 13 %
8 Woda destylowana 32 %
9 Bufor fosforanowy (pH = 7,4; ¢ = 10 mM) 33 %

Produkt32a z najwyzsza wydajnogia, 59%, uzyskano w chlorku metylenu, co
jest zgodne z danymi literaturowyf W eterze etylowym uzyskano produ&Pa z
wydajnogia 31 %, w acetonitrylu z wydajnog 21%. Natomiast przeprowadzenie
reakcji w TBME, octanie etylu, metanolu lub etanolu skutkowato jeszczszni
wydajnogia, ponizej 20%. Przeprowadzenie reakcji w wodzie destyloyvpoewolito na
uzyskanie produktu32a z wydajnogia 32%, natomiast zastosowanie buforu
fosforanowego (pH = 7,4; ¢ = 10 mM) prowadzito do produk®a z porownywalng
wydajnogia wynosaca 33%. Ze wzgjdu na wysza wydajnosc produktu bufor
fosforanowy zostat wybrany jako rozpuszczalnik do dalszychrbada

Tak uzyskane wyniki dla typowych rozpuszczalnikow organicznych planowano
poréwnd z tymi uzyskanymi dla reakcji prowadzonej w obeaioéznych dodatkéw w
srodowisku wodnym. \Wr6d nich byty surfaktanty, sole nieorganiczne oraz
montmorylonit mogcy dziat& jako kwasowy katalizatof’? Reakcje byty prowadzone
przez 24 godziny w temperaturze pokojowej, ilsfésowanego dodatku wynosita 20 %
molowych (poza montmorylonitem ktéregoytia 50 mg / 0,5 mmol substratéw). Wyniki
tych reakcji zostaly zebrane w Tabeli 4 (procedura ogdlna znajdejev sczsci
eksperymentalnej w rozdziale 6.2.2.).

48|  Banfi, R. Riva,'The Passerini Reaction". Org. Rea2€05 65, 1-140.

1497 Huang, R. Wang, L. Shi, X. LGatal. Commun2008 9, 1143; C. Aativiela, F. Figuears, J.M. Fraile,
J.l. Gareia, J.A. Mayoraletrahedron Asymni993 4, 223; B.M. Choudary, N.S. Chowdari, M.L.
Kantam, R. KannarTetrahedron Lett1999 40, 2859; F.P.R. Cris6stomo, R. Carrillo, T. Martin, V.S.
Martin, Tetrahedron Lett2005 46, 2829; T. Kawabata, T. Mizugaki, K. Ebitani, K. Kanet@latrahedron
Lett 2003 43, 9205; F. Bigi, L. Chesini, R. Maggi, G. SartaliOrg. Chem1999 64, 1033.
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Tabela 4. Wptyw dodatkéw na reakcdPasseriniego w buforze fosforanowym.

L.p. Dodatek Wydajnosc¢
1 33%

2 CaCl 25 %

3 NaBr 29 %

4 NaCl 33%

5 Montmorylonit K 10 24 %

6 Cholesterol 20 %

7 Laurylosiarczan sodu (SDS) 1%

8 Dwu (2-etylohekylo)sulfobursztynian sodu (AOT) 2%

9 Span 60 43 %
10 Tween 80 46 %
11 Triton X-100 47 %
12 Bromek dilaurylodimetyloammoniowy (DDAB) 48 %
13 Bromek dioktadecylodimetyloammoniowy (DODAB) 58 %
14 DODAB (20 % molowych) + NaCl (20 % molowych) 55 %

Wydajnos¢ produktu 32a uzyskana w obecnds$ nieorganicznych soli, byta
porownywalna lub niewiele nsza nk bez dodatku i wynosita od 25 do 33 %. Obecnos¢
zarbwno montmorylonitu czy cholesterolu okata wydajnoséreakcji odpowiednio do
24% i 20%.. Reakcje prowadzone z dodatkiem anionowych surfaktantow, czyli SDS i
AOT przebiegty z najriiszz wydajnogcia, wynosaca 1-2 %. Moz by to spowodowane
faktem, ze ujemnie natadowane agregaty odpyghapiony octanowe, podczas gdy
hydrofobowe casteczki aldehydu i izocyjankuasskupione wewrtsz agregatow.
Utrudnia to kontakt pomdzy wszystkimi trzema substratami, hagwuprzebieg reakciji.
Dodatek niejonowych surfaktantow ma korzystny wptyw na wydajmeakciji. Reakcje
prowadzone w obecnok Span 60, Tween 80 oraz Triton X-100 pozwolityuryskanie
produktu32a z wydajnéciag pomidzy 43% a 47%. Korzystny wptyw tych surfaktantow
moze by tlumaczony zwjikszong rozpuszczalnada hydrofobowych substratéw w
wodzie, co korzystnie wptywa na przebieg reakcji. Zagadnienie to zostato szerzej opisane
w czesci literaturowe] w rozdziale 3.2. Prowadzenie reakejobecnogi kationowych
surfaktantéw, DDAB i DODAB, ma zdecydowanie korzystny wplyw na wydajnosé¢
produktu 32a. Dodatek DDAB skutkuje wzrostem wydajopsdo 48%, natomiast
zastosowanie DODAB pozwala na przeprowadzenie reakcji z napyvywydajno<ia
wynoszca 58%, w zwizku z tym DODAB zostat wybrany do dalszych bada
Korzystny wptyw kationowych surfaktantow meby ttumaczony nie tylko zwkszong
rozpuszczalnagia hydrofobowych substratbw w wodzie, alez t@ddziatywaniami
elektrostatycznymi  pormgdzy dodatnio natadowang powierzchma agregatu a
rozpuszczonymi w buforze anionami octanowymli.Prowadzi to do zwkszenia
lokalnego sizenia wszystkich substratébw w @bie agregatéw i ma korzystny wptyw na
przebieg reakcji. Wartym odnotowania jest fai¢, DODAB jest surfaktantem znanym z

150D, paprocki, D. Koszelewski, P. Walde, R. OstaszeVRR(C Adv2015 5, 102828.
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tworzenia dwuwarstw i liposoméw w wodZi#,co moz takie mi& wplyw na przebieg
reakcji Passeriniego. Reakcja prowadzona z dodatkiem DODAB oraz chlorku sodu
(Tabela 4, l.p. 14) skutkowata uzyskaniem produBfa z wydajnogia 55%, czyli
zblizong do reakcji prowadzonej w obecmpssamego DODAB, co mez sugerowa
korzystny wptyw amfifilowego kationu, a nie anionu bromkowego, na przebieg badanej
reakciji.

Po dobraniu odpowiedniego surfaktantu do prowadzenia reakcji Passeriniego w
srodowisku wodnym, przeprowadzono badania go@jna celu ocengvptywu ilosci
DODAB na wydajnosc¢reakcji. W tym celu przeprowadzono sereakcji pomgdzy
kwasem octowym, dodekanalem i izocyjankiggametoksybenzylowym w &teniu
100 mM w buforze fosforanowym (pH = 7,4; ¢ = 10 mM) z dodatkiermyéh iloski
DODAB. llos¢ surfaktantu przedstawiono jako % molowy w stosurai uzytych
substratéw, wyniki eksperymentow przedstawiono na Rysunku 13 (procedura ogélna
znajduje st w czsci eksperymentalnej w rozdziale 6.2.2.).

60-
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8 |
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=
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% molowy DODAB

Rysunek 13. Wptyw iloc€i DODAB na wydajnosdeakcji Passeriniego prowagtej do
produktu 32a.

Zwiegkszanie ilogi surfaktantu od 0 do 20 % molowych skutkuje stoprym
wzrostem wydajnas produktu 32a do 58%. Dalsze zwkszanie ilo€i DODAB nie
powoduje zmian w wydajna$ tworzacego s¢ produktu, dla 50 i 100 % molowych
surfaktantu wydajnoséta wynosi 58 %. W zwiku z tym sgzenie 20 % molowych
DODAB zostato wybrane jako optymalne i stosowane w kolejnych badaniach.

Kolejnym etapem badabyto sprawdzanie, czy roztwoér surfaktantu mdiyc
wykorzystany do wice] niz jednego cyklu reakcyjnego. W zwku z tym naléato

1517, Kunitake, Y. Okahata, K. Tamaki, F. Kumamaru, M. Takayar@tugm. Lett1977 6, 387; E.
Feitosa, P.C.A. Barreleiro, G. Olofss@hem. Phys. Lipid2800Q 105 201; R.O. Brito, E.F. Marques,
Chem. Phys. Lipid2005 137, 18.
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opracow& metodologt na wydzielanie produktiB2a bez rozcigczania mieszaniny
reakcyjnej i ekstrakcji. Najlepszym sposobem oddzielenia medium reakcyjnego od
produktu byto gczenie przez wat Tak uzyskany przgsz zostat uyty do nastpnego

cyklu reakcyjnego z zastosowaniem kolejnej substratéw. Otrzymane wyniki
przedstawiono na Rysunku 14 (procedura ogodlna znajduje sigsci eksperymentalnej

w rozdziale 6.2.2.).

704

Wydajnos¢ (%)
3 3
1 1

B
T

30+— . . . . .
Swiezy ] 1] v Vv Vi
katalizator cykl cykl cykl cykl cykl

Rysunek 14. Zmiana wydajnoi produktu 2a podczas gciokrotnego wykorzystania
roztworu DODAB.

Trzykrotne wykorzystanie surfaktantu nieznacznie wplywa na wydajnosé
produktu 32a. Przy uyciu tego samego roztworu DODAB czwarty raz, wydajnosé
produktu reakcji spada do 48 %. Kolejneycie tego samego medium reakcyjnego
skutkuje znacznym obgeniem wydajnodi zwigzku 32a, ponkej 40%. Moz to by
spowodowane odgzaniem surfaktantu z mieszaniny reakcyjnej razegroduktem oraz
zmniejszaniem ilasi rozpuszczalnika podczagcgenia. Wielokrotne wykorzystanie tego
samego medium reakcyjnego zdecydowanie zmniejsza ildpadéw powstatych
podczas syntezy, a wartym odnotowania jest fald, surfaktanty zazwyczajas
produktami syntezy chemicznej i stangwibcihzenie dla sodowiska.

Nastpnie wykonano badania nad olemiem wplywu uytych substratow na
wydajnosé reakcji. Zastosowano kwasy karboksylowe: kwas ogtdiwas benzoesowy,
kwas 2-metylomastowy, aldehydy: dodekanal, nonanal, benzaldehyttpbenzaldehyd
oraz izocyjanki: izocyjanelp-metoksybenzylowy i izocyjanek benzylowy. W wyniku
tych reakcji otrzymano produkty32ap. Ponadto do celow porownawczych
przeprowadzono analogiczne eksperymenty siosujchlorek metylenu jako
rozpuszczalnik. Uzyskane wyniki zaprezentowano w Tabeli 5 (procedura ogdlna znajduje
si¢ w czsci eksperymentalnej w rozdziale 6.2.2.).
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Tabela 5. Reakcja Passeriniego prowadzéneaowisku wodnym w obecnos DODAB
lub chlorku metylenu.

NC
Q CHO R )\f
lk w1+
R SH R
RS
33 34 35 32
34a: R?=C4H
33a: R'=CHj , e ,
33b: R1_C H 34b: R =C8H17 35a: R°=0OMe
. —\vwgll5

34c: R?=CgHs 35b: R3=H

33c: R'=C,Hs(CH3)CH
2Hs(CHAICH 4 . R2=p-NO,CgH,

L.o Kwas Aldehyd lzocyjanek Produkt Wydajnost Wydajnose™

1 33a 34a 35a 32a 58 % 59 %
2 33a 34a 35b 32b 67 % 58 %
3 33a 34b 35a 32c 47 % 51 %
4 33a 34b 35b 32d 78 % 62 %
5 33a 34c 35a 32e 19 % 40 %
6 33a 34d 35a 32f 17 % 32 %
7 33a 34d 35b 329 26 % 31%
8 33b 34a 35a 32h 94 % 68 %
9 33b 34a 35b 32i 91 % 75 %
10 33b 34b 35a 32 80 % 69 %
11 33b 34b 35b 32k 77 % 64 %
12 33b 34c 35a 32 92 % 73 %
13 33b 34c 35b 32m 82 % 64 %
14 33b 34d 35a 32n 74 % 58 %
15 33b 34d 35b 320 72 % 48 %
16 33c 34a 35a 32p 64 % 55 %

* Reakcja prowadzona w buforze fosforanowym w obecndb©DAB (Metoda 1).
** Reakcja prowadzona w chlorku metylenu (Metoda 2).

Dane zawarte w Tabeli 5 pokazuge opracowane warunki reakcji pozwalaja
efektywne prowadzenie reakcji Passeriniego $wodowisku wodnym. Reakcje
prowadzone wsrodowisku wodnym z kwasem octowym oraz alifatycznydiehydami
(Tabela 5, I.p. 1-4) przebiegag wydajno€iami produktow32a-d od 47 do 78 %,asto
warto&Li zblizone do tych uzyskanych w chlorku metylenu. Reakajewpdzone z
kwasem octowym i aromatycznymi aldehydami (Tabela 5, l.p. 5-7) przebiegaj
zdecydowanie mniej efektywnie. \&fodowisku wodnym produkty2e-g otrzymano z
wydajnasciami od 17 do 26 %, podczas gdy w chlorku metyledi81 do 40 %. Reakcje
prowadzone z uiciem kwasu benzoesowego jako substratu (Tabela.p5, 8-15)
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zachodz ze zdecydowanie z vigzymi wydajnogiami, w srodowisku wodnym
otrzymano produkty32h-o z wydajnogéiami od 72 do 94 %, podczas gdy w chlorku
metylenu od 48 do 75 %. Dla tych przypadkéw wydajnoéékcji prowadzonej w
srodowisku wodnym jest zazwyczaj o 10-20 % zeza ni w chlorku metylenu, co
swiadczy o efektywnasi opracowanej procedury. Produkt reakcji przepraoaej z
uzyciem kwasu 2-metylomastowego (Tabela 5, l.p. l@&)dekanalu oraz izocyjanka
p-metoksybenzylowego w buforze fosforanowym z dodatkiem DODAB otrzymano z
wydajnogia 64 % oraz z wydajnasa 55 % w chlorku metylenu. W obu przypadkach
otrzymano mieszanindiastereoizomeréw w proporcji 1:1, czyli typ rozpezalnika nie
wptywa na diastereoselektywnogakcji.

Podsumowujc wykonano eksperymenty nad reakBjasseriniego wrodowisku
wodnym z dodatkiem surfaktantu. W wyniku czego opracowano proc@damwalajca
na zminimalizowanie stosowania rozpuszczalnikOw organicznych, co jest korzystne z
punktu widzenia tzw. zielonej chemii Efektywnos¢ opracowanej metodologii zostata
nastpnie potwierdzona w syntezie 16 pochodnyelacyloksyamidow. Produkty te
uzyskiwano z wydajnadiami poréwnywalnymi lub wyszymi niz w reakcji prowadzonej
w chlorku metylenu. Ponadto prowadzenie reakcji w tagodnych warunkaaidewisku
wodnym pozwala na pgizenie te] procedury =z reakcjami katalizowanymi
enzymatycznie co zostato opisane w dalszych rozdziatach niniejszej pracy. Wyniki
opisanych w tym rozdziale batlaostaty opublikowane w&C Advancew 2015 roku.

5.2.3. Reakcja Passeriniego prowadzona w wodzie z amfifilowego substratu

Kolejnym etapem bada bylo sprawdzenie, czy reakcja Passeriniego w
srodowisku wodnym maoz by promowana przez obecno&ubstratow tworgych
agregaty bez dodatku surfaktantéw. W tym celu zaplanowano eksperymenygienuz
amfifilowych kwasoéw tluszczowych. Jako substrat do ¢peych eksperymentow
wybrano kwas kaprylowy, o ktérym wiadomee tworzy w wodzie agregaty w tym
liposomy*>? Dla poréwnania przeprowadzono takeeakcje z kwasem octowym, ktéry
jest dobrze rozpuszczalny w wodzie oraz kwasem benzoesowym, ktéry jest stabo
rozpuszczalny w wodzie. 2ycie tych kwasoéw skutkuje przebiegiem reakcji odpeniio
»in water’ oraz ,on water, co zostato szerzej opisane weéa literaturowej w rozdziale
3.1. Jako pozostate substraty wybrano dodekanal i izocyjpreletoksybenzylowy.
Wszystkie reakcje przeprowadzono w wodzie destylowanej giersu substratow
100 mM przez 1 dzie w temperaturze pokojowej. Opracowano metctkdzenia
przebiegu reakcji za pomgcHPLC. Wyniki tych eksperymentéw przedstawiono w
Tabeli 6 (procedura ogdlna znajduje wi czsci eksperymentalnej w rozdziale 6.2.2.).

152\W.R. Hargreaves, D.W. Deam@&ipchemistry1l978 17, 3759; P. Walde, R. Wick, M. Fresta, A.
Mangone, P.L. LuisiJ. Am. Chem. Sot994 116, 11649.
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Tabela 6. Reakcje Passeriniego w wodzie zng@h kwasow karboksylowych.

NC
O  CyyHa3
i CHO J )\fO OMe
e [ R0
RTOH =iz HNM©/
OMe
L.p. R (kwas) Produkt Wydajnosc¢
1 Me (octowy) 32a 38 %
2 Ph (benzoesowy) 32h 53 %
3 C/H1s (kaprylowy) 36 77 %

Produkt 32a reakcji przeprowadzonej z yeiem kwasu octowego otrzymano z
niska wydajno<ia 38%. Prawdopodobnie jest to spowodowane globzpuszczalnaia
kwasu octowego, ktory jest rozpuszczony w calejetolfi mieszaniny reakcyjnej.
Natomiast nierozpuszczalne aldehyd i izocyjanek twalmiga faze przez co maj
utrudniony kontakt z kwasem. Zmiana kwasu octowego na kwas benzoesowy prowadzi
do produktud2h z wydajno€ia 53 %. W tym przypadku wszystkie trzy substraiiabo
rozpuszczalne w wodzie i reakcja biegnien, watef co promuje jej przebieg.
Wykorzystanie kawasu kaprylowego jako substratu prowadzito do prodB&tz
najwyzszy wydajnogia wynoszca 77 %. Moz to by spowodowane tworzeniem przez
ten substrat agregatow, ktore m&orzystny wptyw na przebieg reakcji Passeriniego.
Rozpuszczanie hydrofobowych aldehydu i izocyjanku w powstatych micelach
zdecydowanie utatwia kontakt pogdzy substratami, co korzystnie wptywa na
wydajnoséreakcii.

Poprzednie wyniki sugerowatyz wydajnoséreakcji Passeriniego prowadzonej w
wodzie, zazwyczaj jest wgza w buforze fosforanowym mw wodzie destylowane;.
Ponadto wiadomoze obecnosdoraz typ tworzonych agregatow zaleod pH, w zwiazku
z tym, zbadano wyptyw zmian pH na modelpweakcg Passeriniego. W tym celu
przygotowano bufory fosforanowe w zakresie pH od 3 do 8. Wplyw pH buforu
fosforanowego na reakcj pomedzy kwasem kaprylowym, dodekanalem oraz
izocyjankiemp-metoksybenzylowym zaprezentowano na Rysunku 15 (procedura ogolna
znajduje st w czsci eksperymentalnej w rozdziale 6.2.2.).
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Rysunek 15. Wptyw zmiany pH buforu fosforanowego wyddinieakcji pom¢dzy
kwasem kaprylowym, dodekanalem oraz izocyjankiem p-metoksybenzylowym.

Reakcja przeprowadzona w pH = 5 prowadzita do uzyskania prodéia
wydajnogia 79%. Natomiast reakcje wykonane w buforach fosfowgich o pH 41 6
daly produkt z niewiele nszymi wydajnogiami, odpowiednio 78% i 76%.
Przeprowadzenie reakcji w z8zym pH = 3, skutkowalo otrzymaniem zwku 36 z
wydajnogia 71 %. Obnienie wydajnogi oczekiwanego produktu reakcji, neby
spowodowane katalizowangwasem hydroliz izocyjanku*>® Prowadzenie reakcji przy
wyzszym pH, skutkowato talkezobnzeniem wydajnosi produktu reakcji Passeriniego, a
przy pH = 7 otrzymano odpowiedni produkt z wydajtie$9 %, natomiast przy pH = 8,
61%. Na podstawie otrzymanych wynikoéw stwierdzoimm optymalnawartogia pH jest
51 w takich warunkach wykonywano dalsze eksperymenty.

Kolejnym etapem badabyto potwierdzenie obecnci§ agregatéw zaréwno w
roztworze kwasu kaprylowego w buforze fosforanowym o pH = 5 jak i mieszaninie
reakcyjnej. W tym celu przeprowadzono eksperymenty z barwnikiem fluorescencyjnym,
nadchloranem 1;ddioktadecylo-3,3,33-tetrametyloindokarbocyjaniny (Dil). Zwzek
ten wykazuje stabjluorescencje w wodzie, natomiast w obeanagiceli, liposomow i
innych agregatéw wykazuje znaczniezs® fluorescencjé> Przygotowano trzy rdie
roztwory: do buforu fosforowego pH = 5 dodano Dil, wzsehiu 1 mM, w drugim
roztworze poza Dil do buforu dodano kwas kaprylowy g¢estiu 100 mM, natomiast w
trzecim do buforu poza Dil dodano kwas kaprylowy, dodekanal i izocyjanek
p-metoksybenzylowy. Naginie zarejestrowano widma fluorescencji tak uzyskany
roztworow, po wzbudzenigwiattem o dtugoéi fali A = 550 nm. Otrzymane widma
przedstawiono na Rysunku 16.

133 A, M. S. Mayer, E. Aviles, A. D. RodrigueBjoorg. Med. Chen2012 20, 279; S. Kotha, M. Behera,
R. V. Kumar,Bioorg. Med. Chen002 12, 105.

154 .M. Loew, Spectroscopic Membrane ProbE@88 CRC Press, pp. 193-220; W.R. Hargreaves, D.W.
Deamer Biochemistryl978 17, 3759.
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Rysunek 16. Widma fluorescencijivite — Dil w buforze fosforanowym pH =5,
niebieskie — Dil oraz kwas kaprylowy w buforze fosforanowym pH = 5, czerwone — Dil,
kwas kaprylowy, dodekanal i izocyjanek p-metoksybenzylowy w buforze fosforanowym

pH = 5.

W przypadku, roztworu samego Dil w buforze fosforanowym pH = 5 nie
zaobserwowano fluorescencjizéé do probki dodano talkzkwas kaprylowy, to pojawita
sie¢ fluorescencja w zakresie 550-700 nm, @wmiadczy o obecnai agregatow w
mieszaninie. W przypadku probki z kwas kaprylowym, dodekanalem i izocyjankiem
p-metoksybenzylowym oraz Dil, ta&zzaobserwowano fluorescencje, co potwierdza
obecnos¢ agregatdbw w mieszaninie reakcyjnej, podczas syngmwigzku 36. W celu
wykluczenia przypadku, w ktérym kwas kaprylowy Ilub mieszanina reakcyjna
posiadatyby fluorescencje, przygotowano analogiczne prébki bez dodatku Rddie;
z nich nie zaobserwowano fluorescenc;ji.

Zbadano take wptyw dodatku 20 % molowych surfaktantu do reakgmicdzy
kwasem kaprylowym, dodakanalem i izocyjankignmetoksybenzylowym w buforze
fosforanowym pH = 5. Przygotowano cztery takie reakcje, do pierwszej dodano SDS.
Produkt otrzymano z wydajnog 36 %, zdecydowanie mniegpzniz bez dodatku
surfaktantu. Jest to spowodowane niekorzystnym wptywem anionowych surfaktantéw na
przebieg reakcji, co zostato takzaprezentowane w Tabeli 4. Prowadzenie reakcji w
obecndci Zwitterjonowego surfaktantu, 3-(N,N-
dimetylomirystynoammoniowego)propanosiarczanu dato prod6kt wydajnogia 69%.
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Nizsza wydajnos¢ niz w przypadku reakcji bez dodatkéw, ktéra wyniosta%79
swiadczy moze o nie korzystnym wplywie tego typu surfaktantowpraebieg reakcji
Passeriniego, jednak efekt ten jest zdecydowanie stabszy pizypadku SDS. Reakcje
przeprowadzone z dodatkiem kationowego surfaktantu DODAB i niejonowego Tritonu
X-100 daty produkB6 z wydajnogiami odpowiednio 80% i 81%. Niewielki wptyw tych
dodatkbw moe by spowodowany tymze w mieszaninie reakcyjnej i tak istrjej
agregaty z kwasu kaprylowego i obecnd&lejnych agregatéw z dodanego surfaktantu
nie ma wekszego wptywu na przebieg reakcji.

Kolejnym etapem badabyly reakcje z innymi kwasami ttuszczowymi, ktére
moga tworzy¢ micele i/lub agregaty w wodzie. W tym celu przepaozono seg¢ reakcji
pomigdzy kwasem karboksylowym, dodakanalem i izocyjankgemetoksybenzylowym
w buforze fosforanowym pH = 5. Dla poréwnania przeprowadzancetkcje z kwasami
octowym i benzoesowym. Ponadto przeprowadzono reakcje ¢dayni kwasami:
octowym, benzoesowym i kaprylowym w chlorku metylenu i bez rozpuszczalnika.
Wyniki tych eksperymentow przedstawiono w Tabeli 7 (procedura ogolna znajeluye si
czesci eksperymentalnej w rozdziale 6.2.2.).

Tabela 7. Wpltyw kwasu ttuszczowego oraz medium reakcyjnego na ¢eakcj
Passeriniego.

L.p. Kwas Rozpuszczalnik Produkt Wydajnos¢
1 Kwas octowy Bufor pH =5 32a 46 %
2 Kwas benzoesowy Bufor pH =5 32h 53 %
3 Kwas kaprylowy Bufor pH =5 36 79 %
4 Kwas laurynowy Bufor pH =5 37 78 %
5 Kwas stearynowy Bufor pH =5 38 89 %
6 Kwas oleinowy Bufor pH =5 39 83 %
7 Kwas octowy Dichlorometan 32a 54 %
8 Kwas benzoesowy Dichlorometan 32h 66 %
9 Kwas kaprylowy Dichlorometan 36 66 %
10 Kwas octowy - 32a 62 %
11 Kwas benzoesowy - 32h 53 %
12 Kwas kaprylowy - 36 67 %

Reakcje przeprowadzone w buforze fosforanowym pH = 5 z wykorzystaniem
kwaséw octowego i benzoesowego daly produl®a i 32h z wydajnogiami
wynoszcymi odpowiednio 46 % i 53 %. Reakcje przeprowadzanekwasami
ttuszczowymi (I.p. 3-6, Tabela 7) daty produld§-39 z wydajnogiami od 78 do 89 %.

Sg to wydajnogi zdecydowanie wisze, nk w przypadku zastosowania rozpuszczalnego
w wodzie kwasu octowego i stabo rozpuszczalnego kwasu benzoesowégaadcry o
korzystnym wplywie obecrigi agregatow na przebieg reakcji Passeriniego. Reakc
prowadzone w chlorku metylenu oraz bez rozpuszczalnika (l.p. 7-12, Tabela 7)
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niezalenie od uitego kwasu przebieglty ze zdecydowanigsmymi wydajnogiami od

53 % do 67 %. Ponadto wydajrmsodpowiednich produktéw jedynie nieznacznie
zmienialy s¢ przy uzxciu rémych kwasow karboksylowych jako substratow. Wyniki
powyzszych eksperymentow jeszcze raz potwierdzily,kwas ttuszczowy wyiy jako
substrat do reakcji Passeriniego prowadzonej w wodzieens&itecznie promowgej
przebieg. Natomiast przy przeprowadzeniu reakcji w chlorku metylenu oraz bez
rozpuszczalnika ten efekt nie jest obserwowany.

Kolejnym etapem badabyto zbadanie wptywu rdwch substratow na reakcj
Passseriniego prowadzong wodzie z uyciem amfiflowego kwasu karboksylowego.
Jako substraty wybrano kwasy tluszczowe: kaprylowy, laurylowy, stearynowy oraz
oleinowy, ponadto dla poréwnania wykorzystano éakivas benzoesowy oraz octowy,
poza tym 9 rénych aldehydéw oraz 7 pochodnych izocyjankow. Wdagsteakcje
przeprowadzono w buforze fosforanowym pH = 5 wzesiu substratbw 100 mM.
Wyniki zaprezentowano w Tabeli 8 (procedura ogolna znajduge vei czsci
eksperymentalnej w rozdziale 6.2.2.).
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Tabela 8. Reakcja Passeriniego prowadzona w buforze fosforanowym pH = 5.

O N i R
O + NC — ™ N
R1JJ\OH N R3 R! o)}( “R3
R? o
40 41 42 43
41a: R?>=i-Bu
40a:R'=Me  41b: R§=Me 42a: R3=4-MeOCgH,CH,
40b: R'=Ph 41c: R2=Et 42b: R3=2,4-diMeOCgH3CH,
40c: R'=C;H; 41d:R"=Ph 42c: R%=Bz

40d: R'=CH,y 41€: R?=4-NO,CgHs 42d: R3=t-Bu

40e: R'=C;Hqs 41f: R*=4-CIC¢Hs  42e: R3=n-Bu

40f: R'=C47H3; 419 R?=4-MeCgHs 42 R3=EtOCOCH,
41h: R*=4-MeOCgHy 42g: R3=4-NO,CgH,
41i: R>=PhCH=CH

L.p. 4C (kwas) 41 42 Produkt Wydajnosc¢
1 4(0a (octowy) 41a 42a 43a 21 %
2 4Cb (benzoesowy) 41a 42a 43b 63 %
3 40c (kaprylowy) 41a 42a 43c 82 %
4 40d (laurynowy) 41a 42a 43d 83 %
5 4Ce (stearynowy) 41a 42a 43e 75 %
6 4ACf (oleinowy) 41a 42a 43f 90 %
7 4Cc (kaprylowy) 41b 42a 439 73 %
8 4Cc (kaprylowy) 41c 42a 43h 61 %
9 4Cc (kaprylowy) 41d 42a 43i 79 %
10 40c (kaprylowy) 41e 42a 43] 73 %
11 40c (kaprylowy) 41f 42a 43k 93 %
12 40c (kaprylowy) 419 42a 43| 73 %
13 40c (kaprylowy) 41h 42a 43m 59 %
14 4Cc (kaprylowy) 41i 42a 43n 61 %
15 4Cc (kaprylowy) 41b 42b 430 58 %
16 4Cc (kaprylowy) 41b 42¢ 43p 68 %
17 4Cc (kaprylowy) 41b 42d 43r 21 %
18 4Cc (kaprylowy) 41b 42e 43s 18 %
19 40c (kaprylowy) 41b 42f 43t 21 %
20 40c (kaprylowy) 41b 429 43u 43 %

Reakcja przeprowadzona zygiem kwasu octowego, aldehydu izowalerianowago
oraz izocyjankup-metoksybenzylowego data produkda z wydajnogiag 21 %,. uycie

kwasu

benzoesowego pozwolito na uzyskanie produkdb z wydajnogia 63 %,

natomiast tworzce micele kwasy tluszczowe (l.p. 3-6, Tabela 8) qatydukty43c-f z
wydajnogciami od 75 % do 90 %. Te wyniki raz jeszcze uwidolgzkorzystny efekt
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miceli i/lub innych agregatow twogzych s¢ z zastosowanych substratow na przebieg
reakcji Passeriniego.

Reakcje przeprowadzone @z kwasem kaprylowym, izocyjankiem
p-metoksybenzylowym oraz mymi aldehydami (l.p. 7-14) pozwolity na uzyskanie
produktéw 43g-n z wydajnogiami od 59 % do 93 %. Wykorzystanie alifatycznych
aldehydow octowego (l.p. 7, Tabela 8) i propionowego (I.p. 8, Tabela 8) daty produkty z
wydajnociami 73 % i 61 %, trochenizsza wydajnosé¢tych reakcji moe by
spowodowana dosdobrl rozpuszczalnada tych aldehydéw w wodzie, co utrudnia
kontakt pomgdzy reagentami. &ycie pochodnych benzaldehydu jako substratu (I.p. 9-
13, Tabela 8) pozwolito na uzyskanie produktd@i-m z wydajnogiami od 73 % do 93
%. Zastosowaniep-chlorobenzaldehydu pozwolito na uzyskanie produktBk z
najwyzszy wydajnogcia, 93 %, natomiast najmniej efektywne byty reakcj@izgciem
p-nitrobenzaldehydu p-metylobenzaldehydu (wydajrmsodpowiednich produktow po
73 %). Reakcja prowadzona z wykorzystaniem aldehydu cynamonowego (l.p. 14, Tabela
8), pozwolita na uzyskanie produkd@n z wydajnogia 61 %. Uzyskane wynikiwiadcz
o niewielkim wptywie aldehydu na reakcje Passeriniego.

Kolejne eksperymenty (l.p. 15-20, Tabela 8) miaty na celu pokazanie wptywu
izocyjanku na wydajnosd¢eakcji Passeriniego z kwasem kaprylowym oraz aideim
izowalerianowym. Produkty#30-u uzyskano z wydajnasami od 18 do 68 %. Reakcje
przeprowadzone z izocyjankiem 2,4-dimetoksybenzylowym oraz izocyjankiem
benzylowym (I.p. 15 16) pozwolity na uzyskanie produk#8oi 43p z wydajnogiami
58 % i 68 %. Wzgjdnie wysokie wydajnas tych reakcji,swiadcz o tym,ze pochodne
izocyjanku benzylowegoasdobrymi substratami do tej reakcji. Reakcje proveedz z
alifatycznymi izocyjankamin-butylowym, t-butylowym oraz izocyjanooctanem etylu
zaszlty z niskimi wydajnaiami od 18 % do 21 %. iycie aromatycznego
p-nitroizocyajnobenzenu dato produkt 43wydajnogia 43 %.

W tej czsci badaé wykonano eksperymenty nad reakcjPasseriniego
przeprowadzangw srodowisku wodnym, podczas ktérej jeden z substratéwas
karboksylowy, tworzy micele i agregaty. Opracowana procedura pozwala nacam@kni
stosowania surfaktantu, ktory jest zazwyczaj produktem syntezy chemicznej z
nieodnawialnychzrédet. Unikaniezrédet zanieczyszcheoraz stosowanie wody jako
rozpuszczalnika doskonale wpisuje¢ siv zaloznia ,zielonej chemii. Jakkolwiek
opracowana procedura jest ograniczona do zastosowana kwasow tluszczowych jej
skutecznos&ostata potwierdzona na 24 przyktadach synteagyloksyamidow. Wyniki
opisanych w tym rozdziale baflazostaty opublikowane wvEnvironmental Chemistry
Lettersw 2018 roku.
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5.3. Synteza chiralnych, nieracemicznych surfaktantow oraz badania
nad ich wptywem na reakcg Passeriniego.

Co prawda opracowanie metodologii na przeprowadzenie reakcji Passeriniego w
srodowisku wodnym niesie ze sobgereg korz§ci zwigzanych z zielong chemy”, jako
dodatek stosowany jest surfaktant, ktory jest produktem syntezy chemicznej i zazwyczaj
nie pochodzi z odnawialnychzrédet. Zwgzki tego typu zazwyczaj nie gs
biodegradowalne, co stwarza problemy z ich utylizaja przyktad odpady stosowanego
w poprzednich eksperymentach DODAB zgodnie z zaleceniami producenta powinny
zost& rozpuszczone lub zmieszane z palnym rozpuszczamiki spalone w piecu do
spopielania chemikaliéw wyposanym w dopalacz i skrubér®> W zwiazku z tym celem
dalszych badabyto sprawdzenie, czy miwe jest przeprowadzenie reakcji Passeriniego
z wykorzystaniem biodegradowalnego surfaktantu pociuetyo z odnawialnychradet.

Estry kwasow tluszczowych oraz cukrogvrsejonowmi surfaktantami. Zwiki te
s3 w petni biodegradowalne i miiwe do uzyskania zeérdodet odnawialnych. Bycie
naturalnych cukrow, np. glukozy jako substrat zapewnia obecnogatrow
stereogenicznych o ustalonej konfiguracji absolutnej w hydrofilowym fragmencie
czasteczki. W literaturze zostato opisanych wiele metpatezy estréw cukrow? wérod
ktérych na szczegélngwag: zastuguj reakcje katalizowane enzymatyczmiéNiestety
wiele z tych procedur jest trudnych do powtérzenia lub produkty reakcji nie byty
wydzielane>® W zwiazku z tym wykonano badania nad opracowaniem metydiesy
wybranych estrow glukozy w reakcji katalizowanej enzymatycznie. Nmiwag zalet
zastosowania enzymu jest selektywntgé§o typu katalizatora, ktéra zapewnia przebieg
reakcji na tylko jednej z grup hydroksylowychasteczki cukru. Dodatkowym atutem
takiego poddgia jest fakt,ze enzym stosowany jako katalizator jest produktem
naturalnym i biodegradowalnym, co jest atrakcyjne z punktu widzemetonej chemii

Jako reakeg modelows do tych bada wybrano estryfikagj glukozy za pomag
kwasu laurylowego (Schemat 35). Pgtkbpwo zbadano wptyw enzymu nareakcg, do
badaxn wykorzystano 28 preparatdw enzymatycznych, w tynstgoe komercyjnie
lipazy, esterazy oraz proszki acetonowe z organow zgearh. Opierajc s na danych
literaturowych jako rozpuszczalnik wybrano alkohdtamylowy™® a reaka
przeprowadzono w skali analitycznej (0,1 mmol glukozy), przez 24 godziny w
temperaturze pokojowej oraz w 60 °C. Przebieg reakigdzono za pomac

15 karta charakterystyki, Sigma-Aldrich,
https://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=PL&language=pl&productN
umber=40165&brand=SIGMA&PageToGoToURL=https%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog
%2Fproduct%2Fsigma%2F40165%3Flang%3Dpl.

156 X Liu, L. Gong, M. Xin, J. LiuJ. Mol. Cat. A-Chenl999 147, 37.

157 A.M. Gumel, M.S.M. Annuar, T. Heidelberg, Y. Chigtirocess Biochen2011, 46, 2079.

138 N.R. Pedersen, P.J. Halling, L.H. Pedersen, R. Wimmer, R. Matthiesen, O.R. VE&lERS| ett2002

519, 181; S. Sabeder, M. Habulin, Z. KndzFood. Eng2006 77, 880; I.S. Yoo, S. J. Park, H.H. Yoah,

Ind. Eng. Chen2007, 13, 1; C. Tsitsimpikou, H. Daflos, F.N. Kolisi§, Mol. Cat. B-Enzyn1997, 3, 189.

1593, Soultani, J.-M. Engasser, M. GhalilMol. Catal. B-Enzyn2001, 11, 725; M. Ferrer, F. Comelles,

F.J. Plou, M.A. Cruces, G. Fuentes, J.L. Parra, A. Ballesteaogumir2002 18, 667.
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chromatografii cienkowarstwowej (TLC) (procedura ogollna znajduge v&i czsci
eksperymentalnej w rozdziale 6.3.). W przypadku trzech preparatow enzymatycznych:
lipazy B z Candidia antarctica immobilizowanej viywicy akrylowej (Novozym 435),
lipazy zCandidia rugosaoraz lipazy z trzustki wieprzowej zaobserwowano powstawanie
produktu. Reakcja zachodzita najefektywniej przyyaia Novozymu 435 przez co
preparat ten zostat wybrany do dalszych bada

C11H23

O
tBuOH O OHO
OH
CqH
11 23 HO
OH

44

Schemat 35. Estryfikacja glukozy za pomdavasu laurylowego.

Nastpnie zbadano wplyw rozpuszczalnika na estryfikadjikagy katalizowanag
przez Novozym 435. Bazag na danych literaturowych dotygzch enzymatycznej
syntezy estrow cukrowych wybrano 10 rozpuszczalnikow w ktorych reakcja przebiegata
najefektywniej. Reakcje prowadzono przez 72 godziny w temperaturze 60 °C. Dodatkowo
opracowano procedgiwydzielania i oczyszczania uzyskiwanych produkt@vppmog
chromatografii kolumnowej. Wyniki badazestawiono w Tabeli 9 (procedura ogdlna
znajduje st w czsci eksperymentalnej w rozdziale 6.3.):

Tabela 9. Wptyw rozpuszczalnika na reakcje pegoay glukoz i kwasem laurylowym
katalizowangNovozymem 435.

L.p. Rozpuszczalnik Wydajnos¢
1 DMF <1%
2 DMSO <1%
3 t-Butanol 41 %
4 Acetonitryl 36 %
5 Alkohol tamylowy 35 %
6 Toluen <1%
7 TBME 6 %
8 Izooktan <1%
9 Etanol 7%
10 Chloroform 4%

W dimetyloformamidzie, dimetylosulfotlenku, toluenie oraz izooktanie nie
obserwowano tworzenia ¢siproduktu. Wycie eterut-butylometylowego, etanolu oraz
chloroformu jako rozpuszczalnikow dato lauryniarOGjlukozy @4) z wydajnogiami
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ponizej 10 %. Reakcja prowadzona w alkohtlamylowym oraz acetonitrylu pozwolita
na uzyskanie produktu z wydajrmi@mi odpowiednio 35 % oraz 36 %. Reakcja
prowadzona wt-butanolu przebiegta z wydajfma 41 %. Rozpuszczalnik ten zostat
wybrany do prowadzenia dalszych bad&vartym odnotowania jest fakée podczas
reakcji zaobserwowano powstawanie tylko jednego izomeru produktu.

Sprawdzono talez wplyw czasu prowadzenia reakcji oraz temperatugy n
wydajnos¢ uzyskiwanego produktu. Przeprowadzono ¢seeiakcji pom¢dzy glukoz i
kwasem laurylowym katalizowanilovozymem 435 zmienigg te parametry. Wyniki
zebrano w Tabeli 10 (procedura ogolna znajduje w8i czsci eksperymentalnej w
rozdziale 6.3.).

Tabela 10. Wptyw czasu i temperatury prowadzenia reakcji na otrzymywanie laurynianu

6-O-glukozy
L.p. Czas Temperatura  Wydajnos¢
1 72 godz. Pokojowa 10 %
2 72 godz. 60 °C 41 %
3 72 godz. 80 °C 47 %
4 24 godz. 80 °C 24 %
5 48 godz. 80 °C 35 %
6 96 godz. 80°C 45 %
7 168 godz. 80 °C 41 %

Reakcja prowadzona w temperaturze pokojowej przez 72 godziny pozwolita na
uzyskanie laurynianu ®-glukozy z wydajnogiag 10 %, natomiast w temperaturach 60 °C
i 80 °C odpowiednio 41 % oraz 47 %. Temperatura 80 °C zostala wybrana do
prowadzenia dalszych eksperymentow. W miaidiuzania czasu prowadzenia reakcji
od 24 godzin do 72 godzin wydajnokgurynianu 60-glukozy stopniowo rosta od 24 %
do 47 %. Podczas diszego prowadzenia reakcji wydajnoé€zekiwanego produktu
powoli spadata, po 96 godzinach produkt wydzielono z wydajaaks %, natomiast po
tygodniu 41 %. Moe to by spowodowane rozktadem powolnym produktu w warunkach
reakcji. Podsumowyg, 72 godziny przy temperaturze 80 °C to optymalra@unki
prowadzenia reakcji. Wzglnie wysoka temperatura prowadzenia reakcji enzycaagy,
prawdopodobnie jest mitwa dzicki temu,ze stosowany enzym jest immobilizowany w
zywicy akrylowej, co zwiksza jego stabilnosé wysokich temperaturacti’

Sprawdzono talkez wptyw ilosci preparatu enzymatycznego na wydajnaggkcji.
Przeprowadzono reakcje estryfikacji 1 milimola glukozy, katalizowareez 20 mg, 50
mg oraz 100 mg Novozymu 435. Reakpyzeprowadzono whutanolu przez 72 godziny

10 c. Mateo, J.M. Paolomo, G. Fernandez-Lorenta, J.M. Guisan, R. Fernandez-La&fneptee Microb.
Tech 2007, 40, 1451; M. Arroyo, J.M. Sanchez-Montero, J.V. Sinistefrsgyme Microb. Tecl1999 24,
3.
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w temperaturze 80 °C. W przypadkaycia 20 mg katalizatora uzyskano produkt z
wydajnogia 35 %. W przypadku ycia 50 mg lub 100 mg preparatu enzymatycznego
wydzielono produkt z wydajnetami po 47 %. W zwizku z tym 50 mg preparatu
enzymatycznego / 1 mmol glukozy zostato wybrane optymalneigé@talizatora.

Reakcja estryfikacji jest odwracalna dlategbwecelu przesugcia rownowagi w
kierunku pozglanego produktu konieczne jest usuwanie powstajwody. Dlatego te
sprawdzono wptyw dodatku soli nieorganicznych oraz sit molekularnych na przebieg
reakcji (po 3 ekwiwalenty lub w przypadku sit molekularnych 300 mg / 1 mmol glukozy).
Zbadano take wptyw takich dodatkdéw jak ortoestry i acetale, rktdmogg takze
wytapywa powstagca wode. Okreslono takze wpltyw dodatku wody na przebieg badanej
reakcji estryfikacji. Wyniki tych badazaprezentowano w Tabeli 11 (procedura ogdélna
znajduje st w czsci eksperymentalnej w rozdziale 6.3.).

Tabela 11. Wplyw dodatkéw na katalizowaenzymatycznie estryfikacglukozy.

L.p. Dodatek Wydajnos¢
1 47 %
2 Sita molekularne 29 %
3 Weglan potasu <1%
4 Siarczan magnezu 26 %
5 Siarczan sodu 20 %
6 Ortooctan trietylu 12 %
7 Tetrametoksymetan 4 %
8 Acetal dimetylowy benzaldehydu 28 %
9 Acetal dimetylowy aldehydu octowego 32 %
10 Weglan dimetylu 8 %
11 Woda 15 %

Reakcje przeprowadzone z dodatkampastymi powstagca wode tj. sitami
molekularnymi oraz solami nieorganicznymi (l.p. 2-5, Tabela 11) przebiegtyszymi
wydajnociami niz reakcja bez dodatkdéw. W przypadku zastosowawg@gamu potasu nie
zaobserwowano powstawania produktu. Reakcje przeprowadzone w abentmsstrow
i acetali (I.p. 6-9, Tabela 11) daty lauryniarDéglukozy z wydajnogiami do 32 %. W
przypadku uycia weglanu dimetylu produkt otrzymano z wydajeas 8 % (I.p. 10,
Tabela 11). Ze wzgtu na niekorzystny wpltyw dodatkédw aegcych wod,
przeprowadzono reakez dodatkiem wody, poniewaviadomo,ze woda jest niezlapa
do zachowania aktywno katalitycznej enzymd® Otrzymano laurynian ©-glukozy z
wydajnogia 15 %, czyli nadmiar wody ma niekorzystny wptyw nezgbieg reakcji.
Podsumowujc produkt z najwyszy wydajnogia otrzymano w czystym rozpuszczalniku,
bez dodatkow.

181y, Dudal, R. Lortie Biotechnol. Bioengl 995 45, 129.
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Uzycie laurynianu winylu zamiast kwasu laurynowegoojakibstrat pozwolito na
uzyskanie produktu z wydajnag 90 %. Moz to by spowodowane tynye powstajcy
produkt uboczny, aldehyd octowy odparowuje z mieszaniny reakcyjnej, co przesuwa
rownowage reakcji w strone produktow. Niestety wykorzystanie innych estrow
winylowych jako substratow do tej reakcji jest problematyczne wzkwi z tymze g
zdecydowanie draze od odpowiednich kwaséw, a ich synteza wymaggciaz
niepozgdanych z punktu widzenixodowiska soli lub komplekséw metali prégpwych,
takich jak np. chlorek ruten® chlorek palladt®® kompleks bromku renu i tlenku
wegla™® lub kompleks irydu®®

Po zoptymalizowaniu procedury syntezy estrow glukozy, zastosowarto j
syntezy romnych estrow glukozy. Do reakcji wykorzystano kwasybdoksylowe: kwas
kaprylowy, kwas fenylooctowy, kwas 3-fenylopropionowy, kwas 4-fenylomastowy, kwas
5-fenylowalerianowy, kwap-metoksyfenylooctowy oraz kwasnitrofenylooctowy oraz
kwas 2,4-dinitrofenylooctowy. Ich wyniki zaprezentowano w Tabeli 12 (procedura
ogolna znajduje siw czséci eksperymentalnej w rozdziale 6.3.).

Tabela 12. Wptyw kwasu karboksylowego na wydajnaogékcji estryfikacji glukozy.

O
HO R)J\O
O O Novozym 435 _ Q

R)J\OH T ROH )~OHiByOH, 80°C  AQH )+OH

HO 72 h HO

OH OH
L.p. Kwas karboksylowy Produkt  Wydajnos¢

1 Kwas kaprylowy 45 30 %
2 Kwas fenylooctowy 46 40 %
3 Kwas 3-fenylopropionowy 47 26 %
4 Kwas 4-fenylomastowy 48 33 %
5 Kwas 5-fenylowalerianowy 49 29 %
6 Kwas p-metoksyfenylooctowy 50 15 %
7 Kwas p-nitrofenylooctowy 51 49 %
8 Kwas 2,4-dinitrofenylooctowy <5%

Reakcja przeprowadzona z alifatycznym kwasem kaprylowym (l.p. 1, Tabela 12),
data kaprylan 863-glukozy z wydajnogia 30 %. Wycie jako substratow kwasow

182R.V. Shchepin, D.A. Barskiy, A.M. Coffey, I.V.M. Esteve, E.Y. Chekmeregew. Chem. Int. Ed.
2016 55, 6071.

1633, Gu, M.E. Ruppen, P. C&@)rg. Lett 2005 7, 3945.

%4 R. Hua, X. Tian,). Org. Chem2004 69, 5782.

1%5H. Nakagawa, Y. Okimoto, S. Sakagichi, Y. Isfiigtrahedron Lett2003 44, 103.
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posiadajcych niepodstawiony pigcien aromatyczny w swojej strukturze (l.p. 2-5,
Tabela 12) pozwolito na otrzymanie odpowiednich produktow z wydejamd od 26 %

do 40 %.p-Metoksyfenylooctan &-glukozy (I.p. 6, Tabela 12) zostat zsyntetyzowany z
wydajnogia wynosaca 15 %, natomiasp-nitrofenylooctan 69-glukozy (l.p. 7, Tabela

12) z wydajnogia 49 %. Reakcja przeprowadzona zzyeciem kwasu 2,4-
dinitrofenyloocotwego nie zaszta. Podsumoyeuzostato zsyntetyzowanych 7 estréw
glukozy. Opracowana metodologia pozwala na prastefektywng syntez estrow
glukozy. Ponadto zastosowanie biokatalizatora jest korzystne z punktu widzenia
srodowiska, unika sistosowania metali €zkich.

5.3.3. Wptyw uzyskanych estréw glukozy na przebieg reakcji Passeriniego

Podczas kolejnego etapu badaprawdzono wptyw otrzymanych estrow glukozy
na przebieg reakcji Passeriniego. Jako modgloyakcje Passeriniego wybrano reakcje
pomiedzy kwasem octowym, dodekanalem i izocyjankiem bleweym (produkt32b)
oraz reakcje pomdzy kwasem fenylooctowym, aldehydem izowalerianowyraz p-
izocyjanonitrobenzenem (produk2). Ser¢ reakcji z dodatkiem 20 % molowych
otrzymanych estrow glukozy przeprowadzono w buforze fosforanowym (procedura
ogolna znajduje giw czsci eksperymentalnej w rozdziale 6.3.1.)
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Tabela 13. Wplyw estrow glukozy — biodegradowalnych surfaktantow na przebieg
reakcji Passeriniego.

NC O CyyHs

)OJ\ +O\w + —_— )J\O)\’&O
OH  CqqHas HNQ

32b
NC
+ + e N
NO, NO,

52
L.p Surfaktant Wydajnos¢32b  Wydajnosc¢52
1 Laurynian 6©-glukozy 17 % 30 %
2 Kaprylan 60-glukozy 11 % 23 %
3 Fenylooctan &-glukozy 11 % 35%
4 3-Fenylopropionian &-glukozy 13% 17 %
5 4-Fenylomd&an 6-O-glukozy 11% 30 %
6 5-Fenylowalerian &-glukozy 13 % 23 %
7 p-Metoksyfenylooctan @-glukozy 11 % 26 %
8 p-Nitrofenylooctan 69-glukozy 11 % 24 %

W przypadku syntezy zwzku 32b, produkty otrzymano z wydajnoi@mi
pomiedzy 11 % a 17 %. Taka sama reakcja przeprowadzavaeanogi DODAB (l.p. 2,
Tabela 4) zaszta z wydajrmg 67 %. Reakcje porailzy kwasem fenylooctowym,
adehydem izowalerianowym orag-izocyjanonitrobenzenem zaszty z wydajiani
pomiedzy 17 % a 35 %. Ponadto wszystkie otrzymane prgdbkty racemiczne, w
zwigzku z tym nie nagpuje transfer chiralna$ z surfaktantu na produkt reakcji.

12
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5.4. Badania nad paiczeniem reakcji Passeriniego z reakcjami
enzymatycznymi

5.4.1. Badania nad opracowaniem chemoenzymatycznej kaskadg#acej utlenianie
alkoholi z reakcja Passeriniego

Opracowanie reakcji Passeriniego przebigggj w tagodnych warunkach, w
srodowisku wodnym umadiwito zaprojektowanie badanad podczeniem jej z reakcjami
katalizowanymi enzymatycznie w proces kaskadowy. Jako rea&ogymatyczng
wybrano utlenianie alkoholu do aldehydu za pogmtbenu katalizowane przez lakaz
Trametes versicolofTvL) w obecnogi mediatora. Stosowanie tego enzymu ulimoa
m.in. selektywne utlenianie alkoholi do odpowiednich aldehydow, co zostalo szerzej
opisane w rozdziale 4.2.2. niniejszej pracy. Opracowanie procedury na jednoczesne
selektywne utlenianie alkoholi do aldehydoéw oraz reakcje Passeriniegoliwimoz
stosowanie alkoholi jako substratow tej reakcji (Schemat 36). Ponadto tego typu
podefcie niesie ze sabszereg zalet: alkoholeg zazwyczaj tatwiejsze do syntezy i
stabilniejsze ni aldehydy, gdy nie ulegaj tak fatwo utlenianiu przez tlen
atmosferyczny, reakcji autokondensacji lub reakcji Cannizzaro. Caly proces jest
prowadzony w s$rodowisku wodnym, unikgf stosowania rozpuszczalnikow
organicznych. Reakcja utleniania biegnie w tagodnych warunkach prggiuufienu
amosferycznego bez wyeia metali przejciowych (patrz rozdziat 4.2.2. w €xi
literaturowej).

Analiza literatury na ten temat wykazad@, dotychczas zostaly opisane przyktady
jednoczesnego utleniania alkoholu oraz reakcji Passeriniego. W pracy Ngouansavanh i
Zhu wybrane alkohole byty utleniane za poméevasuo-jodoksybenzoesowego (IBX),

w tetrahydrofuranie oraz zachodzita npsza reakcja Passerinietf8. Jednak
podstawowy wady tej metody jest stosowanie nadmiaru IBX, ktéry jastouchowy.
Brioche i Masson opisali w 2010 roku utlenianie alkoholu wykorzyseuczysty tlen
jako utleniacz i katalizowane przez chlorek miedzi(ll), TEMPO oraz azotyn sodu z
nastpcz reakcp Passeriniegd®’ Karimmi i Farhangi opisali bardzo podobpepcedug,
jednak modyfikacja polegata na zastosowaniu nasbez magnetycznych typu
rdzei/powtoka optaszczonych TEMPO oraz nitrylerbutylu®® Jednak obie powigze
reakcje g prowadzone w toluenie. Podsumowa)j chemoenzymatyczna kaskadowa
procedura na utlenianie i reakcpPasseriniego prowadzona $vodowisku wodnym
doskonale wpisuje siw zalecenia zielonej chemii i stanowi interesujca alternatyve
dla istniegcych metod.

16T Ngouansavanh, J. Zhingew. Chem., Int. EQ006 45, 3495.
1673. Brioche, G. Masson, J. ZHDrg. Lett 201Q 12, 143.
188 B, Karimi, E. FarhangiAdv. Synth. CataR013 355, 50.
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Schemat 36. Chemoenzymatyczna kaskada Uimiaiaca syntez a-acyloksyamidow z
alkoholi.

Pocatkowo przeprowadzono eksperymenty geaj na celu wyjgnienie, czy
katalizowane TvL utlenianie alkoholu benzylowego do benzaldehydu zajdzie w
warunkach kompatybilnych z reakcjPasseriniego. Reakcje prowadzono w buforze
fosforanowym pH = 5,7 w obecrw$ TEMPO. Przeprowadzono reakcje utleniania
alkoholu benzylowego w steniu 100 mM oraz 30 mM. Aby umibwi¢ kontakt
mieszaniny reakcyjnej z powietrzem, reakcje prowadzono w otwartym naczyniu. Po 24
godzinach w obu reakcjach zaobserwowano obecrnostizaldehydu za ponwc
chromatografii cienkowarstwowej (TLC). W reakcjach kontrolnych bez dodatku lakazy
lub TEMPO nie zaobserwowano produktu (procedura ogolna znajdpjev sizesci
eksperymentalnej w rozdziale 6.4.1.).

Kolejnym etapem bada bylo pohczenie obu reakcji; katalizowanego
enzymatycznie utleniania oraz reakcji Passeriniego, w proces kaskadowy. Jako modelow
reakcg Passeriniego wybrano reakcje peday kwasem benzoesowym, benzaldehydem
oraz izocyjankienp-metoksybenzylowym, ktora, jak wynikato z poprzednich haip.

12, Tabela 5), zachodzi w buforze fosforanowym w obedn®ODAB z wysoka
wydajnogia, 92 %. Zbadano takzwptyw typu mediatora oraz enzymu na reakcj
pomiedzy alkoholem benzylowym, kwasem benzoesowym orabcyjankiem
p-metoksybenzylowym. Zostaly sprawdzone ¢aghce mediatory: TEMPO oraz
hydroksybenzotriazol (HOBt). Zbadano takiwvptyw czasu prowadzenia reakcji na
wydajnos¢ produktu32l. Wyniki bada zostaly zaprezentowane w Tabeli 14 (procedura
ogolna znajduje siw czsci eksperymentalnej w rozdziale 6.4.1.).
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Tabela 14. Kaskada reakcji pogtizy alkoholem benzylowym, kwasem benzoesowym
oraz izocyjankiem p-metoksybenzylowym w obeai@ODAB, TvL oraz réhaych

mediatorow.
NC
OH O._OH
é N N é TvL, Mediator . O %
DODAB (0] OMe
Sarde]
OMe HN
32]
L.p. Mediator Czas Uwagi Wydajnosc¢

1 TEMPO 48 godz. 64 %
2 48 godz. <5%
3 HOBt 48 godz. <5%
4 TEMPO 48 godz. Bez DODAB 27 %
5 TEMPO 48 godz. Bez TvL <5%
6 TEMPO 24 godz. 47 %
7 TEMPO 72 godz. 64 %
8 TEMPO 48 godz. Bez kwasu benzoesowego <5%

Reakcja pomidzy alkoholem benzylowym, kwasem benzoesowym oraz
izocyjankiem p-metoksybenzylowym w obecrms$ lakazy, TEMPO oraz DODAB
pozwolita na uzyskanie zwzku 32| z wydajnogiag 64 %, wic modiwe jest pojczenie
enzymatycznego utleniania alkoholu z realképsseriniego. Reakcje przeprowadzone bez
mediatora, oraz z HOBt zamiast TEMPO (l.p. 2 i 3, Tabela 14) nie daty oczekiwanego
produktu. Reakcja prowadzona bez surfaktantu (l.p. 4, Tabela 14) pozwolita na uzyskanie
produktu 32| ze zdecydowanie #8z3 wydajnogia, 27 %. Dodatek surfaktantu
zdecydowanie zwksza wydajnosckaskady reakcji. Podczas przeprowadzania reakcji
bez dodatku lakazy (I.p. 5, Tabela 14), nie zaobserwowano tworzerpeosiuktu, czyli
jest ona niezliina w procesie utleniania alkoholu do aldehydu. £#gd&dzinach produkt
32l otrzymano z wydajnaig 47 %, natomiast po 48 i 72 godzinach uzyskano ktozu
wydajnogciami 64 %. W reakcji prowadzonej bez kwasu benavego (l.p. 8, Tabela
14) nie otrzymano oczekiwanego produktu. Oznaczazd¢ow warunkach reakcji nie
zachodzi dalsze utlenianie aldehydu do kwasu, ktory bytby substratem do reakcji
Passeriniego.

Kolejnym etapem badabyto zbadanie wpltywu pH medium reakcyjnego na
przebieg kaskady reakcji. WartospH medium reakcyjnego jest bardzo istotnym
parametrem reakcji enzymatycznych, a z analizy literatury wynikdakazy g aktywne
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pomicdzy pH 3 a 6°° Wykonano badania nad okteniem wptywu pH (od 3 do 8) na
zaproponowankaskadereakcji. Przygotowano odpowiednie bufory fosforaequoprzez
mieszanie roztworow ¥P0,, NaHPO, i NaaHPO, o0 stzeniu 100 mM do uzyskania
pozadanego pH. Nasgpnie przeprowadzono jednoénée reakat utleniania alkoholu
benzylowego oraz reakgjPasseriniego prowagiza do produktu32l. Wpltyw pH na
wydajnoséreakcji przedstawiono na Rysunku 17 (procedurar@gphajduje siw czsci
eksperymentalnej w rozdziale 6.4.1.).
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Rysunek 17. Wptyw zmiany pH na wydajnozéviagzku 22I.

Produkty kaskady reakcji prowadzonych w pH 3, 7 orag &m=zymywane z niska
wydajnogia, ponizej 30 %, natomiast reakcja prowadzona w pH = 4 gedalukt32| z
wydajnogcia 52 %. Przy tych wartasach pH, katalizowane lakaaitlenianie alkoholu
zachodzi nieefektywnie. Prowadzenie reakcji w pH polny 5 a 6 pozwolito na
uzyskanie zwgzku 321 z wydajnociami powyej 60 %, produkt32l z najwysz
wydajnogia, 67 % otrzymano przy zastosowaniu pH = 5,2. Dlategaa wartos¢pH
zostata wybrana do dalszych eksperymentow.

Kolejnym etapem bada byto sprawdzenie wplywu wyiego surfaktantu lub
innego dodatku na przebieg kaskady reakcji. Z Tabeli 4 wya&kd)ODAB najlepiej
promuje sam reakcg Passeriniego. Jednak w tym przypadku nie jest zrveplyw
surfaktantu na reakcje enzymatycznego utleniania oraz keetkade Przeprowadzono
reakcje pomgdzy alkoholem benzylowym, kwasem benzoesowym orazyjankiem
p-metoksybenzylowym w obecrmsenzymu TvL oraz TEMPO, jako medium reakcyjne
byt zastosowany bufor fosforanowy pH = 5,2 z dodatkiem (20 % molowych lub w
przypadku montmorylonitu 10 mg/0,1 mmol). Wyniki zaprezentowano w Tabeli 15
(procedura ogélna znajduje: sv czsci eksperymentalnej w rozdziale 6.4.1.).

1%9M.J. Han, H.T. Choi, H.G. Song, Microbiol. 2005 43, 555.
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Tabela 15. Wplyw surfaktantéw na syntezwigzku 21

L.p. Dodatek Wydajnos¢
1 21 %
2 Montmorylonit K 10 16 %
3 Cholesterol 22 %
4 SDS 6 %
5 AOT 12 %
6 Tween 80 23 %
7 Triton X-100 47 %
8 3-(N,N-Dimetylomirystynoammoniowy)propanosiarczan 23 %
9 DDAB 34 %
10 DODAB 67 %

Kaskada reakcji przeprowadzona w buforze fosforanowym pH = 5,2 bez dodatku
data produkB2l z wydajnogia 21 %. Obecnosénontmorylonitu K 10 oraz cholesterolu
nie ma duzgo wptywu na wydajnoséeakcji, ktéra wynosita odpowiednio 16 % oraz 22
%. Po raz kolejny dodatek anionowego surfaktantu SDS lub AOT (l.p. 4, 5, Tabela 15)
niekorzystnie wptywa na przebieg kaskady reakcji, produkt otrzymano z wydms
odpowiednio 6 % oraz 12 %. Me#o by spowodowane niekorzystnym wptywem tych
dodatkdw na przebieg reakcji Passeriniego, co zostatoe tplokazane w Tabeli 4.
Dodatek niejonowego surfaktantu, Tweenu 80 nie wptywa zaaza przebieg kaskady
reakcji, produkt otrzymano z wydajrmg 23 %. Obecnoshiejonowego Tritonu X-100
korzystnie wptywa na przebieg reakcji, prod®@l zostat otrzymany z wydajnog 47
%. Obecnoéi zwitterjonowego 34{,N-dimetylomirystynoammoniowy)propanosiarczanu
nie wptywa znacgco na wydajnoséotrzymywanego produktu, ktora w tym przypadku
wyniosta 23 %. Dodatek kationowego surfaktantu DDAB korzystnie wiptya przebieg
procesu i produkt zostat otrzymany z wydajeigs34 %. Przy dodatku DODAB, produkt
32| otrzymano z najwiszg wydajnogcia, ktéra wyniosta 67 %. Otrzymane wyniki
swiadcz o tym, ze dodatek DODAB jest optymalny dla chemoenzymatyckaskady
reakcyjnej.

Nastpnie przeprowadzono badania gt na celu ustalenie wplywu ilds
dodatku DODAB na wydajnosdeakcji pom¢dzy alkoholem benzylowym, kwasem
benzoesowym oraz izocyjankiepametoksybenzylowym w obecrmdakazy zTrametes
versicolori TEMPO. Substraty oraz katalizatory mieszano w buforze fosforanowym pH
= 5,2 przez 48 godzin w obecmosréznych ilosci DODAB. Wydajndgci produktéw
odpowiednich reakcji zostaly zaprezentowane na Rysunku 18 (procedura ogélna znajduje
sie W czsci eksperymentalnej w rozdziale 6.4.1.).
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Rysunek 18. Wptyw ilgci DODAB na wydajnos&wiazku 2.

Zwiegkszanie ilo€i DODAB od 0 do 20 % molowych skutkuje stopniowym
podwyzszaniem wydajnéi reakcji od 21 % do 67 %. Dalsze zkszanie ilo€i DODAB
nie zmienia jej wydajnéri, dla 25, 30 i 50 % molowych surfaktantu wydajnogékcji
wynosi 67 %. W zwjzku z tym 20 % molowych DODAB zostato wybrane jako
optymalna ilos¢surfaktantu.

Na podstawie wczaiejszych bada wiadomo, ze katalizowana lakazreakcja
utleniania alkoholu benzylowego przebiega di@évo, natomiast reakcja Passerriniego
pomigdzy benzaldehydem, kwasem benzoesowym oraz izodgjank p-
metoksybenzylowym wirodowisku wodnym w obecno DODAB daje produki32| z
wydajnogcia 92 % (l.p. 12, Tabela 5). Przeprowadzono eksperyyneragce na celu
optymalizacje wydajnasi produktu 32l. Pocatkowo przeprowadzono eksperymenty z
uzyciem dwéch oraz pciu ekwiwalentéw alkoholu benzylowego, prod®@& otrzymano
z wydajnociami odpowiednio 76 % oraz 79 %. Zbadano ékiptyw uzcia dwdch
ekwiwalentow izocyjanky-metoksybenzylowego, w tym przypadku produkt otrzymano
z wydajnogciag 88 %. Wyniki te swiadcz o tym, ze podczas utleniania alkoholu
prawdopodobnie rownocgeie zachodzi hydroliza izocyjanku, co obai wydajnosé
kaskady reakcji. Nagpnie sprawdzono wptyw prowadzenia reakcji sekweneyjn
Utlenianie alkoholu benzylowego prowadzono przez 24 godziny w buforze
fosforanowym pH = 5,2 z dodatkiem DODAB, ngstie dodano kwas benzoesowy oraz
izocyjanek. Produkt32l otrzymano z wydajnaia 86 %. Sekwencyjne dodawanie
substratéw jest zdecydowanie lepszym raganiem ni stosowanie nadmiaru ktéregns
substratéw, poniewapowstaje przy tym mniejsza iloganieczyszcae

Kolejnym etapem badabyto sprawdzanie, czy lakaza, TEMPO oraz roztwor
surfaktantu moe byt wykorzystany do wicej niz jednego cyklu reakcyjnego. W zyzku
z tym przygotowano reakcje utleniania alkoholu benzylowego na powietrzu w édbecno
TvL 1 TEMPO, po 24 godzinach dodano kwas benzoesowy oraz izocyjanek
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p-metoksybenzylowy. Reakcje prowadzono przez kolejne 24 godziny. Powstaty produkt,
ktory wypadt z mieszaniny reakcyjnej zostat gony i oczyszczony. Przgz zostat

uzyty do nasgpnej reakcji, bezpoédnio do niego dodano kolejngorcg alkoholu
benzylowego, po 24 godzinach kolejpgrcg kwasu i izocyjanku. Otrzymane wyniki
przedstawiono w Tabeli 16 (procedura ogolna znajdyjevstzsci eksperymentalnej w
rozdziale 6.4.1.).

Tabela 16. Wptyw trzykrotnego wykorzystania TvL, TEMPO oraz DODAB na
wydajnos¢chemoenzymatycznej kaskady utleniania alkoholu Ylemzgo i reakcji
Passeriniego.

L.p. Opis Wydajnosc¢
1 Swierzy katalizator 86 %
2 Il cykd 67 %

3 Il cyk 19 %

Podczas wykorzystania tego samego roztworu surfaktantu do drugiego cyklu
reakcyjnego, wydajnosproduktu spada do 67 %. Kolejneyaie tego samego medium
reakcyjnego oraz katalizatorow skutkuje znacznym zdmém wydajnoséproduktu
reakcji, do 19 %. Mog to by spowodowane ogszaniem enzymu, TEMPO i/lub
surfaktantu z mieszaniny reakcyjnej razem z produktem oraz zmniejszaniecn ilos
rozpuszczalnika podczasczenia. Podsumowag, to samo medium reakcyjne neoby¢
uzyte co najwyej dwa razy, aczkolwiek ze znacym spadkiem wydajnas, o 19 %.

Nastpnie wykonano badania nad o#eniem wptywu uytych alkoholi na
wydajnos¢ reakcji. Zastosowano ngpujace alkohole: benzylowyp-nitrobenzylowy,
p-fluorobenzylowy, p-chlorobenzylowy, p-metylobenzylowy, p-metoksybenzylowy,
cynamonowy, allilowy, dodecylowy oraz 2-etyloheksylowy. W wyniku tych reakciji
otrzymano produkty53a-h Reakcje prowadzono zgodnie z opracowaekwencyjn
procedug, wyniki zaprezentowano w Tabeli 17 (procedura og@najduje si w czsci
eksperymentalnej w rozdziale 6.4.1.).
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Tabela 17. Procedura utleniania alkoholi z gpsty reakcy Passeriniego w jednym
naczyniu reakcyjnym.

NC
O~_OH O R
rOH+ . TvL, TEMPQ ©)ko )Yo OMe
b DODAB ﬁ
HN
OMe 53
L.p. Alkohol Produkt Wydajnos¢
2 p-Nitrobenzylowy 53a 78 %
3 p-Fluorobenzylowy 53b 72 %
4 p-Chlorobenzylowy 53c 65 %
5 p-Metylobenzylowy 53d 68 %
6 p-Metoksybenzylowy 53e 62 %
7 Cynamonowy 53f 81 %
8 Allilowy <5%
9 Dodecylowy 53g 11 %
10 2-Etyloheksylowy 53h 30 %*

* Mieszanina diastereocizomeréw w proporcji 1:1.

Reakcje przeprowadzone z pochodnych alkoholu benzylowego (I.p. 1-6, Tabela
17), pozwolity na otrzymanie produktéw3a-e z wydajnogiami od 62 do 86 %.
Wzglednie wysoka wydajnoséych reakcji, jest spowodowana faktepe, te alkohole $
dobrymi substratami do katalizowanego przez TvL i TEMPO utleniania. Nie
zaobserwowano jednoznacznej zalgci pomidzy typem podstawnika w pigieniu
aromatycznym a wydajnefg reakcji. Reakcja prowadzona z wykorzystaniem alkoho
cynamonowego (I.p. 7, Tabela 17) data prodstz wydajno€ia 81 %.Swiadczy to o
tym, ze utlenianie tego substratu przebiega z wysekdajnocia. Reakcja prowadzona z
uzyciem alkoholu allilowego (l.p. 8, Tabela 17) nieekzadzi. Moz by to spowodowane
tym, ze zwihzek pogedni, akreolina, jest bardzo reaktywny, #ayj dodatkowo mog
inhibowa enzym?’® polimeryzowa lub ulegd reakcjom ubocznym, przez co nie bierze
udzialu w reakcji Passeriniego. Reakcje prowadzone z wykorzystaniem alkoholi
alifatycznych daty produktys3g oraz53h z wydajnociami 11 oraz 30 %. Jest to
spowodowane faktem, reakcja utleniania katalizowanego przez¢lakaz TEMPO jest
zdecydowanie mniej efektywna, miw przypadku alkoholi benzylowych. ProdukBh
zostat otrzymany jako mieszanina diastereoizomeréw w proporcji 1: Wiadczy o tym,
ze reakcja nie jest diastereoseletywna.

W tej czsci pracy opisano badania nad opracowaniem oraz @igach
procedury otrzymywaniar-acyloksyamidow ugwajac alkoholi jako substratow. Dwie

10|, Sun, C. Lou, J. Long, D. Wei, J. Liitochondrion2006 6, 136.
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reakcje, katalizowane enzymatycznie utlenianie alkoholu do aldehydu oraz reakcja
Passeriniego biegnw srodowisku wodnym w obecnogsurfaktantu. Uzyskane rezultaty

S3 szczegolnie wane z punktu widzeniazelonej chemii, ze wzgkdu na unikanie
stosowania rozpuszczalnikbw organicznych oraz brak koniecznegydzielania
produktow pogednich. Wyniki opisanych w tym rozdziale badabstaty opublikowane w

RSC Advancew 2016 roku.

5.4.2. Badania nad chemoenzymetycgrsyntez produktow reakcji Passeriniego z
wykorzystaniem estrow jako substraty

Podczas poprzednich badaopracowano metodolagi prowadzenia reakcji
Passeriniego w wodnym roztworze surfaktantu. Ponadto wykazanceakcja ta ma
by¢ efektywnie przeprowadzona razem z utlenianiem akoko aldehydu, co pozwala
na wykorzystanie alkoholu jako substrat. Kolejne badania miaty na celu sprawdzenie czy
mozma p przeprowadd stosujc ester jako substrat. Badano niwds¢é opracowania
procedury prowadzenia tej syntezy w jednym reaktorze, gim$rgdowisko wodne jako
rozpuszczalnik.

Koncepcja tych bada zostala zaprezentowana na Schemacie 37. Ester jest
hydrolizowany w reakcji katalizowanej lipazlo kwasu karboksylowego i alkoholu (Etap
1). Nastpnie alkohol jest utleniany tlenem atmosferycznymreakcji katalizowanej
przez lakaz i TEMPO do odpowiedniego aldehydu (Etap 2). Kwasb&ksylowy,
aldehyd oraz izocyjanek bipr udziat w reakcji Passeriniego, g&j produkt,
a-acyloksyamid (Etap 3). Potencjalngalet tej metody moe by to, ze uxcie
racemicznego estru jako substratu modorowadzi do enzymatycznego rozdziatu
kinetycznego w pierwszym etapie reakcji, co doprowadzitoby do uzyskania
nieracemicznych produktéw reakcji Passeriniego.

Rozd2|al 541.

lakaza

! 0 L
0 - 0 OH e 0 R? '
T lipaza N f TEMPO D+ A0 RNC R1JLO)YO |
R S0 R FaP T i Ny 1gz2 Etap2 i Etap3 ¥

R - aryl lub alkil
Schemat 37. Koncepcja reakcji Passeriniego z wykorzystaniem estru jako substrat.

Jako modelowe substraty do badaybrano octan benzylu lub benzoesan benzylu
oraz izocyjanek p-metoksybenzylowy. Pogtkowo przeprowadzono badania
przesiewowe preparatdow enzymatycznych w matej skali, w celu opracowania warunkow
hydrolizy enzymatycznej octanu benzylu oraz benzoesanu benzylu (Etap 1). Jako
rozpuszczalnik wybrano bufor fosforanowym pH = 5,2, poniejgat to rozpuszczalnik
optymalny do kolejnych etapdéw reakcji. Przebadano 35 preparatdbw enzymatycznych

81

https://rcin.org.pl/



zawierajcych lipazy i proteazy. Octan benzylu jest hydroNaoy przez lipazy z:
Candidia cylinreacea,Candidia rugosa, Aspergillus santoi, Rhizopus arrhisosaz
swinskiej watroby, natomiast benzoesan benzylu przez lipaz€andidia cylinreacea

oraz Candidia rugosa. W przypadku wgia benzoesanu benzylu we wszystkich
mieszaninach reakcyjnych byt obecny nieprzereagowany substrat. Procedura bada
przesiewowych enzymow znajduje sv czsci eksperymentalnej w rozdziale 6.4.2.

Nastpnie zbadano mdivos¢ polgczenia hydrolizy katalizowanej enzymatycznie
estru, w wyniku ktorej powstaje alkohol benzylowy, ktory to ppste utleniany jest do
aldehydu przez lakagzz Trametes versicolow obecnoéi TEMPO (Etapy 1 + 2). Wplyw
uzytej lipazy na wydajnosgowstagcego ostatecznie benzaldehydu, zaprezentowano w
Tabeli 18 (procedura ogolna znajduje wi czsci eksperymentalnej w rozdziale 6.4.2.).

Tabela 18. Jednoczesne reakcje hydrolizy estru oraz utleniania alkoholu.

o OH o

’d
: O O
)J\ lipaza lakaza
R O - + TEMPO. +
A@ R)k on TEMPO RJKOH
R - Ph lub Me
Wydajnosc¢
Substrat Enzym benzaldehydu
Lipaza z Candidia cylinreacea 73 %
i Lipaza zCandidia rugosa 93 %
0 Lipaza zAspergillus santoi 99 %
Lipaza z Rhizopus arrhisus 80 %
Lipaza z $vinskiej watroby 68 %
O

Lipaza z Candidia cylinreacea 75 %
O
©)J\ /\© Lipaza zCandidia rugosa 63 %

Reakcje prowadzone z zastosowaniem octanu benzylu jako substratu pozwolity na
uzyskanie benzaldehydu z wydajo@mi od 68 % do 99 %, zaleie od uytej lipazy.
Hydroliza i utlenianie benzoesanu benzylu doprowadzito do otrzymania benzaldehydu z
wydajnogciami 75 % i 63 % zalaie od wybranej lipazy. Msza wydajnoséproduktu
moze by spowodowana tymze hydroliza tego substratu nie zachodzi dglosvo, co
wykazaty poprzednie badania. Wyniki paigygych reakcji wykazalyze badane estry
moga by¢ efektywnie hydrolizowane i utleniane do odpowietinkevasow i aldehydow,
co umaliwia dalsze badania nad ngstz reakc Passeriniego.
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Nastpnie przeprowadzono badania gta na celu sprawdzenie czy rhiae jest
przeprowadzenie trzech etapoéw jedndecze: hydrolizy estru, utleniania alkoholu i
reakcji Passeriniego (Etapy 1+2+3, Schemat 3Zyclg octanu benzylu oraz izocyjanku
p-metoksybenzylowego jako substrat pozwolito na otrzymanie odpowiedniego
a-acyloksyamidu z wydajnatami do 4 % zaleie od ujte] lipazy, oraz innych
parametrow reakcji takich jak czas, obeai®urfaktantu oraz sekwencyjne prowadzenie
reakcji. Wycie benzoesanu benzylu oraz izocyjangemetoksybenzylowego jako
substraty pozwolito na uzyskanie odpowiedniego produktu z wydaaras od 12 % do
28 % zalenie od uitej lipazy i warunkow reakcji.

Podsumowujc, przeprowadzono badania modelowe, ktére pokazaly,
zaplanowana koncepcja badgest moldwa do zrealizowania. Zgodnie z wiegdz
literaturowy jest to pierwszy przyktad pgizenia reakcji katalizowanych dwoma ingimi
typami enzymow oraz reakcji Passeriniego w proceguwwadzongv jednym naczyniu
reakcyjnym. Jednak wzglnie niska wydajnosduzyskiwanych produktéw oznaczze
temat ten wymaga dalszych szczegoétowych hamf#tymalizacyjnych magych na celu
zwickszenie wydajnasi reakcji oraz opracowanie potencjalnego asymetryga
wariantu tej procedury.

5.5. Badania nad opracowaniem trzyetapowej procedury prowadzonej
w jednym reaktorze otrzymywaniaa-acyloksyamidéw z ugrupowaniem
kumaryny

W dalszej czséci bada sprawdzono, czy mdwe jest opracowanie trzyetapowe;j
procedury prowadzonej w jednym reaktorze, prowadg do o-acyloksyamidow
bedacych posiadacych ugrupowanie kumaryny. Pochodne kumarynay wsaznymi
zwigzkami z punktu widzenia chemii medycznej, ponigwasiadaj udokumentowane
dziatanie biologiczne mbdzy innymi  wigciwosci  przeciwnowotworowé!!
przeciwzapaln€? oraz przeciwwirusow&’® Poza tym zwizki te wykazuj whasciwosci
fluorescencyjne, co czyni z nich potencjale probniki i znaczniki fluorescencyjne.

Zaplanowano synteztego typu zwgzkOw z prostych substratow, plan syntezy
zostat zaprezentowany na Schemacie 38. Jako substraty wybrano pochodne alkoholu
salicylowego, ktore mag by¢ utleniane do odpowiednich aldehydéw tlenem
amosferycznym w reakcji katalizowanej przez lakazTrametes versicolor TEMPO.
Powstate pochodne aldehydu salicylowego repgiywasem Meldruma do odpowiedniej

1T, Devji, C. Reddy, C. Woo, S. Awale, S. Kadota, D. Corrio-MoBiaprg. Med. Chen2011, 21,

5770; N.S. Reddy, M.R. Mallireddigari, S. Cosenza, K. Gumireddy, S.C. Bell, E.P. Reddy, R.V.M. Reddy,
Bioorg. Med. Chem. Let2004 14, 4093.

2 .-M. Lin, S.-T. Huang, F.W. Lee, H.-S. Kuo, M.-H. LBioorg. Med. Chen2006 14, 4402.

13H. Xue, X. Lu, P. Zheng, L. Liu, C. Han, J. Hu, Z. Liu, T. Ma, Y. Li, L. Wang, Z. Chen, GJLMed.

Chem 201Q 53, 1397; M. Curuni, F. Epifano, F. Maltese, M.C. Marcotullio, S.P. Gonzales, J.C. Rodriguez,
Aust. J. Chen003 56, 59.
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pochodnej kwasu kumaryno-3-karboksylowego, ktoragpagt bierze udziat w reakcji
Passeriniego z aldehydem oraz izocyjankiem.

@)
lakaza kwas
OHTEMPO_ OH Meldruma R X “OH
Etap 1 Etap 2
o O

THONetap 3
Ro Rg) "
O R?
R - alkil, aryl lub H R N O)Yo
o N0  MNegs

Schemat 38. Koncepcja synteayacyloksyamidéw z ugrupowaniem kumaryny z
prostych substratow w procedurze prowadzonej w jednym reaktorze.

Szczegobtowe badania literaturowe wykazaky,produkty reakcji Passeriniego,
acyloksyamidy z ugrupowaniem kumaryny, zaprezentowane na Schemacie 38 nie s
znane. Natomiast kwas kumaryno-3-karboksylowy byt z powodzeniem stosowany jako
substrat do reakcji Ugiego. Balalaie i wspoilpracownicy opisali reakégiego
przeprowadzong pochodnych kumaryny* Sheikhhosseini i wspétpracownicy opisali
jednoetapow procedug¢ syntezy kumaryno-3-karboksylowego z aldehydu skleggo i
kwasu Meldruma oraz nagcz reakcje Ugiegd’® Natomiast Shaabani |
wspotpracownicy opisali syntezkumaryno-3-karboksyamidow posiagiajch piekcien
triazolowy w swojej strukturz&® Adib i wspoétpracownicy pokazali wariant reakcji
Ugiego prowadzcy do pochodnych furanu z ygiem kwasu kumaryno-3-
karboksylowego jako substratll. Prace te pokazaj ze reakcje multikomponentowe
znajdup zastosowanie do syntezy nowych pochodnych kumaryktgre mog
wykazywa interesugce wiaciwosci biologiczne.

W celu opracowania bezpedniej syntezyu-acyloksyamidéw z ugrupowaniem
kumaryny, pocatkowo zbadano osobno #@y z etapow pokazanych na Schemacie 38.
Jako substraty do reakcji modelowe] wybrano alkohol salicylowy, dodekanal oraz
izocyjanek p-metoksybenzylowy. Jako rozpuszczalnik do wszystkich ibagigbrano
bufor fosforanowy pH = 5,2, ktory byt poprzednioywsany do reakcji katalizowanego
enzymatycznie utleniania i reakcji Passeriniego. Podczas pierwszego etapu bada

174 3. Balalaie, M.A. Bigdeli, E. Sheikhhosseini, A. Habibi, H.P. Moghadam, M. Nadklki, Chim. ACTA
2012 95, 528.

15 E. Sheikhhosseini, S. Balalaie, M.A. Bigdeli, A. Habibi, H.P. Moghaddaiftiorean. Chem. So2014
58, 186.

1763, Shaabani, A. Ahabaani, S.W. M@;S Comb. Sc2014 16, 179.

7M. Adib, E. Sheikhani, A. Kavoosi, H.R. Bijanzad@ltrahedror201Q 66, 9263.

84

https://rcin.org.pl/



sprawdzono wplyw enzymow oraz mediatoréw na utlenianie alkoholu salicylowego (Etap
1). Wyniki bada zaprezentowano w Tabeli 19 (procedura ogoélna zjejsiegl w czsci
eksperymentalnej w rozdziale 6.5.).

Tabela 19. Wplyw enzymu oraz mediatora na utlenianie alkoholu salicylowego.

OH _0O
lakaza
mediator OH
L.p. Lakaza Mediator Wydajnosc¢
1 TEMPO <1%
2 Lakaza z Trametes versicolor TEMPO 100 %
3 Lakaza z Cerrena unicolor TEMPO 98 %
4 Lazaza z Pleurotus ostreatus TEMPO 98 %
5 Lakaza z Aspergillus sp. TEMPO 96 %
6 Lakaza z Trametes versicolor <1%
7 Lakaza z Trametes versicolor ABTS <1%
8 Lakaza z Trametes versicolor  HOBt <1%

Reakcje prowadzone bez lakazy oraz bez mediatora (I.p. 1 i 6, Tabela 19) nie
zaszly, czyli g one niezbene do przeprowadzenia reakcjizydie lakazy zTramentes
versicolor pozwolito na ilo€iowe przeprowadzenie utleniania alkoholu salicylgae
Lakazy z innych mikroorganizmow ta&Xkatalizug t¢ reakcje z wysokimi wydajnagami
od 96 % do 98 %. Zastosowanie ABTS lub HOBt jako mediatoréw nie prowadzi do
powstawania aldehydu salicylowego. W zzku z tym lakaza Zrametes versicolooraz
TEMPO zostaty wybrane do dalszych bada

Nastpnie przeprowadzono badania nad reakcpomidzy aldehydem
salicylowym i kwasem Meldruma prowaglzy do kwasu kumaryno-3-karboksylowego
(Etap 2). Badania literaturowe wykazatg reakcja ta przebiega w wodZf&i moze by
katalizowana np. lizyn'”® octanem amord® lub sokiem cytrynowym®
Przeprowadzono reakcje pagdzy pochodnymi aldehydu salicylowego oraz kwasem
Meldruma w buforze fosforanowym w temperaturze pokojowej przez 24 godziny. Kwas
kumaryno-3-karboksylowy54a) otrzymano z wydajn@sa 97 %. W zwijzku z tym
przeprowadzono syntezinnych pochodnych kwasu kumaryno-3-karboksylowego w
analogicznych warunkach. Wyniki przedstawiono w Tabeli 20 (procedura ogoélna
znajduje st w czsci eksperymentalnej w rozdziale 6.5.).

8y Yang, Q.-W. Liu, Y. Shi, Z.-G. Song, Y.-H. Jin, Z.-Q. LEuyr. J. Med. Chen2014 84, 1.

9%, You, H. Yu, M. Wang, J. Wu, Z. Shaniggtt. Org. Chem2012 9, 19.

180, Wei, J. Wang, X. Zhang, P. Wang, Y. Zhao, J. Li, T. Hou, L. Qu, L. Shi, X. Liang, Y, Bakted.
Chem 2017, 60, 362.

1813, Fiorito, V.A. Taddeo, S. Genovese, F. Epifafetrahedron Lett2016 47, 4795.
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Tabela 20. Reakcja poralzy pochodnymi aldehydu salicylowego a kwasem Metdru

Ox O O\‘/ O
AR vea
R O O” "0

54
L.p. R Produkt Wydajnosé¢
1 OMe 54b 88 %
2 Me 54c 87 %
3 NG, 54d 94 %

Reakcje syntezy pochodnych kwasu kumaryno-3-karboksylowego zactzodz
wysokimi wydajnogiami od 87 % do 94 %. Dlategozteeakcg tg postanowiono ugic
jako jeden z etapow procedury syntezpcyloksyamidéw z ugrupowaniem kumaryny
prowadzonej w jednym naczyniu reakcyjnym.

Nastpnie zbadano przebieg reakcji Passeriniego padryi kwasem kumaryno-3-
karboksylowym, dodekanalem oraz izocyjankiprmetoksybenzylowym wgrodowisku
wodnym (Etap 3). Sprawdzono wpltyw surfaktantow na wydajnejcreakcii, ilos¢
kazdego dodatku wynosita 20 % molowych w stosunku décil substratu. Do bada
wybrano surfaktanty, w tym estry glukozy, ktérych synteza zostat opisana w rozdziale
5.3. Wyniki bada zaprezentowano w Tabeli 21 posii (procedura ogoélna znajduje sv
czesci eksperymentalnej w rozdziale 6.5.).
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Tabela 21. Wplyw dodatkéw na reakgpomiedzy kwasem kumaryno-3-karboksylowym,
dodekanalem oraz izocyjankiem p-metoksybenzylowym.

NC
o O  CqqHa3
COL™ b 5; — L™
CqyH

o N0 11123 oo HN

54a OMe 55a
L.p. Dodatek Wydajnosc¢

1 37 %

2 DODAB 13 %

3 DDAB 17 %

4 Chlorek heksadecylopirydyniowy 19 %

5 Bromek heksadecylotrimetyloammoniowy (CTAB) 41 %

6 SDS 5%

7 AOT 20 %

8 Triton X-100 38 %

9 Laurynian 60-glukozy 47 %
10 Kaprylan 60-glukozy 44 %
11 Fenylooctan 683-glukozy 45 %
12 3-Fenylopropionian &-glukozy 55 %
13 4-Fenylomalan 6-O-glukozy 58 %
14 5-Fenylowalerian 63-glukozy 50 %
15 p-Metoksyfenylooctan ®-glukozy 37 %
16 p-Nitrofenylooctan 89-glukozy 45 %

Reakcja prowadzona w buforze fosforanowym pH = 5,2 pozwolita na uzyskanie
produktu 55a z wydajnogia 37 %. Reakcje prowadzone w obearokationowych
dodatkéw (l.p. 1-5, Tabela 21) daty produkty zgzymi lub zblzonymi wydajnogiami,
od 13 % do 41 %. Niska wydajnofroduktu reakcji prowadzonej w obecnp®ODAB
moze by zaskakujca, poniewa podczas poprzednich bad@rabela 4 i Tabela 15) ten
surfaktant promowat przebieg reakcji Passeriniego. &z by spowodowane tynie
kwas kumaryno-3-karboksylowy rii sie wiasciwosciami od stosowanych poprzednio
kwaséw octowego, benzoesowego i 2-metylomastowego. Reakcje prowadzone w
obecnogi anionowych surfaktantéw, SDS oraz AOT (l.p. § Tabela 21) daty produkt z
niska wydajnogia, odpowiednio 5 % i 20 %. Dodatek niejonowego sugatu, Tritonu
X-100 nie wplymt znacaco na wydajnosé¢ produktu 55a, ktéra wyniosta 38 %.
Prowadzenie reakcji z dodatkiem estru glukozy (I.p. 9-16, Tabela 21), zazwyczaj
zwickszato wydajnoséproduktu reakcji. Produkt z najisgza wydajnocia 58 % zostat
otrzymany w reakcji prowadzonej w obeconpg-fenylomalanu 6O-glukozy. Badania
skrecalnogi optycznej wykazatyze zwizki te @ racemiczne. Podsumovggj wyniki
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zebrane w tej g#ci bada, dodatkiem najkorzystniej wptywggym na przebieg reakciji
pomigdzy kwasem kumaryno-3-karboksylowym, dodekanalemz oraocyjankiem
p-metoksybenzylowym jest 4-fenylostan 6-O-glukozy.

Po dobraniu odpowiedniego surfaktantu do prowadzenia reakcji Passeriniego w
srodowisku wodnym, przeprowadzono badaniagec®jna celu ocenwptywu ilosci 4-
fenylomdlanu 6©O-glukozy na wydajnosc reakcji. Przeprowadzono sgrireakcji
pomiedzy kwasem kumaryno-3-karboksylowym, dodekanalenmz aeacyjankiem p-
metoksybenzylowym w buforze fosforanowym (pH = 5,2; ¢ = 100 mM) z dodatkiem
réznych iloki 4-fenylomalanu 6O-glukozy. llos¢ surfaktantu przedstawiono jako
procent molowy w stosunku do substratow, wyniki eksperymentéw przedstawiono na
Rysunku 19 (procedura ogolna znajdujevgiczsci eksperymentalnej w rozdziale 6.5.).
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% molowy 4-fenylomaslanu glukozy

Rysunek 19. Wptyw ilo€i 4-fenylomalanu 6-O-glukozy na wydajnoséeakciji
Passeriniego prowadeej do produktu 5a.

Zwiegkszanie ilogi surfaktantu od 0 do 10 % prowadzi do niewielkmhian w
wydajnogci produktu55a. Zwickszanie ilogi 4-fenylomalanu 6O-glukozy od 10 % do
20 % molowych skutkuje stopniowym zkszaniem wydajnad reakcji od 38 % do 58
%. Zwiekszenie ilogi dodatku do 25% molowych skutkuje gwaltownym spentk
wydajnogi produktu do 35 %. Dalsze zkiszanie ilog€i 4-fenylomdlanu 6O-glukozy
skutkuje niewielkimi zmianami w wydajnoireakcji, ktéra wynosita porgilzy 39 % a
45 %. W zwazku z tym 20 % molowych 4-fenylorlanu 6O-glukozy zostato wybrane
jako optymalna ilos¢surfaktantu. Obecnosagregatéw w roztworze 4-fenylogianu
6-O-glukozy w optymalnym skeniu zastala potwierdzona za pompotechniki
dynamicznego rozpraszanigwiatta (DLS). W probce zawiergiej 4-fenylomélan
6-O-glukozy w stzeniu 20 mM w buforze fosforanowym pH = 5,2, zaobserano dwie
frakcje agregatow, o wielkog 100-130 nm i 250-500 nm.
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Nastpnie przygotowano seri eksperymentow przeprowadzaj jednoczénie
kondensacje aldehydu salicylowego z kwasem Meldruma oraz reakcje Passeriniego
(Etapy 2 + 3). ¥ dodano jednoczmie aldehyd salicylowy, kwas Meldruma, dodekanal,
izocyjanek p-metoksybenzylowy to produkb5a nie powstawat. Prowaglz reakcje
sekwencyjnie, na pogtku kondensacje przez 24 godziny, a gasie dodajc surfaktant
oraz substraty do reakcji Passeriniego, po kolejnych 24 godzinach produkt otrzymano z
wydajnogia 54 %. Przy sekwencyjnym prowadzeniu reakcji declapd pocatku
4-fenylomdlan 6-O-glukozy, produkt wydzielono z wydajncg 56 %. Moz to by
spowodowane korzystnym wptywem obecaoiosurfaktantu na kondensacpldehydu
salicylowego z kwasem Meldruma.

Podczas dalszych baddodano etap utleniania alkoholu salicylowego pitiez
atmosferyczny w obecioi lakazy zTrametes versicolooraz TEMPO (Etapy 1 + 2 + 3).
Przeprowadzono reakcpdodagc wszystkie substraty jednogmée, jednak produkbb5a
nie powstawat. W wariancie gdy surfaktant byt obecny od samegatkoca reakcje
utleniania, kondensacji oraz Passeriniego prowadzono 24 godziny, wydzielono produkt
55a z wydajnogia 12 %. Negatywny wptyw 4-fenylondianu 6O-glukozy na reakcje
utleniania alkoholu salicylowego potwierdzono w eksperymencie przeprowadzonym jak
w Tabeli 19, z uyciem lakazy ZTrametes versicologrTEMPO oraz 20 % molowych tego
surfaktantu. Aldehyd salicylowy wydzielono z wydajos 81 %, czyli znacznie
mniejszy niz bez dodatku surfaktantu. Najlepszy okazat wiariant, w ktérym na
pocztku prowadzono utlenianie alkoholu salicylowego prz&t godziny, nagpnie
dodano 4-fenylomdan 6-O-glukozy oraz kwas Meldruma i mieszano przez kolejne 24
godziny, po czym dodano dodekanal oraz izocyjameketoksybenzylowy i mieszano
przez kolejne 24 godziny. W tym wariancie produkt otrzymano z wydand8 %.
Wyniki powyzszych eksperymentéw podsumowano na Schemacie 39.
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Schemat 39. Badania prowagtz do opracowania procedury syntezgcyloksyamidow
Z ugrupowaniem kumaryny w jednym naczyniu reakcyjnym.

Nastpnie zbadano wptyw ilad uzytego substratu, alkoholu salicylowego na
wydajnosétrzyetapowej procedury prowadzonej w jednym readoZwekszenie ilogi
substratu moe by korzystnie wpltywé na przebieg reakcji, poniewaprzesuwa
rownowagewszystkich kolejnych etapow na koézyproduktéw oraz uzupetnia mibixe
straty spowodowane niepodanymi reakcjami ubocznymi. Przygotowano seri
eksperymentow upwajac rong ilos¢ alkoholu salicylowego (podanako ekwiwalenty w
stosunku do iloéi kwasu Meldruma, aldehydu i izocjanku). Pgtpwo prowadzono
utlenianie alkoholu tlenem atmosferycznym katalizowane kakaZrametes versicolor
oraz TEMPO w buforze fosforanowym pH = 5,2 przez 24 godziny. ¢cNaigt do
mieszaniny reakcyjnej dodano 4-fenylddlam 6-O-glukozy oraz kwas Meldruma i
mieszano przez nagine 24 godziny. Potem dodano dodekanal oraz izoeljan
p-metoksybenzylowy i reakcje prowadzono przez kolejne 24 godziny. Wyniki
zaprezentowano w Tabeli 22.

90

https://rcin.org.pl/



Tabela 22. Wplyw ilgci alkoholu salicylowego na wydajnoi&yetapowej procedury
syntezya-acyloksyamiddéw z ugrupowaniem kumaryny w jednynkteae.

L.p. llos¢ alkoholu salicylowego  Wydajnos¢
1 1 ekwiwalent 18 %
2 1,2 ekwiwalentu 22 %
3 1,5 ekwiwalentu 30 %
4 2 ekwiwalenty 39 %
5 2,5 ekwiwalentu 20 %
6 3 ekwiwalenty 14 %
7 5 ekwiwalenty 10 %

Zwigkszanie ilogi alkoholu salicylowego od 1 do 2 ekwiwalentéw stigwvo
zwickszato wydajnoséproduktu trzyetapowej procedury od 18 % do 39 %lsia
zwickszanie ilog€i substratu zmniejszato wydajnosproduktu do 10 % przy 5
ekwiwalentach substratu. Spadek wydagigdroduktu mog by spowodowany tymze
powstapcy nadmiar aldehydu salicylowego asoinhibowa& enzym lub bré& udziat w
konkurencyjnej reakcji Passeriniego. Podsumawuj 2 ekwiwalenty alkoholu
salicylowego zostaty uznane za optymalilgs¢ i taka byta stosowana do dalszych
reakciji.

Kolejnym etapem badabyto sprawdzenie czy opracowapgocedug syntezyo-
acyloksyamidow z ugrupowaniem kumaryny mazrozszerzy stosugc inne substraty.
Jako substraty wybrano naptijace alkohole: salicylowy, 5-metoksysalicylowy,
5-metylosalicylowy oraz 5-nitrosalicylowy poza tym 7 mngzh aldehydéw oraz 5
pochodnych izocyjankow. Wszystkie reakcje przeprowadzono w buforze fosforanowym
pH = 5,2 w s¢zeniu substratbw 100 mM w obecro20 % molowych 4-fenyloniéanu
6-O-glukozy. Dla poréwnania z proceduprowadzonaw jednym naczyniu reakcyjnym
(Metoda 1) podano takzwydajnos¢reakcji Passeriniego, pogoizy zwihzkami 54a-d,
odpowiednimi aldehydami i izocyjankami prowadzonej w buforze fosforanowym w
obecnogi 4-fenylomadlanu 60O-glukozy (Metoda 2) oraz reakcji Passeriniego
prowadzonej w chlorku metylenu (Metoda 3). Wyniki zaprezentowano w Tabeli 23
(procedury ogoélne znajdupic w czsci eksperymentalnej w rozdziale 6.5.).

Tabela 23. Wptyw uytych substratow procedusyntezyu-acyloksyamidow z
ugrupowaniem kumaryny prowadzomgjednym reaktorze oraz sameakcg
Passeriniego.
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OH 56a lub 54a: Ry =H
OH ! 56b lub 54b: R; = OMe 57a: Ry = C:1Has
5 56¢ lub 54¢c: R{= Me 57b: R, = Et
5 R, 56d lub 54d: R = NO, 57¢: R,= i-Pr
| 5‘1 Lakaza 57d: R, = CsH
TEMPO 58a: R; = CH,4-OMeCgH, 57e: Ry = CoHis
_0 :::_: 23 - tBEZm 57f R, =Bz
- ! -Rg=1 "R. = CH=
OH s8d: R, = Cy 579: R, = CH=CHPh
5 | 58e: Ry = CH,COOEt
Ry RN
L Kwas Meldruma ">~ Metody2i3 |
- 4-Fenylomaslan glukozy N .
éé o cHo 0w
? NC ;
} 0”0 Ry o Mg I
: 54 68 :
Alkohol . . .
. Wydajnos¢ Wydajnos¢ Wydajnosc
L.p. lub Aldehyd 1zocyjanek Produkt Metoda1 Metoda 2 Metoda 3
kwas
1 56a 57a 58a 55a 39 % 58 % 44 %
2 56b 57a 58a 55b 3% 27 % 17 %
3 56¢ 57a 58a 55¢ 19 % 28 % 34 %
4 56d 57a 58a 55d 0 24 % 38 %
5 56a 57b 58a 55e 18 % 21 % 13 %
6 56a 57c 58a 55f 25 % 34 % 49 %
7 56a 57d 58a 55¢g 40 % 65 % 57 %
8 56a 57e 58a 55h 60 % 62 % 32%
9 56a 57f 58a 55i 45 % 53 % 72 %
10 56a 579 58a 55j 10 % 22 % 26 %
11 56a 57a 58b 55k 41 % 43 % 38 %
12 56a 57a 58c 55| 5% 21 % 17 %
13 56a 57a 58d 55m 22 % 31% 29 %
14 56a 57a 58e 55n 7% 19 % 48 %

Metoda 1: Trzyetapowa procedura przeprowadzonedo§visku wodnym prowadzona
w jednym naczyniu reakcyjnym.

Metoda 2: Reakcja Passeriniego przeprowadzon@aosvisku wodnym.

Metoda 3: Peakcja Passeriniego przeprowadzona w chlorku metylenu.
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Reakcja przeprowadzona z alkoholu salicylowego, dodekanalu oraz izocpanku
metoksybenzylowego (l.p 1, Tabela 22) zgodnie z trzyetagpoacedus (Metoda 1) data
produkt55a z wydajnogiag 19 %. Ten sam produkt otrzymany w reakcji Passsgmiw
srodowisku wodnym (Metoda 2) zostat wydzielony z wydécia 58 %, natomiast w
chlorku metylenu z wydajna$s 44 %. Wycie alkoholu 5-metylosalicylowego dato
produkt 55c z wydajndgcia 19 % zgodnie z Metodd (l.p 3, Tabela 22). Natomiast
trzyetapowa procedura przeprowadzona przycw alkoholu 5-metoksysalicylowego
data produkt55b z wydajnog€iag 3 %, a w przypadku alkoholu 5-nitrosalicylowego
reakcja nie zaszta. Natomiast w przypadku tych trzech substratéw (l.p 2-4, Tabela 22),
sama reakcja Passeriniego zaszta zdecydowanie mniej efektywnie przypadku
niepodstawionego alkoholu salicylowego, z wydagiagi od 24 % do 28 %. Reakcje
Passeriniego prowadzone w chlorku metylenu byly ¢akiniej efektywne, zaszly z
wydajnogciami od 17 % do 38 %.

Kolejne reakcje (I.p 5-10, Tabela 22) mialy na celu sprawdzenie stosowalnos
opracowanych warunkéw reakcji dla innych aldehydowydie aldehydu propionowego
(Lp 5, Tabela 22) skutkuje niskwydajno<cia produktu 55¢ od 13 % do 21 %,
niezalenie od metody, wic nie jest to dobry substrat do reakcji Passeriniego
Zastosowanie aldehydu izomastowego (l.p 6, Tabela 22) daje progbktz
wydajnogciami 25 % przy trzyetapowej procedurze i 34 % dlagj reakcji Passeriniego
w srodowisku wodnym oraz 49 % w chlorku metylenu. Rgalgrowadzone zayciem
heksanalu i oktanalu (l.p 7-8, Tabela 22) zaszly ze zdecydowanigszyyi
wydajnogciami, zapewne dlategae g to lepsze substraty dla reakcji Passeriniego, ktéra
zaszta w érodowisku wodnym z wydajnofami 62 % i 65 %. Wycie aldehydu
fenylooctowego dato produlg5i (l.p 9, Tabela 22) z wydajno@mi od 45 do 72 %,
najefektywniejsza byta reakcja prowadzona w chlorku metylenu. W przypadlaiauz
aldehydu cynamonowego produkt 5&yzymano z wydajnasami od 10 % do 26 %.

Zbadano take wpltyw zastosowanego izocyjanku na wydajnd&tyetapowej
procedury prowadzonej w jednym naczyniu reakcyjnym. Wyniki uzyskane z
izocyjankiem benzylowym (l.p 11, Tabela 22) byly zbhe do tych uzyskanych z
izocyjankiemp-metoksybenzylowym. Izocyjandkbutylowy (I.p 12, Tabela 22) okazat
sic kiepskim substratem do reakcji Passeriniego, prodbkl otrzymywano z
wydajnociami do 21 %. Niewiele efektywniejsze byly reakqgpezeprowadzone z
izocyjankiem cykloheksylowym (l.p 13, Tabela 22), prod®m otrzymano z
wydajnogciami 22 do 29 %. Reakcja Passeriniego prowadzadmacyajnooctanem etylu
(Lp 14, Tabela 22) wsrodowisku wodnym data produki5n z wydajnogia 19 %.
Trzyetapowa procedura data produkt zsmi wydajno<ia ktéra wyniosta 7 %, natomiast
reakcja Passeriniego prowadzona w chlorku metylenu zaszta zdecydowanie lepiej, z
wydajnogia 48 %.

Podsumowuic ten etap bada opracowana trzyetapowa procedura pozwala na
uzyskiwanie produktow reakcji Passeriniego posigdah ugrupowanie kumaryny w
swojej strukturze. Wszystkie etapy prowadzogeasjednym naczyniu. Stosig alkohol
salicylowy jako substrat, wydajsé trzyetapowej procedury jest nieznacznigsaa nk w
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przypadku samej reakcji Passeriniego prowadzongjosowisku wodnym. Wyniki te
oznaczaj, ze trzyetapowa procedura w jednym reaktorzeeartm korzystnaalternatyvg
dla samej reakcji Passeriniego, gdwynika s¢ etapu wydzielania i oczyszczania
Zwigzkdw pogednich.

5.6. Podsumowanie badawtasnych

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki badaad opracowaniem reakcji
Passeriniego w wodzie promowanej przez gaki powierzchniowo czynne. Zbadano
wptyw typu uxtego surfaktantu oraz jego ilsna przebieg reakcji oraz mowosé
ponownego uycia tego medium reakcyjnego.zydecznos¢ opracowanych warunkow
reakcji zostata pokazana na licznych przyktadach syntezy wybranych pochognych
acyloksyamidow, ktore to uzyskano z wydajoi@mi poréwnywalnymi lub wiszymi niz
w reakcji prowadzonej w chlorku metylenu. Opisane dotychczas w literaturze przyktady
reakcji Passeriniego w wodzie byly prowadzone westiu substratow 40 mi# lub
57 mM 3 Wykazanoze w obecnosi odpowiedniego surfaktantu produkty uzyskiwane
S3 z wyzszymi wydajnogiami, w stzeniu substratow wynogseym 100 mM, co oznacza
znacznie wgksza produktywnosc¢

Ponadto przeprowadzono badania, guaj na celu wyjgnienie, czy jeden z
substratbw reakcji Passeriniego, mozpeint jednoczénie funkcg surfaktantu
wptywajagcego na wydajnosc¢ reakcji. Wykonano eksperymenty nad syptez
a-acyloksyamidow przeprowadzanmg srodowisku wodnym, podczas ktorejyily kwas
karboksylowy, tworzy micele i agregaty. Skuteczna&stosowanych takich warunkow
reakcji zostata potwierdzona na licznych przyktadach synieayyloksyamidéw. @ycie
wody jako rozpuszczalnika doskonale wpisugeveizatozenia ,zielonej chemii.

Opracowanie nowych warunkéw efektywnego prowadzenia reakcji Passeriniego
w srodowisku wodnym umdiwito wykonanie kolejnych badanad jej podczeniem z
reakcjami enzymatycznymi w procegyrowadzongw jednym naczyniu reakcyjnym. W
tej czsci pracy opisano badania nad opracowaniem oraz @igacp procedury
otrzymywaniaa-acyloksyamidoéw ugwajac alkoholi jako substratow. Dwie, nagtijace
po sobie reakcje, utlenianie alkoholu katalizowane enzymatycznie do aldehydu oraz
reakcja Passeriniego biegmgsrodowisku wodnym w obecnok surfaktantu. Wykonano
eksperymenty ocenigge wptyw mediatora, typu i il@$ surfaktantu oraz ponownego
wykorzystania medium reakcyjnego i katalizatorow na wydajmegkcji. Opracowana
procedura umdiwia wyeliminowanie stosowania rozpuszczalnikbw anmgznych.
Ponadto, brak koniecznaswydzielania produktow poédnich z mieszaniny reakcyjnej,
powoduje oszaalnosé czasu oraz energii, co przektadasa redukuj kosztow syntezy.
Przeprowadzono takz badania modelowe, ktére pokazatg, moziwe jest pojczenie

182E. Vessally, A. Ramazani, E. YaaghuMionatsh. Chen2011, 142, 1143; J. Taran, A. Ramazani, S.W.
Joo, K.Slepokura, T. LisHelv. Chim. Act&2014 97, 1088.
183 N. Shapiro, A. VigalokAngew. Chem. Int. EQ008 47, 2849.
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katalizowanych enzymatycznie hydrolizy estru i utleniania alkoholu oraz reakciji
Passeriniego w proceduprowadzonav jednym reaktorze. Wyniki te mgdpy¢ wsiepem

do dalszych szczegotowych badaoptymalizacyjnych nad at procedug oraz
opracowaniem jej stereoslektywnego wariantu.

Przeprowadzono takzbadania nad syntgzestréow glukozy, ktére magbyc
aternatywy dla tradycyjnych, pochodeych z nieodnawialnychrédet surfaktantow igs
w petni biodegradowalne. Zbadano wptyw enzymu, rozpuszczalnika, czasu, temperatury
oraz dodatkébw wplywagych na rownowag reakcji, na syntez estrow glukozy.
Zastosowanie substratow pochodzenia naturalnego oraz katalizy enzymatycznej pozwala
na otrzymywanie tego typu zgwkOow w sposéb stanowdy minimalne obgizenie dla
srodowiska naturalnego. Ponadto, zzki te zostaly efektywnie wyte podczas
opracowania trzyetapowej procedury pozwgaj na uzyskiwanie produktow reakciji
Passeriniego posiadgych ugrupowanie kumaryny w swojej strukturze z fycs
substratow. Pogtkowo zoptymalizowano kaly z trzech etapdéw z osobna, a ppste
przeprowadzono badania nad gm#eniem ich w procederprowadzongw jednym
reaktorze. Wytecznos¢ opracowanych warunkow reakcji zostata potwierdzarea
licznych przyktadach syntezy produktowacyloksyamidow posiadgych ugrupowanie
kumaryny w swojej strukturze. Wydajnosérzyetapowej procedury jest jedynie
nieznacznie msza nk w przypadku reakcji Passeriniego prowadzonegradowisku
wodnym z zastosowaniem uprzednio przygotowanej pochodnej kwasu kumaryno-3-
karboksylowego. Wyniki te oznaczajze trzyetapowa procedura nmeby korzystr
dternatywg dla samej reakcji Passeriniego, gdwunika s¢ etapu wydzielania i
oczyszczania zvgzkOw pogednich.
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6. Czs$¢ eksperymentalna
6.1. Uwagi ogoélne

Widma'H NMR i *C NMR zostaly wykonane za pompaparatéw Varian 200
(200 MHz) oraz Bruker 400 (400 MHz). Widma rejestrowano z TMS jako wzorcem
wewngrznym. Przesugcia sygnatow §) podano w ppm, state sgéznia J) w hercach
(Hz). Widma masowe wysokiej rozdzielczos(HRMS) zostaly zarejstowane na
spektrometrze Mariner (PerSeptive Biosystems). Temperatura topnienia zastata
zmierzona za pomaa@paratu Buchi SMP-20. Analizy elementarne wykonzenpomog
aparatu Vario EL Il firmy Elementar. Pomiar dynamicznego rozproszavietta (DLS)
zostat wykonany za pomecaparatu Zetasizer Nano firmy Malvern. Widma UV-VIS
zostaly wykonane za pomgcpektrometru Hitachi U-1900, w kuwecie kwarcowej o
drodze optycznej wynogeej 1 cm w temperaturze pokojowej. Widma fluoresfienc
zostaty wykonane za pompspektrofluorymetru F-7000 firmy Shimazu w tempera¢u
pokojowej. Do pomiardbw wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)
wykorzystano aparat Varian ProStar. Do chromatografii cienkowarstwowej (TLC)
uzywano ptytek aluminiowych pokrytych Kieselgel 6@sHirmy Merck. Oczyszczanie
zZwigzkbw za pomog chromatografii kolumnowej wykonywano wyuwajac zelu
krzemionkowego Kieselgel 60 firmy Merck.

Lakaza z Trametes versicolor zostata zakupiona od firmy Sigma-Aldrich, nr.
produktu 38429. Lipaza €andidia antarctica B immobilizowana vwywicy akrylowej
(Novozym 435) zostata zakupiona od firmy Novozymes. Pozostale komercyjniprimst
reagenty, biokatalizatory oraz surfaktanty zostaty zakupione od firm Sigma-Aldrich, TCI,
Merck lub Alfa Aeaser. Rozpuszczalniki zostalty zakupione od firm POCH, Chempur,
Roth oraz Stanlab.

6.2. Badania nad opracowaniem reakcji Passeriniego w wodzie

6.2.1. Synteza substratéw do reakcji Passeriniego

N-(p-Metoksybenzylo)formamid: W kolbie kulistej umieszczono
p-metoksybenzyloaming30 mmol, 3,8 ml) oraz mrowczan etylu (12,5 ml)eszanine
reakcyjry ogrzewano do wrzenia (temperaturaniaO °C) pod chtodnic zwrotng przez

noc. Po ochtodzeniu mieszaniny reakcyjnej do temperatury pokojowej odparowano pod
zmniejszonym @nieniem czs¢ mrowczanu etylu, a nagiie dodano heksan (5 ml) i
schtodzono (4 °C). Powstaly osad gcsono i przemyto heksanem. Otrzymaiite
krysztaty, 3,856 g (W = 78 %);
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H N-(p-Metoksybenzylo)formamid; Zote krysztaly;'H NMR (200 MHz;
Nj CDCI3) 84 3,79 (3H, s, €30), 4,37 (2H, d, E;N), 5,92 (1H, br s, N),
0 6,82-691 (2H, m, Ph), 7,15-7,27 (2H, m, Ph), 8,22 (1HH, C

OMe

Izocyjanek p-metoksybenzylowy wW kolbie kulistej umieszczono
N-(p-metoksybenzylo)formamid (16 mmol, 2,64 g), suchy chlorek metylenu (20 ml) oraz
trietylomine (48 mmol, 6,7 ml). Mieszaningchtodzono do -78 °C pod argonem vnia
aceton/suchy 16d, a naginie wkroplono tlenochlorek fosforu (20 mmol, 1,89.nPo 5
minutach usurto tazni¢ chtodzca, a nasfpnie mieszano jeszcze przez godzime
temperaturze pokojowej. Do mieszaniny reakcyjnej wkroplono 5% roztwér NaKZDO

ml), nas¢pnie ekstrahowano chlorkiem metylenu (3x20 ml).aPzbne fazy organiczne
wysuszono nad siarczanem magnezmdek susgcy odgczono, rozpuszczalnik
odparowano. Surowy produkt oczyszczano za pamguwomatografii kolumnowej w
uktadzie heksan:octan etylu 8:2 (v/v), otrzymanbdty olej 1,644 g, wydajnosé0 %..

NC |zocyjanek p-metoksybenzylowy; Lekkozétty olej; *H NMR (200 MHz;
CDCI3) oy 3,82 (3H, s, E50), 4,56 (2H, d, E:N), 6,80-6,94 (2H, m, Ph),
7,24-7,86 (2H, m, Ph).

OMe

6.2.2. Reakcje Passeriniego

Zwiazek 30: Metoda 1: Kwas undekanowy (2 mmol, 373 mgppitrobenzaldehyd (2
mmol, 302 mg) oraz izocyjanooctan etylu (2 mmol, 267 pl) mieszano w chlorku metylenu
(2 ml) przez noc w temperaturze pokojowej. Npste odparowano rozpuszczalnik pod
zmniejszonym dinieniem, produkt oczyszczano za pomebromatografii kolumnowej

w uktadzie heksan:octan etylu 8:2 (v/v). Otrzymano 325 mg produktu, wyd&§60%:

Zwiazek 30;Biate krysztaly:t.top. 83-84 °C:*H NMR
(200 MHz: CDCH &4 0,87 (3H, t, J 6,8 Hz,
CHsCH,CH,),  1,051,41  (17H, br  m,
0o H 0o CH3CH,O+7xCHy), 1,45-1,80 (2H, m, B.CH,CO),
N, 249 (2H, 1380 Hz, G,CO), 4,05 (2H, dJ 50 Hz
CH,NH), 4,23 (2H, q.J 7,2 Hz, G4,0), 6,21 (1H, s,
CH), 6,91 (1H, br s, N), 7,60-7,75 (2H, m, Ph), 8,18-

NO,

CioH2™ O
@]
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8,30 (2H, m, Ph)LRMS obliczone dla gHs4N,O;Na [M+Na]: 473,2, znalezione:
473,5; Analiza elementarna obliczona dla £HzN>-O7: C 61,32; H 7,61; N 6,22;
zbadana C 61,51; H 7,63; N 5,96.

Procedura ogolna dla Tabeli 1, na przyktadzie I.p. 1:. Do buforu fosforanowego (100
ml, pH = 7,4; ¢ = 10 mM) w temperaturze 60 °C wkraplano kwas undekanowy (1 mmol,
186 mg) oraz Span 60 (10 mmol, 4,3 g) rozpuszczone w eterze etylowym (70 ml) w
tempie 20 ml/godz. Naginie mieszano przez okoto 20 minut i schtodzono do
temperatury pokojowej, po czym dodapenitrobenzaldehyd (1 mmol, 151 mg) oraz
izocyjanooctan etylu (1 mmol, 133 pul), ngstie mieszano przez 5 minut na ptuczce
ultradawickowej, potem na mieszadle magnetycznym przez 1ndzMieszaning
reakcyjry ekstrahowano octanem etylu (3x50 ml),goabne fazy organiczne wysuszono
nad MgSQ. Po odgczeniusrodka suszcego i odparowaniu rozpuszczalnika, surowy
produkt oczyszczano za pompochromatografii kolumnowej w ukfadzie heksan:octan
etylu 8:2 (v/v). Otrzymano 27 mg produktu, wydajn@é&s.

Zwiazek 31:Metoda 1: Kwas benzoesowy (2 mmol, 244 mg), dodekanal (2 mmol, 444
pl) oraz izocyjanooctan etylu (2 mmol, 267 pl) mieszano w chlorku metylenu (2 ml)
przez noc w temperaturze pokojowej. Nasie odparowano rozpuszczalnik na wyparce,
produkt oczyszczano za pompochromatografii kolumnowej w ukfadzie heksan:octan
etylu 9:1 (v/v). Otrzymano 794 mg produktu, wydajn&& %.

O CyiHays Zwiazek 31;Biate krysztatyt.top. 75-76 °C;*H NMR
)\«’&O (200 MHz; CDC}) 64 0,9 (3H, t, G3CH,CHy), 1,0-1,4
0 0 (21H, br m, ®&H3CHO+9x(H,), 1,9-2,1 (2H, m,
HNQL CH,CH), 3,9-4,1 (2H, m, B,NH), 4,2 (2H, g, E1,0),
OBt 55 (1H, s, ®), 6,7 (1H, br s, M), 7,4-7,6 (2H, m, Ph),
7,6-7,7 (1H, m, Ph), 8,0-8,1 (2H, m, PHC NMR (50 MHz; CDC}) ¢ 14,4, 23,0, 25,1,
29,6, 29,6, 29,8, 29,9, 32,2, 41,4, 62,0, 74,7, 129,0, 130,1, 133,9, 165,6,LRMS;
obliczone dla GH3/NOsNa [M+Na]": 442,3 znalezione: 442, %naliza elementarna
obliczona dla gH3;NOs: C 68,71; H 8,89; N 3,34; zbadana C 68,71; H 8,87; N 3,26.

Procedura ogollna dla Tabeli 2, na przyktadzie l.p. 3 z Tabeli 2:. Do buforu
fosforanowego (5 ml, pH = 7,4; ¢ = 10 mM) dodano Span 60 (0,05 mmol, 21 mg), kwas
benzoesowy (0,5 mmol, 61 mg), dodekanal (0,5 mmol, 111 ul) oraz izocyjanooctan etylu
(0,5 mmol, 67 pl). Nagpnie mieszano na mieszadle magnetycznym przez I.dzie
Mieszaningreakcyjnagekstrahowano octanem etylu (3x5 ml), goalone fazy organiczne
wysuszono nad MgSOPo odgczeniusrodka susgcego i odparowaniu rozpuszczalnika,
surowy produkt oczyszczano za pomochromatografii kolumnowej w ukfadzie
heksan:octan etylu 9:1 (v/v). Otrzymano 74 mg produktu, wydajabst.

Procedura ogolna dla Tabeli 3: Kwas octowy (0,5 mmol, 29 ul), dodekanal (0,5 mmol,
111 pl) oraz izocyjanekp-metoksybenzylowy (0,5 mmol, 67 pl) mieszano w
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odpowiednim rozpuszczalniku (5 ml) przez 24 godziny w temperaturze pokojowej. W
przypadku roztworéw wodnych mieszagireakcyjngekstrahowano chlorkiem metylenu
(3x5 ml). Pojczone fazy organiczne wysuszono nad MgS® nasipnie odgczono
srodek suszcy i odparowano rozpuszczalnik. W przypadku pozgstat
rozpuszczalnikbw, odparowano je. Surowy produkt oczyszczano za Ppomoc
chromatografii kolumnowej w uktadzie heksan:octan etylu.

Procedura ogélna dla Tabeli 4: Kwas octowy (0,5 mmol, 29 ul), dodekanal (0,5 mmol,
111 pl) oraz izocyjanelp-metoksybenzylowy (0,5 mmol, 67 pl) mieszano w buforze
fosforanowym (5 ml, pH = 7,4; ¢ = 10 mM) w obecaiododatku (0,1 mmol lub 50 mg w
przypadku montmorylonitu K 10) przez 24 godziny w temperaturze pokojowej.
Mieszanine reakcyjng ekstrahowano chlorkiem metylenu (3x5 ml). §éabne fazy
organiczne wysuszono nad Mg$HCPo odgczeniu srodka suszcego i odparowaniu
rozpuszczalnika, surowy produkt oczyszczano za pgrabmmatografii kolumnowej w
uktadzie heksan:octan etylu.

Procedura ogélna dla Rysunku 13: Kwas octowy (0,5 mmol, 29 ul), dodekanal (0,5
mmol, 111 pl) oraz izocyjaneg-metoksybenzylowy (0,5 mmol, 67 pul) mieszano w
buforze fosforanowym (5 ml, pH = 7,4; ¢ = 10 mM) w obecn@mdpowiedniej ilogi
DODAB przez 24 godziny w temperaturze pokojowej. Mieszanimakcyjry
ekstrahowano chlorkiem metylenu (3x5 ml). &@one fazy organiczne wysuszono nad
MgSQ.. Po odgczeniusrodka susgcego i odparowaniu rozpuszczalnika, surowy produkt
oczyszczano za pomgchromatografii kolumnowej w uktadzie heksan:octayiue

Procedura ogolna dla Rysunku 14: Kwas octowy (1 mmol, 57 ul), dodekanal (1 mmol,
222 pul) oraz izocyjanelp-metoksybenzylowy (1 mmol, 135 pl) mieszano w buforze
fosforanowym (10 ml, pH = 7,4; ¢ = 10 mM) w obectid9ODAB (0,2 mmol, 126 mg)
przez 24 godziny w temperaturze pokojowej. Npste odgczono przez watprodukt,
ktory wypadt podczas reakcji. Praeg uxto do nasipnego cyklu reakcyjnego,
bezpogednio do niego dodano kwas octowy (1 mmol, 57 ddyjekanal (1 mmol, 222 ul)
oraz izocyjanekp-metoksybenzylowy (1 mmol, 135 pul) i prowadzono reakcje przez
kolejne 24 godziny. Surowy produkt oczyszczono za pankogstalizacji z mieszaniny
heksanu i octanu etylu.

Procedura ogdlna dla Tabeli 5: Metoda 1: Kwas karboksylowy (0,5 mmol), aldehyd
(0,5 mmol) oraz izocyjanek (0,5 mmol) mieszano w buforze fosforanowym (5 ml, pH =
7,4, ¢ = 10 mM) w obecnck DODAB (0,1 mmol, 63 mg) przez 24 godziny w
temperaturze pokojowej. Mieszanineakcyjnaekstrahowano chlorkiem metylenu (3x5
ml). Polgczone fazy organiczne wysuszono nad Mg3» odsczeniusrodka susgcego

i odparowaniu rozpuszczalnika, surowy produkt oczyszczano za parhommatografii
kolumnowej w ukfadzie heksan:octan etylu.

Metoda 2. Kwas karboksylowy (0,5 mmol), aldehyd (0,5 mmol) oraz izocyjanek (0,5
mmol) mieszano w chlorku metylenu (5 ml) przez 24 godziny w temperaturze pokojowej.
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Nastpnie rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonyéni@niem, surowy produkt
oczyszczano za pomgchromatografii kolumnowej w uktadzie heksan:octaiue

O CqHys Zwiazek 32a; Biate krysztaly;t.top. 77-78 °C;'H
P 0 OMe NMR (400 MHz: CDCH) &4 0,88 (3H, t,J 7,2 Hz,
O ﬁ CHsCHy), 1,21-1,35 (18H, br m, 9%&), 1,80-1,91
HN (2H, m, (H,CH), 2,11 (3H, s, B5CO), 3,90 (3H, s,

CH30), 4,34-4,45 (2H, m, B,N), 5,16-5,20 (1H, m, B), 6,23 (1H, t,J 5,2 Hz, NH),
6,21-6,24 (2H, m, Ph), 7,18-7,20 (2H, m, PHE NMR (100 MHz; CDC}) &¢ 14,1,

21,0, 22,7, 24,8, 29,2, 29,3, 29.4, 29,5, 29,6, 31,9, 31,9, 42,7, 55,3, 74,2, 114,2, 129,0,
130,0, 159,1, 169,6, 169,HRMS obliczone dla GHs/NOsNa [M+Na]: 414,2620,
znalezione: 414,2614naliza elementarna obliczona dla £H3/NO4: C 70,55; H 9,52;

N 3,58 znalezione: C 70,48; H 9,34; N 3,38.

O  CyqHps Zwiazek 32h Biate krysztatyt.top. 72-73 °C;*H NMR (400
)J\ )Yo MHz; CDCk) 34 0,88 (3H, t,J 7,2 Hz, G4sCH,), 1,19-1,35
O Q (18H, br m, 9xChj), 1,79-1,95 (2H, m, B,CH), 2,12 (3H, s,
HN CH5CO), 4,41-4,53 (2H, m, K,N), 5,19-5,22 (1H, m, B),
6,30 (1H, br s, M), 7,25-7,30 (5H, m, Ph}*C NMR (100 MHz; CDC}) ¢ 14,1, 21,0,
22,7, 24,8, 29,2, 29,3, 29,4, 29,5, 29,6, 31,9, 31,9, 43,2, 74,2, 127,6, 127,7, 128,8, 137, 9,
169,6, 169,8;HRMS obliczone dla gH3sNOsNa [M+Na]: 384,2515, znalezione:
384,2513.

O CgHy; Zwiazek 32¢ Biate krysztaly;t.top. 76-77 °C;'H
)\fo OMe NMR (400 MHz; CDC4) &y 0,88 (3H, t,J 7,2 Hz,

O ﬁ CHsCH,), 1,21-1,40 (12H, br m, 6%), 1,81-1,92
HN (2H, m, GH,CH), 2,11 (3H, s, B:CO), 3,78 (3H, s,

CH30), 4,34-4,46 (2H, m, B,N), 5,17-5,20 (1H, m, B), 6,22 (1H, br s, N), 6,85-6,88

(2H, m, Ph), 7,17-7,20 (2H, m, PHC NMR (100 MHz; CDC}) &¢ 14,0, 21,0, 22,7,

24,8, 29,1, 29,2, 29,3, 31,8, 31,9, 42,7, 55,3, 74,2, 114,2, 129,0, 130,0, 159,1, 169,7,
HRMS obliczone dla gH3iNOsNa [M+Na]: 372,2151, znalezione: 372,2145.

O  CgHyr Zwiazek 32d Biate krysztaly; t.top. 62-63 °CH NMR (400
0 MHz; CDCL) &4 0,88 (3H, t,J 6,8 Hz, G:CH,), 1,21-1,39

O (12H, br m, 6x@,), 1,80-1,93 (2H, m, B,CH), 2,17 (3H, s,
HN CHsCO), 4,43-4,50 (2H, m, I&:N), 5,19-5,30 (1H, m, B),

6,28 (1H, br s, M), 7,26-7,31 (5H, m, Ph}*C NMR (100 MHz; CDC}) &¢ 14,0, 21,0,
22,6, 24,8, 29,1, 29,2, 29,3, 31,8, 33,9, 43,2, 74,2, 127,6, 127,6, 128,8, 137,9, 169,7,
169,8; HRMSobliczone dla GH2sNOsNa [M+Na]': 342,2045, znalezione: 342,2044.

Zwiazek 32e Biate krysztaty;t.top. 100-101 °C;*H
NMR (400 MHz; CDC}) o4 2,15 (3H, s, El;CO),

O 3,79 (3H, s, €©0), 4,34-4,53 (2H, m, B.N), 6,01

)ko O OMe (1H, s, GH), 6,34 (1H, br s, N), 6,83-6,87 (2H, m,
ﬁ Ph), 7,13-7,16 (2H, m, Ph), 7,35-7,40 (2H, m, Ph),

HN 7,40-7,46 (3H, m, Ph)*C NMR (100 MHz; CDCH})
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dc 21,0, 42,9, 55,3, 75,7, 114,2, 127,4, 128,8, 129,0, 129,0, 135,6, 159,2, HR&E;
obliczone dla GH1gNOsNa [M+Na]": 336,1212, znalezione: 336,1208.

NO, Zwiazek 32f Biate krysztaty:t.top. 111-111,5 °C*H
NMR (400 MHz; CDC}) 84 2,20 (3H, s, E5CO),
3,80 (3H, s, E;0), 4,35-4,45 (2H, m, B:N), 6,16
o (1H, s, H), 6,53 (1H, br s, N), 6,85-6,88 (2H, m,
)k 0 OMe Ph). 7.15-7,17 (2H, m, Ph), 7,61-7,63 (2H, m, Ph),
0 ﬁ 8,20-8,22 (2H, m, Ph)**C NMR (100 MHz; CDCH})
HN 8¢ 20,9, 43,0, 55,3, 74,4, 114,3, 123,8, 128,0, 129,1,
129,3, 142,5, 159,3, 166,831RMS obliczone dla
C1gH18N20gNa [M+Na]': 381,1063, znalezione: 381,1057.

NO, Zwiazek 32g;Biate krysztaty;t.top. 123-124 °C:'H NMR
(400 MHz; CDC}) 64 2,20 (3H, s, E5C0O), 4,46-4,49 (2H, m,
CH2N), 6,19 (1H, s, €), 6,58 (1H, br s, N), 7,22-7,25 (2H,
o m, Ph), 7,30-7,33 (3H, m, Ph), 7,61-7,65 (2H, m, Ph), 8,18-
)k 0 8,23 (2H, m, Ph)*C NMR (100 MHz; CDC}) &¢ 20,9, 43,6,
o) 74,4, 123,8, 127,7, 127,9, 128,0, 128,9, 137,3, 142,4, 167,0;
HNQ HRMS obliczone dla &HieN,OsNa [M+Na]: 351,0957,
znalezione: 351,0952.

C11H23 Zwiazek 32h Biale krysztaty;t.top. 90-91 °C;
OMe 'H NMR (400 MHz; CDC}) 64 0,87 (3H, t,J
7,2 Hz, HiCH,), 1,19-1,36 (16H, br m,
8xCH,), 1,36-1,48 (2H, m, B,CH,CH), 1,97-
2,03 (2H, m, (E|20H), 3,78 (3H, s, 630), 4,35-4,48 (2H, m, B:N), 5,44-5,47 (1H, m,
CH), 6,30 (1H, br s, N), 6,83-6,86 (2H, m, Ph), 7,16-7,18 (2H, m, Ph),7,44-7,48 (2H, m,
Ph),7,74-7,61 (1H, m, Ph), 8,03-8,05 (2H, m, Pf¢;NMR (100 MHz; CDC}) ¢ 14,1,
22,6, 25,0, 29,2, 29,3, 29,4, 29,5, 29,6, 31,9, 32,0, 42,7, 55,3, 74,7, 114,1, 128,6, 128,9,
129,7, 130,0, 133,5, 159,1, 165,4, 16HRMS obliczone dla ggHzgNOs;Na [M+Na]J':
476,2777, znalezione: 476,2781.

C11H23 Zwiazek 32i Biate krysztatyt.top. 69-70 °C:*H NMR

(400 MHz; CDC4) 8y 0,86 (3H, t,J 5,6 Hz, G1sCHb),
Q 1,21-1,35 (16H, br m, 8%@), 1,38-1,49 (2H, m,
CH,CH,CH), 2,00-2,04 (2H, m, B,CH), 4,46-4,62

(2H, m, tH,N), 5,46-5,49 (1H, m, B), 6,37 (1H, br s, N), 7,23-7,33 (5H, m, Ph),7,44-
7,48 (2H, m, Ph),7,57-7,62 (1H, m, Ph), 8,03-8,06 (2H, m, B&)NMR (100 MHz;
CDCl) oc 14,1, 22,7, 25,0, 29,2, 29,3, 29,4, 29,5, 29,6, 31,9, 32,0, 43,8, 74,7, 127,5,
127,5, 128,6, 128,7, 129,3, 129,7, 133,6, 137,9, 165,4, 168R8IS obliczone dla
C,7H3/NOsNa [M+Na]': 446,2671, znalezione: 446,2672.
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CSH17 Zwiazek 32} Biate krysztaty;t.top. 80,5-81 °C;

'H NMR (400 MHz; CDC}) & 0,86 (3H, t,J
ﬁ 6,0 Hz, GisCH,), 1,18-1,38 (10H, br m,
5xCH,), 1,38-1,49 (2H, m, B,CH,CH), 1,97-

2,03 (2H, m, Ei,CH), 3,78 (3H, s, 850), 4,35-4,50 (2H, m, B:N), 5,44-5,47 (1H, m,

CH), 6,31 (1H, br s, N), 6,83-6,85 (2H, m, Ph),7,16-7,19 (2H, m, Ph), 7,44-7,48 (2H, m,
Ph), 7,57-7,61 (1H, m, Ph), 8,03-8,05 (2H, m, P{J;NMR (100 MHz; CDC}) ¢ 14,0,

22,6, 24,9, 29,1, 29,2, 29,3, 31,8, 32,0, 42,7, 55,3, 74,7, 114,1, 128,6, 128,9, 129,4, 129,7,
130,0, 133,5, 159,1, 165,4, 169,BRMS znalezione dla §H3sNO4Na [M+NaJ":
434,2307, znalezione: 434,2302.

CsH17 Zwiazek 32k Biate krysztaly;t.top. 69-70 °C;'H

NMR (400 MHz; CDC4) &y 0,86 (3H, t,J 7,2 Hz,

Q CHiCHy), 1,20-1,42 (10H, br m, 5%@), 1,42-1,46

(2H, m, GHCH,CH), 2,00-2,04 (2H, m, B,CH), 4,46-

4,52 (2H, m, (E|2N), 5,46-5,49 (1H, m, B), 6,34-6,44 (1H, m, N), 7,24-7,31 (5H, m,

Ph),7,44-7,48 (2H, m, Ph), 7,57-7,61 (1H, m, Ph), 8,03-8,06 (2H, m*®h)MR (100
MHz; CDCI3) §¢ 14,0, 22,6, 25,0, 29,1, 29,2, 29,3, 31,8, 32,0, 43,2, 74,7, 127,5, 127,5,

128,6, 128,7, 129,3, 129,7, 133,6, 137,9, 165,4, 16®#{BMS obliczone dla
Co4H3:NOsNa [M+Na]': 404,2202, znalezione: 404,2201.

Zwiazek 32t Biate krysztatyt.top. 141-142 °C
'H NMR (400 MHz; CDC}) 84 3,77 (3H, s
0O CH30), 4,04-4,45 (2H, m, B:N), 6,36 (1H, s,
©)J\O @) OMe CH), 6,42 (1H, br s, N), 6,81-6,84 (2H, m, Ph),
ﬁ 7,13-7,15 (2H, m, Ph), 7,36-7,46 (5H, m, Ph),
HN 7.53-7,60 (3H, m, Ph), 8,05-8,08 (2H, m, Ph);
13C NMR (100 MHz; CDC}) 8¢ 42,9, 55,3, 76,0, 114,2, 127,4, 128,6, 128,8, 129,0,

129,0, 129,2, 129,8, 130,1, 133,6, 135,6, 159,1, 165,0, 16MRBIS obliczone dla
Co3H2:NOsNa [M+Na]': 398,1368, znalezione: 398,1366.

Zwiazek 32m Biate krysztaly;t.top. 86-87 °C;'H

NMR (400 MHz: CDCY) 6, 4,48-4,52 (2H, m, BN),

) 6,38 (1H, s, €l), 6,51 (1H, br s, N), 7,20-7,31 (5H, m,
@o 0 Ph),7,31-7,52 (5H, m, Ph), 7,53-7,64 (3H, m, Ph), 8,06-

8,09 (2H, m, Ph)}*C NMR (100 MHz; CDC}) ¢ 43,4,

76,0, 127,5, 127,6, 128,4, 128,7, 128,8, 129,0, 129,2,
129,8, 130,1, 133,5, 133,6, 135,55 137,7, 165,0, 168&RMS obliczone dla
CooH1oNOsNa [M+Na]': 368,1263, znalezione: 368,1254.
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NO, Zwiazek 32n Biate krysztaly;t.top. 127-128
°C;'H NMR (400 MHz; CDCH}) 8y 3,78 (3H, s,
CH30) 4,42-4,45 (2H, m, B;N), 6,44 (1H, s,
0 CH), 6,61 (1H, br s, N), 6,82-6,86 (2H, m,
o OMe PM.7.13-7,16 (2H, m, Ph), 7,46-7,50 (2H, m,
0 Ph), 7,61-7,65 (1H, m, Ph), 7,72- 7,75 (2H, m,
©)J\ HNM©/ Ph), 8,05-8,10 (2H, m, Ph), 8,21-8,25 (2H, m,
Ph): *C NMR (100 MHz; CDC}) &¢ 43,1, 55,3,
74,8, 114,2, 123,9, 128,0, 128,4, 128,5, 128,8, 129,0, 129,4, 129,8, 134,1, 148,2 159,3,
164,6, 167,0;HRMS obliczone dla gH,N.OsNa [M+Na]: 443,1219, znalezione:
443,1218.

NO, Zwiazek 320; Biate krysztaty;t.top. 137-138 °C;'H
NMR (400 MHz; CDCY) 84 4,50-4,52 (2H, m, BN),
6,46 (1H, s, €l), 6,65 (1H, br s, N), 7,22-7,34 (5H, m,
o Ph), 7,47-7,51 (2H, m, Ph), 7,61-7,66 (1H, m, Ph), 7,72-
o 7,76 (2H, m, Ph), 8,06-8,09 (2H, m, Ph), 8,22-8,26 (2H,
@O Q m, Ph): C NMR (100 MHz: CDC}) 8¢ 43,5, 74,8,
HN 123,9, 127,6, 127,8, 128,0, 128,4, 128,8, 128,9, 129,

134,1, 137,3, 142,4, 148,2, 167HRMS obliczone dla
CH1gN,0OsNa [M+Na]': 413,1113, znalezione: 413,1115.

O  CyqHys Zwiazek 32p— mieszanina diastereoizomerow w
o) OMe Proporcji 1:1; Biate krysztatyf.top. 63-64 °C;
0o ﬁ 14 NMR (400 MHz: CDC4) &y 0,88-0,91 (6H,
HN m, 2x(HsCH,), 1,09-1,15 (3H, ddJ 7,7 Hz J

7,1 Hz, HsCH), 1,18-1,38 (18H, m, 9%43), 1,42-1,52 (1H, m, CRCHHCH), 1,60-1,69

(1H, m, CHBCHHCH), 1,79-1,92 (2H, m, C}¥H,CH), 2,33-2,48 (1H, m, BCH3), 3,80

(3H, s, H30), 4,37-4,40 (2H, m, Ci), 5,20-5,29 (1H, m, BCH,), 6,18 (1H, br s,

NH), 6,85-6,87 (2H, m, Ph), 7,17-7,19 (2H, m, PHE NMR (100 MHz; CDC}) 8¢

11,5, 11,5, 14,1, 16,4, 16,7, 22,6, 24,8, 26,6, 26,7, 29,2, 29,3, 29,4, 29,5, 29,6, 31,9, 31,9,
41,0, 41,1, 42,7, 42,7, 55,3, 73,7, 114,1, 129,0, 129,0, 129,9, 129,9, 159,1, 169,8, 175,3,
175,3; HRMSobliczone dla gsHssNOsNa [M+Na]'": 456,3090, znalezione: 456,3088.

Zwiazek 36:Metoda 1: Kwas kaprylowy (0,5 mmol, 79 ul), dodekanal (0,5 mmol, 111
pl) oraz izocyjanekp-metoksybenzylowy (0,5 mmol, 67 pl) mieszano w chlorku
metylenu (5 ml) przez 24 godziny w temperaturze pokojowej. Odparowano
rozpuszczalnik, surowy produkt oczyszczano za pgnobcomatografii kolumnowej w
uktadzie heksan:octan etylu Otrzymano 157 mg produktu, wydap®86

O CyiHoxs Zwiazek 36; Biale krysztaty;'H NMR (400

P )\fo OMe MHz; CDCk) &y 0,86-0,90 (6H, m, 2x8sCHb,),
CsHism O ﬁ 1,17-1,39 (24H, br m, 12x43), 1,61-1,65 (4H,
HN m, 2xCH,CH;), 1,82-1,90 (2H, m, B,CH), 2,35

(2H, t,J 7,6 Hz, CO®I,CHy), 3,80 (3H, s, €50), 4,38-4,41 (2H, m, B,N), 5,20-5,23
(1H, m, GH), 6,20 (1H, br s, N), 6,85-6,88 (2H, m, Ph), 7,17-7,18 (2H, m, PHg
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NMR (100 MHz; CDC}) 6c 14,0, 22,2, 22,3, 24,9, 25,0, 28,9, 29,2, 29,3, 29,4, 29,5,
29,6, 31,6, 31,9, 34,3, 42,7, 55,3, 74,1, 114,2, 129,0, 169,8, HRMS obliczone dla
CooH4oNO4Na [M+Na]': 498,3559, znalezione: 498,3558.

Procedura ogolna dla Tabeli 6: Kwas karboksylowy (0,1 mmol), dodekanal (0,1 mmol,
22 pl) oraz izocyjanelp-metoksybenzylowy (0,1 mmol, 14 pl) mieszano w wodzie
destylowanej (1 ml) przez 24 godziny w temperaturze pokojowej. Do mieszaniny
reakcyjnej dodano aceton do eogci 5 ml. Przebieg reakcji analizowano za pomoc
HPLC w uktadzie odwroconych faz na kolumnie Kromasil C18 (5 um; 250 x 4 mm) jako
eluent stosuac mieszaning@cetonitrylu i wody 7:3 (v/v), przeptyw 1 ml / min.

Procedura ogdlna dla Rysunku 15Kwas kaprylowy (0,1 mmol, 16 ul), dodekanal (0,1
mmol, 22 pl) oraz izocyjanel-metoksybenzylowy (0,1 mmol, 14 pl) mieszano w
buforze fosforanowym o odpowiedniej wartopH (1 ml, ¢ = 100 mM) przez 24 godziny
w temperaturze pokojowej. Do mieszaniny reakcyjnej dodano aceton ¢osobp ml.
Przebieg reakcji analizowano za pomo&lPLC w ukfadzie odwréconych faz na
kolumnie Kromasil C18 (5 um; 250 x 4 mm) jako eluent st@sajieszaning@cetonitrylu

i wody 7:3 (v/v), przeptyw 1 ml / min.

Procedura ogodlna dla Tabeli 7: Metoda 1 (l.p. 1-3 i 7-12, Tabela 7): Kwas
karboksylowy (0,1 mmol), dodekanal (0,1 mmol, 22 ul) oraz izocyjampek
metoksybenzylowy (0,1 mmol, 14 ul) mieszano w odpowiednim rozpuszczalniku lub bez
rozpuszczalnika przez 24 godziny w temperaturze pokojowej. Do mieszaniny reakcyjnej
dodano aceton do aitpsci 5 ml. Przebieg reakcji analizowano za pométPLC w
uktadzie odwréconych faz na kolumnie Kromasil C18 (5 um; 250 x 4 mm) jako eluent
stosugc mieszanin@cetonitrylu i wody 7:3 (v/v), przeptyw 1 ml/ min.

Metoda 2 (I.p. 4-6, Tabela 7): Kwas karboksylowy (0,5 mmol), dodekanal (0,5 mmol, 111
pl) oraz izocyjanekp-metoksybenzylowy (0,5 mmol, 67 pl) mieszano w buforze
fosforanowym (5 ml, pH = 5; ¢ = 100 mM) przez 24 godziny w temperaturze pokojowe;.
Mieszanine reakcyjng ekstrahowano chlorkiem metylenu (3x5 ml). §éabne fazy
organiczne wysuszono nad Mg$HCPo odgczeniu srodka suszcego i odparowaniu
rozpuszczalnika, surowy produkt oczyszczano za pgrabmmatografii kolumnowej w
uktadzie heksan:octan etylu.

O  CqqHps Zwiazek 37; Biate krysztaly;'H NMR (400

e} OMe MHz; CDCkL) &4 0,88 (6H, t,J 6,8 Hz,

CiyH™ O ﬁ 2XCH3CHy), 1,20-1,44 (38H, br m, 16%G),
HN 1,58-1,65 (4H, m, 2x8,CH,), 1,80-1,91 (2H,

m, CH,CH), 2,34 (2H, tJ 7,2 Hz, CO®,CH,), 3,80 (3H, s, E30), 4,38-4,41 (2H, m,
CH2N), 5,19-5,23 (1H, m, B), 6,20 (1H, br s, N), 6,85-6,88 (2H, m, Ph), 7,17-7,19

(2H, m, Ph);**C NMR (100 MHz; CDC}) ¢ 14,1, 22,7, 24,8, 25,0, 29,1, 29,2, 29,3,
29,3, 29,4, 29,5, 29,6, 29,6, 31,9, 31,9, 34,3, 42,7, 55,3, 73,9, 114,2, 129,0, 130,0, 172,5;
HRMS obliczone dla ggHs/NOs;Na [M+Na]: 554,4185, znalezione: 554,4182.
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O  CyqHos Zwiazek 38; Biale krysztaty;'"H NMR (400

)J\ 0] OMe MHz; CDCkL) &4 0,88 (6H, t,J 6,8 Hz,

Ci7Hzs™ ©O ﬁ 2XCH3CH,), 1,15-1,40 (46H, br m, 23%%),
HN 1,58-1,63 (2H, m, 8,CH,), 1,81-1,88 (2H, m,

CH,CH), 2,34 (2H, tJ 7,6 Hz, CO®I,CH,), 3,79 (3H, s, €30), 4,36-4,44 (2H, m,
CHN), 5,17-5,24 (1H, m, B), 6,22 (1H, br s, N), 6,85-6,88 (2H, m, Ph), 7,17-7,19
(2H, m, Ph);**C NMR (100 MHz; CDC}) ¢ 14,0, 22,6, 24,6, 24,9, 29,1, 29,2, 29,3,
29,4, 29,5, 29,6, 29,6, 29,6, 29,7, 31,9, 31,9, 34,3, 42,7, 55,3, 73,9, 114,2, 129,0, 129,9,

159,1, 169,9, 172,5IRMS obliczone dla gHgsNO4Na [M+Na]": 638,5124, znalezione:
638,5120.

O  CyqHp3 Zwiazek 39; Biate krysztaty;'H NMR (400

P o OMe MHz; CDCk) &y 0,88 (6H, t, J 7,2 Hz,
Ci7Has™ O ﬁ 2XCH,CHy), 1,21-1,42 (38H, m br, 10%G),
HN 1,58-1,63 (2H, m, 8, 1,83-1,87 (2H, m,

CHy), 1,98-2,03 (4H, m, 2x8,CH=), 2,34 (2H, t, I¥,6 Hz, CO®l,), 3,79 (3H, s, €30),
4,37-4,40 (2H, m, €.N), 5,18-5,22 (1H, m, B), 5,33-5,35 (2H, m, 2x8=), 6,22 (1H,

br s, NH), 6,85-6,87 (2H, m, Ph), 7,17-7,19 (2H, m, P NMR (100 MHz; CDCH}) 8¢

14,1, 22,6, 24,8, 24,9, 27,1, 27,2, 29,0, 29,1, 29,2, 29,3, 29,3, 29,3, 29,4, 29,5, 29,6, 29,6,
29,7, 29,7, 31,9, 31,9, 31,9, 34,3, 42,7, 55,2, 73,9, 114,1, 129,0, 129,6, 129,9, 130,0,
159,1, 169,8, 172,44RMS obliczone dla gHs/NOsNa [M+Na]: 636,4968, znalezione:
636,4954.

Procedura ogolna dla Tabeli 8: Kwas karboksylowy (0,5 mmol), aldehyd (0,5 mmol)
oraz izocyjanek (0,5 mmol) mieszano w buforze fosforanowym (5 ml, pH = 5; ¢ = 100
mM) przez 24 godziny w temperaturze pokojowej. Mieszangakcyjnaekstrahowano
chlorkiem metylenu (3x5 ml). Pg¢zone fazy organiczne wysuszono nad MgSRo
odsiczeniu srodka suszcego 1 odparowaniu rozpuszczalnika, surowy produkt
oczyszczano za pomgchromatografii kolumnowej w uktadzie heksan:octaiue

Zwiazek 43a;Biate krysztaly;'H NMR (400 MHz;

o CDCl) &y 0,92-0,95 (6H, m, 2x8:CH), 1,64-1,76
)k o oMe (3H: M. CHCH3+CHGH,CH), 2,10 (3H, s, COR),
o) 3,80 (3H, s, €:0), 4,37-4,40 (2H, m, B,N), 5,20-
HNM©/ 5,24 (1H, m, &), 6,19 (1H, br s, N), 6,86-6,88 (2H,

m, Ph), 7,17-7,19 (2H, m, PhY’C NMR (100 MHz;
CDCl) 6¢ 20,9, 21,8, 23,1, 24,7, 40,8, 42,7, 55,3, 72,9, 114,2, 129,0, 129,9, 169,8, 170,1;
HRMS obliczone dla gH.3sNOs;Na [M+Na]: 316,1525, znalezione: 316,1519.
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Zwiazek 43h Biate krysztaty;'H NMR (400
o MHz; CDCL) &y 0,92-0,99 (6H, m, 2xBsCH),
o OMe 1,80-1,85 (1H, m, BCHg), 1,87-1,94 (2H, m,
@) CHCH.CH), 3,78 (3H, s, €50), 4,38-4,44 (2H,
@ HNM©/ m, CH:N), 5,47-5,51 (1H, m, B), 6,27 (1H, br
s, NH), 6,83-6,85 (2H, m, Ph), 7,15-7,18 (2H, m,
Ph), 7,44-7,48 (2H, m, Ph), 7,57-7,60 (1H, m, Ph), 8,03-8,05 (2H, m**2h)}MR (100
MHz; CDCk) éc 21,8, 23,2, 24,7, 40,9, 42,7, 55,3, 73,4, 114,1, 128,6, 128,9, 129,8,
130,0, 133,6, 159,1, 165,5, 170,HRMS obliczone dla gH.sNOs;Na [M+NaJ":
378,1681, znalezione: 378,1679.

Zwiazek 43¢ Biale krysztaty;'H NMR (400

0 MHz; CDCL) 8y 0,89 (3H, tJ 7,2 Hz, CHCHs3),
)J\ 0,92-0,95 (6H, m, 2x8;CH), 1,20-1,35 (8H, m
@) OMe
C/His~ O br, 4xCH,), 1,60-1,62 (2H, m, B,), 1,67-1,76
HN (3H, m, CHGH,CH+CHCH3), 2,34 (2H, tJ 7,6

Hz, COMH,), 3,80 (3H, s, €30), 4,37-4,39 (2H,
m, CH:N), 5,22-5,26 (1H, m, B), 6,15 (1H, br s, N), 6,85-6,88 (2H, m, Ph), 7,16-7,19
(2H, m, Ph);**C NMR (100 MHz; CDC}) &¢ 21,8, 22,6, 23,1, 24,6, 24,9, 28,8, 29,0,
34,6, 34,3, 40,9, 42,7, 55,3, 72,6, 114,2, 129,0, 159,2, 170,2, HRATS obliczone dla
C2oH3sNOsNa [M+Na]': 400,2462, znalezione: 400,2462.

Zwiazek 43d Biate krysztaty;'H NMR (400

0 MHz; CDCkL) 64 0,90 (3H, t,J 7,6 Hz,

)J\ o OMe CH,CHg), 0,91-0,94 (6H, m, 2x&@5CH), 1,21-
C11H23 O 1,39 (16H, m br, 8X52), 1,54-1,78 (5H, m,
HNM©/ CHsCH+2xCH,), 2,34 (2H, t, J 7,6 Hz,

COCHy), 3,79 (3H, s, €30), 4,37-4,39 (2H, m,
CH2N), 5,22-5,26 (1H, m, B), 6,18 (1H, br s, N), 6,85-6,87 (2H, m, Ph), 7,16-7,18
(2H, m, Ph);**C NMR (100 MHz; CDC}) ¢ 14,1, 21,8, 22,6, 23,1, 24,6, 24,9, 29,1,
29,2, 29,3, 29,4, 29,6, 31,9, 34,3, 40,9, 42,7, 55,3, 72,6, 114,2, 129,0, 129,9, 159,1, 172,7;
HRMS obliczone dla gsH43sNOsNa [M+Na]: 456,3090, znalezione: 456,3083.

Zwiazek 43e Biate krysztaty:;'H NMR (400

o MHz; CDCk) &y 0,88 (3H, t, J 7,2 Hz,
PR CH,CHs), 0,91-0,95 (6H, m, 2x85CH), 1,23-

o) OMe
Cq7Hzs” O 1,41 (28H, m br, 14x8,), 1,52-1,61 (2H, m,
HN CHy), 1,61-1,71 (1H, m, BCHs), 1,71-1,80

(2H, m, G4,), 2,34 (2H, t,J 7,6 Hz, COGl,),
3,80 (3H, s, €l;0), 4,37-4,39 (2H, m, B:N), 5,23-5,26 (1H, m, B), 6,16 (1H, br s,
NH), 6,85-6,88 (2H, m, Ph), 7,16-7,18 (2H, m, PHE NMR (100 MHz; CDC}) &c
14,1, 21,7, 22,7, 23,1, 24,6, 24,7, 24,3, 29,1, 29,2, 29,3, 29,4, 29,6, 29,6, 29,6, 29,7, 31,9,
34,3, 40,9, 42,7, 55,3, 72,6, 114,2, 129,0, 129,9, 159,1, 170,2, HR2\BS obliczone
dla GoHssNO4Na [M+Na]': 540,4029, znalezione: 540,4024.
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Zwiazek 43f Biale krysztaty;'H NMR (400

0 MHz; CDCk) oy 0,89 (3H, t,J 7,6 Hz,
)k CH,CHa), 0,91-0,94 (6H, m, 2x8;CH), 1,20-

o OMe
Cq7Hzsm O 1,38 (20H, m br, 10x8,), 1,57-1,63 (2H, m,
HN CH,), 1,63-1,80 (3H, m, CHB,CH+CHCH?3),

1,96-2,04 (4H, m, 2xB,CH=), 2,33 (2H, t,J
7,6 Hz, COCl,), 3,78 (3H, s, €30), 4,36-4,37 (2H, m, B;N), 5,21-5,25 (1H, m, B),
5,32-5,35 (2H, m, 2xB=), 6,20 (1H, br s, N), 6,82-6,87 (2H, m, Ph), 7,14-7,16 (2H, m,
Ph): *3C NMR (100 MHz; CDC}) 8¢ 14,0, 21,7, 22,6, 23,1, 24,5, 24,9, 27,1, 27,2, 29,0,
29,1, 29,2, 29,3, 29,5, 29,6, 29,7, 31,8, 34,2, 40,8, 42,7, 55,2, 72,6, 114,1, 128,9, 129,6,
129,9, 130,0, 179,1, 170,2, 172,BtRMS obliczone dla GHsaNOs;Na [M+NaJ":
538,3872, znalezione: 538,3871.

O Zwiazek 43g; Biate krysztaty;'H NMR (400
)L J\fo OMe MHz; CDCh) 84 0,87 (3H, tJ 7,2 Hz, CHCHy),
C/Hism O ﬁ 1,25-1,30 (8H, m br, 4xi,), 1,49 (3H, dJ 6,8
HN Hz, CHH3), 1,59-1,62 (2H, m, COCIEH,),
2,33 (2H, t,J 7,6 Hz, CO®l,), 3,80 (3H, s, €30), 4,40 (2H, d,J 6,8 Hz, G1-N), 5,25
(1H, g, J 6,8 Hz, B), 6,29 (1H, br s, N), 6,86-6,89 (2H, m, Ph), 7,18-7,21 (2H, m, Ph);
13C NMR (100 MHz; CDC}) 8¢ 14,0, 17,9, 22,6, 24,9, 28,8, 29,0, 31,6, 34,3, 42,7, 55,3,

70,4, 114,2, 129,0, 159,2, 170,3, 17ZRMS obliczone dla @H,gNOs;Na [M+NaJ'":
358,1994, znalezione: 358,1989.

0 Zwiazek 43h Biate krysztaly;'H NMR (400
)]\ J;?O OMe MHz; CDCkL) o4 0,88 (3H, t,J 7,2 Hz,
C7H15 0] CH,CH,CH3), 093 (3H, t, J 7,6 Hz,
HNQ CHCH,CHs), 1,25-1,29 (8H, m br, 4Xa,), 1,59-
1,63 (2H, m, COCKLCHy), 1,88-1,95 (2H, m,
CHCHy), 2,34-2,37 (2H, m, CO,), 3,80 (3H, s, E30), 4,39-4,41 (2H, m, E;N),
5,18-5,21 (1H, m, 8), 6,24 (1H, br s, N), 6,85-6,88 (2H, m, Ph), 7,17-7,20 (2H, m,
Ph);13C NMR (100 MHz; CDC}) 6¢c 9,0, 14,0, 22,6, 24,9, 25,1, 28,8, 29,0, 31,6, 34,3,
42,7, 55,3, 74,8, 114,2, 129,0, 129,9, 159,2, 189FMS obliczone dla gHs:NOsNa
[M+Na]": 372,2151, znalezione: 372,2144.

Zwiazek 43i Biale krysztaty;'H NMR (400
MHz; CDCL) &4 0,87 (3H, tJ 7,2 Hz, CHCHs3),

O 1,18-1,32 (8H, m, 4xCh, 1,60-1,64 (2H, m,
CoH )J\O 0] OMe COCH.CHy), 2,38-2,42 (2H, m, COidy), 3,80
7M15 HNM©/ (3H, s, GH30), 4,41 (2H, dJ 5,6 Hz, G1I2N),

6,12 (1H, m, ®), , 6,30 (1H, br s, N), 6,84-
6,87 (2H, m, Ph), 7,14-7,17 (2H, m, Ph), 7,35-7,37 (3H, m, Ph), 7,37-7,41 (2H, m, Ph);
13C NMR (100 MHz; CDC}) 8¢ 14,0, 22,5, 24,8, 28,8, 29,0, 31,6, 34,2, 42,9, 55,3, 75,4,
114,2, 127,3, 128,7, 128,9, 129,1, 129,8, 135,8, 159,2, 168,1, HRIS obliczone
dla G4H3:NOyNa [M+NaJ': 420,2151, znalezione: 420,2143.
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NO, Zwiazek 43} Biate krysztaly;'H NMR (400
MHz; CDCl) 84 0,87 (3H, tJ 6,8 Hz, CHCHj3),
1,23-1,30 (8H, m, 4xCh, 1,61-1,65 (2H, m,

0 COCH,CHy), 2,41-2,46 (2H, m, COM,), 3,80

)k (3H, s, GH30), 4,40 (2H, dJ 5,6 Hz, Gi.N),
OMe

C/H4s5 6,19 (1H, m, @), , 6,49 (1H, br s, N), 6,85-

O
q

HN 6,88 (2H, m, Ph), 7,15-7,17 (2H, m, Ph), 7,61-
7,63 (2H, m, Ph), 8,19-8,25 (2H, m, PHjC
NMR (100 MHz; CDC}) ¢ 14,0, 22,5, 24,8, 28,8, 28,9, 31,5, 34,1, 43,1, 55,3, 74,2,
114,3, 123,8, 128,0, 129,1, 129,3, 142,7, 159,4, 166,9, 171,5, HRMS znalezione

dla G4H30N>OsNa [M+Na]': 465,2002, znalezione: 465,1992.

Cl Zwiazek 43k Biate krysztaly;'H NMR (400
MHz; CDCh) &y 0,87 (3H, tJ 6,8 Hz, CHCHy),
1,24-1,30 (8H, m, 4xCh, 1,59-1,63 (2H, m,

o COCH,CH,), 2,37-2,41 (2H, m, CO&), 3,80
Py (3H, s, GH30), 4,39 (2H, br dJ 5,2 Hz, G,N),

OMe
CsHism O 6,08 (1H, m, ®), , 6,40 (1H, br s, N), 6,85-

&

6,87 (2H, m, Ph), 7,14-7,17 (2H, m, Ph), 7,32-
7,38 (4H, m, Ph)}*C NMR (100 MHz; CDC})

8c 14,0, 22,5, 24,8, 28,8, 28,9, 31,6, 34,2, 42,9, 55,3, 74,6, 114,2, 128,7, 128,9, 129,1,
129,6, 134,3, 167,8, 171,8IRMS obliczone dla gH3NO,CINa [M+Na]: 454,1761,
znalezione: 454,1745.

Zwiazek 43t Biale krysztaty;'H NMR (400

MHz; CDCl) &4 0,86 (3H, tJ 7,2 Hz, CHCHs3),

1,23-1,31 (8H, m, 4xCh, 1,57-1,63 (2H, m,

COCH,CH,), 2,34 (3H, s, PhBs), 2,36-2,41
OMe (2H, m, COQ®.), 3,80 (3H, s, €30), 4,39-4,42

(2H, m, GHN), 6,09 (1H, m, €), , 6,29 (1H, br

HN s, NH), 6,84-6,87 (2H, m, Ph), 7,15-7,17 (4H, m,

Ph), 7,30-7,32 (2H, m, Ph}*C NMR (100 MHz; CDC}) &¢ 14,0, 21,2, 22,5, 24,8, 28,8,
29,0, 31,6, 34,2, 42,9, 55,3, 75,2, 114,2, 127,3, 129,1, 129,4, 129,8, 132,8, 138,8, 159,2,
168,4, 172,0;HRMS obliczone dla gHsNO4Na [M+Na]: 434,2307, znalezione:
434,2303.

0]

PN

C7H15

bavs
Q

OMe Zwiazek 43m Biate krysztaty,"H NMR (400
MHz; CDCk) 64 0,86 (3H, tJ 7,2 Hz, CHCHy3),
1,23-1,31 (8H, m, 4xCH, 1,58-1,64 (2H, m,

o COCH,CH,), 2,36-2,38 (2H, m, CO@,), 3,80
)k (6H, s, 2xCH30), 4,39-4,42 (2H, m, B,N), 6,08

OMe
C/Hism O (1H, m, AH), , 6,31 (1H, br s, N), 6,85-6,89

&

HN (4H, m, Ph), 7,15-7,18 (2H, m, Ph), 7,33-7,36

(2H, m, Ph);*C NMR (100 MHz; CDC}) &¢
14,0, 22,5, 24,8, 28,8, 29,0, 31,6, 34,3, 42,9, 55,3, 55,3, 75,0, 114,2, 127,9, 128,9, 129,1,
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129,8, 159,2, 168,5, 172,6{RMS obliczone dla gH33NOsNa [M+Na]: 450,2256,
znalezione: 450,2242.

Zwiazek 43n Biate krysztaly;'H NMR (400
MHz; CDCh) &y 0,87 (3H, tJ 7,2 Hz, CHCHy),
1,25-1,31 (8H, m br, 4x8,), 1,61-1,67 (2H, m,

0 F COCHCH,), 2,42 (2H, t,J 7,6 Hz, COGy),

Py o ome 380 (BH. s ©k0), 443 (2H, d.J 56 Hz,
CHie YO ﬁ CH,N), 5,80 (1H, d, 6,8 Hz, BCH=CH), 6,27-
HN 6,32 (2H, m, CHEI=CH+NH), 6,72 (1H, d,) 16

Hz, CHPh), 6,86-6,88 (2H, m, Ph), 7,19-7,22
(2H, m, Ph), 7,26-7,34 (3H, m, Ph), 7,36-7,39 (2H, m, BB)NMR (100 MHz; CDC})
oc 14,0, 22,6, 24,3, 28,9, 29,0, 31,6, 34,3, 42,9, 55,3, 74,2, 114,2, 122,6, 126,8, 128,4,
128,6, 129,1, 129,7, 134,7, 135,7, 159,2, 168IRMS obliczone dla gHs3NOsNa
[M+Na]": 446,2307, znalezione: 446,2299.

Zwiazek 430;Bezbarwne ciato staléH NMR

o (400 MHz, CDCH &, 0,85-0,89 (9H, m,
Py OXCHsCH+ CH,CHs), 1,23-1,36 (8H, m br,
@) OMe
C7H15 (@) 4XCH2), 1,59-1,68 (5H, m,
HN CHCH,CH+CHCH3+COCHCH),), 2,29-2,34

(2H, m, CO®,), 3,77 (3H, s, €:0), 3,80 (3H,
OMe s, CHO), 4,34 (2H, d,J 5,6 Hz, Gi,N), 5,18-
5,21 (1H, m, ©), 6,39-6,44 (3H, m, Ph+¥), 7,10-7,13 (1H, m, Ph)C NMR (100
MHz: CDCL) 8¢ 14,0, 21,8, 22,5, 23,1, 24,5, 24,9, 28,8, 29,0, 31,6, 34,3, 38,8, 40,8, 55,3,
55,4, 72,6, 98,7, 104,0, 118,4, 130,4, 158,6, 160,6, 169,8, HHRES obliczone dla
C23Ho7NOsNa [M+Na]': 430,2569, znalezione: 430,2557.

Zwiazek 43p Bezbarwna ciecz’H NMR (400 MHz;

o CDCly) &y 0,89 (3H, t, J 7,2 Hz, Ci€Hs), 0,91-0,95

P o (6H, m, 2xCGHsCH), 1,20-1,32 (8H, m br, 4Xa), 1,58-
C.His~ YO 1,76 (5H, m, CHE®,CH+CHCH3+COCHCH,), 2,34
HN (2H, t,J 7,2 Hz, CO®ly), 4,44 (2H, d,) 5,6 Hz, G4,N),

5,23-5,27 (1H, m, 8), 6,25 (1H, s br, N), 7,22-7,33
(5H, m, Ph);**C NMR (100 MHz; CDC}) &¢ 14,1, 18,2, 22,5, 24,9, 36,7, 41,1, 47,0,
55,2, 61,2, 116,8, 122,2, 134,6, 143,3, 168,4, 169,5, 1HBVS obliczone dla
C,1H33NOsNa [M+Na]': 370,2348, znalezione: 370,2358.

Zwiazek 43r, Z6ita ciecz;'H NMR (400 MHz; CDC}) &y

o 0,82-0,93 (9H, m, 2xB5CH+CH,CHy), 1,18-1,35 (17H, m br,
PR o  XCHzC(CHy)), 1,58-1,65 (5H, m,
C,Hs~ O CHCH,CH+CHCH3+COCHCH,), 2,35 (2H, t,J 7,6 Hz,

HN COCH,), 5,04-5,08 (1H, m, B), 5,73 (1H, s br, N); °C
7< NMR (100 MHz; CDC}) ¢ 14,0, 21,8, 22,5, 23,1, 24,5, 25,0,
28,6, 28,9, 29,1, 31,6, 34,4, 40,7, 51,1, 72,9, 169,4, 172,6;
HRMS obliczone dla gH3sNOsNa [M+Na]": 336,2515, znalezione: 336,2509.
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Zwiazek 43s Bezbarwne cialo stale'H NMR (400

o MHz; CDCh) 8y 0,81-0,93 (12H, m, 4xigs), 1,18-1,36
PR o (8H, m  br, 4xGl), 1,40-1,48  (3H,
C,His~ O CHCH3+NCHCH,CHj), 1,55-1,60 (2H, m, NC}CH,),

HN. _~_~ 1,60-1,70 (5H, m, CHB,CH+CHCH3+COCHCH),),
2,35 (2H, t,J 7,2 Hz, CO®,), 3,23 (2H, q, J 6,8 Hz,
NHCH,), 5,15-5,18 (1H, m, B), 5,90 (1H, s br, N); *C NMR (100 MHz; CDC}) ¢
13,7, 14,0, 20,0, 21,8, 22,6, 23,1, 24,6, 25,0, 28,9, 29,1, 31,6, 31,6, 34,3, 38,9, 40,8, 72,6,
170,2, 172,6;HRMS obliczone dla GHssNOsNa [M+Na]: 336,2515, znalezione:
336,2506.

Zwiazek 43t Bezbarwna ciecZH NMR (400 MHz;
o CDCl) &y 0,81-0,90 (3H, m, CHCH,CH3), 0,90-
PR o 0,99 (6H, m, CCH(CH),), 1,21-1,45 (11H, m br,
C,Hs~ O o) AXCH+OCH,CHs),  1,60-1,73  (B5H,  m,
HN Qko/\ CHCH,CH+CHCH3+COCHCH;), 2,40 (2H, tJ 7,6
Hz, COQH,), 4,00-4,03 (2H, m, NHB,), 4,21 (2H,
q,J 7,2 Hz, O®,), 5,23-5,27 (1H, m, B), 6,50 (1H, s br, N); 3C NMR (100 MHz;
CDCl) 6¢ 14,0, 14,1, 21,7, 22,5, 23,1, 24,5, 24,9, 28,8, 29,0, 31,6, 34,3, 40,8, 41,1, 61,6,
72,3, 169,6, 170,6, 172,64RMS obliczone dla gH33NOsNa [M+Na]: 366,2256,
znalezione: 366,2249.

Zwiazek 43y Z6tte krysztaty'H NMR (400 MHz;
o) CDCl) 64 0,81-0,90 (3H, m, CKCH,CH3), 0,90-
o 0,99 (6H, m, CCH(Ch)p), 1,21-1,39 (8H, m br,
C7H15 @] 4xCHy,), 1,55-1,80 (5H, m,
HN CHCH,CH+CHCHz+COCH,CH,), 2,44 (2H, tJ 7,6
\©\ Hz, COy), 5,28-5,32 (1H, m, B), 7,66-7,69 (2H,
NO, m, Ph), 8,07 (1H, s br, M), 8,17-8,21 (2H, m, Ph);
3C NMR (100 MHz; CDC}) 8¢ 14,0, 21,7, 22,5,
23,0, 24,5, 24,9, 28,8, 29,0, 31,6, 34,2, 40,4, 72,9, 119,3, 125,0, 142,8, 143,9, 168,7,
173,0; HRMSobliczone dla ggH3sgN,OsNa [M+Na]: 401,2052, znalezione: 401,2045.

2

6.3. Synteza estrow glukozy

Procedura ogollna estryfikacja glukozy, dobor preparatu enzymatycznego
eksperymenty w matej skali Glukoz (0,1 mmol, 18 mg), kwas laurylowy (0,3 mmol,
60 mg) oraz odpowiedni preparat enzymatyczny (1 mg) ws#zo w alkoholut-
amylowym (0,5 ml) w temperaturze pokojowej lub w 60 °C. Przebieg redkdizono za
pomog chromatografii cienkowarstwowej (TLC) w ukiladzielatek metylenu:metanol
8:2 (viv), jako wywotywacz wito mieszaniny etanolu (135 ml),¢sbnego kwasu
siarkowego (5 ml), kwasu octowego (1,5 ml) oraz p-metoksybenzaldehydu (3,7 ml).
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Procedura ogolna dla Tabeli 9: Glukog (1 mmol, 180 mg), kwas laurylowy (3 mmol,
600 mg), Novozym 435 (50 mg) mieszano w odpowiednim rozpuszczalniku (4 ml) przez
72 godziny w temperaturze 60 °C. Ngstie odparowano rozpuszczalnik i produkt
oczyszczano za pomgc chromatografii  kolumnowej w ukladzie chlorek
metylenu:metanol.

o) Laurynian 6-O-glukozy 44 'H NMR (400 MHz;
DMSO) &4 0,83 (3H, t,J 6,8 Hz, tH3), 1,16-1,40 (16H,
CiHg™ O m, 8xCH,), 1,30-1,57 (2H, m, COCiH,), 2,24 (2H, t,J
OOH 7.2 Hz, COG®iy), 2,45-2,51 (1H, m, 8), 2,97-3,17 (2H,
OH m, OCHy), 3,36-3,45 (1H, m, B), 3,70-3,76 (1H, m,
0 CH), 3,91-3,99 (1H, m, B), 4,23 (1H, dd, 11,6, 1,9 Hz,
OH CH) 4,47 (1H, d,J 4,8 Hz, O4), 4,69 (1H, dJ 4,8 Hz,
OH), 4,81-4,91 (1H, m, B), 4,98 (1H, dJ 5,7 Hz, OH),
6,29 (1H, d,J 4,4 Hz, H); *C NMR (100 MHz; CDCI3)5¢ 15,0, 23,1, 25,5,
29,5, 29,7, 29,7, 29,9, 30,0, 32,3, 34,5, 64,9, 70,2, 71,6, 73,2, 73,9, 93,3, 174,0;
HRMS obliczone dla ggH340-/Na [M+NaJ: 385,2202, znalezione: 385,2199.

Procedura ogolna dla Tabeli 10: Glukag(1 mmol, 180 mg), kwas laurylowy (3 mmol,
600 mg), Novozym 435 (50 mg) mieszano tsutanolu (4 ml) przez dany czas w
odpowiedniej temperaturze. Ngghie odparowano rozpuszczalnik i produkt oczyszczano
za pomog chromatografii kolumnowej w uktadzie chlorek metylemetanol.

Procedura ogolna dla Tabeli 11: Glukag(1 mmol, 180 mg), kwas laurylowy (3 mmol,
600 mg), Novozym 435 (50 mg) oraz odpowiedni dodatek (3 mmol) mieszatto w
butanolu (4 ml) przez 72 godziny w temperaturze 80 °C. ¢Nast odparowano
rozpuszczalnik i produkt oczyszczano za pogndaomatografii kolumnowej w uktadzie
chlorek metylenu:metanol.

Procedura ogélna dla Tabeli 12: Glukoz (10 mmol, 1,8 g), kwas karboksylowy (30
mmol), Novozym 435 (500 mg) mieszano tvbutanolu (40 ml) przez 72 godziny w
temperaturze 80 °C. Ngphie odparowano rozpuszczalnik i produkt oczyszczano
pomog chromatografii kolumnowej w uktadzie chlorek metyllemetanol.

0 Kaprylan 6-O-glukozy 45 (mieszanina anomeréw):H
)J\ NMR (400 MHz; DMSO)é4 0,85 (3H, t,J 6,5 Hz, GH3),
CHism O 1,20-1,31 (8H, m, 4xB8,), 1,45-1,55 (2H, m, COCiH,),
OOH 2,23-2,31 (2H, m, COKy), 3,00-3,08 (1H, m, ORy,),
OH 3,08-3,17 (1H, m, OBy,), 3,40-3,47 (1H, m, B), 3,72-
0 3,79 (1H, m, E), 3,95-4,02 (1H, m, B), 4,23-4,32 (1H,
OH m, CH), 4,48 (1H, dJ 6,6 Hz, OH), 4,71 (1H, dJ 4,6 Hz,
OH), 4,79-4,93 (1H, m, B), 4,97-5,06 (1H, m, 8), 6,30
(0,7H, d, J 4,5 Hz, B.), 6,62 (0,2H, dJ 6,5 Hz, QHy); **C NMR (100 MHz;
CDCI3) 6c 14,4, 22,5, 24,9, 28,2, 28,2, 31,6, 31,6, 33,9, 40,6, 64,3, 69,6, 70,6,
71,0, 72,7, 73,3, 74,0, 75,2, 76,9, 92,8, 97,4, 17BIBRMS obliczone dla
C14H260/Na [M+NaJ: 329,1576, znalezione: 329,1573.
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0 Fenylomaslan 6-O-glukozy 46 (mieszanina
@ anomeréw) 'H NMR (400 MHz; DMSO) 3§, 2,92
O (0,5H, t,J 8,2 Hz, GH,), 3,01-3,10 (1H, m, OBy,),
OOH 3,10-3,20 (1,5H, m, OCjg+CHy), 3,44 (0,5H, tJ 9,1
OH Hz, CH,), 3,67 (2H, d)J 6,4 Hz, PhEl,), 3,78-3,82 (1H,
m, CH), 4,01-4,10 (1H, m, B), 4,33 (2H, tJ 13,0 Hz,
2xCH), 4,51 (1H, s, ®), 4,71 (1H, s, @), 4,91 (1H, s,
OH), 4,99-5,11 (1H, m, B), 6,35 (0,5H, s, @,), 6,67
(0,5H, s, M), 7,20-7,36 (5H, m, Ph}*C NMR (100 MHz; CDCI3)¢ 65,1, 69,6,
71,0, 72,6, 73,3, 75,1, 76,9, 92,8, 97,4, 127,2, 128,8, 128,8, 129,8, 134,8, 171,6;
HRMS obliczone dla g4H150/Na [M+Na]: 321,0950, znalezione: 321,0940.

@)
OH

0] 3-Fenylopropionian 6-O-glukozy 47 (mieszanina
anomeréw) 'H NMR (400 MHz; DMSO)d, 2,59-
O 2,65 (2H, m, Ph@E,), 2,85 (2H, t,J 7,6 Hz,
00OH OOCCHy), 2,88-2,94 (0,5H, m, B,) 3,00-3,09 (1H,
OH m, OCHyy), 3,09-3,17 (1H, m, OCH), 3,39-3,47
0 (1H, m, H), 3,74-3,82 (1H, m, B), 3,94-4,03 (1H,
OH M, CH), 4,25-4,34 (1,5H, m, B,+CH), 4,49 (0,5H,
d, J 6,7 Hz, Hy), 4,71 (0O,5H, s, B,), 4,85-4,92
(1,5H, m, HL+OH), 5,01 (0,5H, d, J 5,7 Hz,KQ), 5,07 (0,5H, dJ 5,4 Hz, CHy),
6,32 (0,5H, s, @), 6,64 (0,5H, s, B), 7,14-7,31 (5H, m, Ph)C NMR (100
MHz; CDCI3) é¢ 30,7, 35,4, 35,5, 64,6, 69,6, 70,6, 71,1, 72,6, 73,3, 74,0, 75,2,
76,4, 76,5, 76,9, 92,8, 126,5, 128,7, 128,7, 128,8, 128,8, 141,0, HRMS
obliczone dla GH»0O;Na [M+Na]: 335,1107, znalezione: 335,1096.

o 4-Fenylomalan 6-O-glukozy 48 (mieszanina
m anomeréw) ‘H NMR (400 MHz; DMSO) &y
O 1,78-1,87 (2H, m, CpCH.CH,), 2,26-2,35 (2H,
OOH m, PhCHy), 2,61 (2H, tJ 7,6 Hz, OOC®El,), 2,89-
OH 2,95 (0,5H, m, €, 3,02-3,19 (2H, m, ORy,),
3,42-3,48 (0,5H, m, By), 3,76-3,82 (0,5H, m,
CH,), 3,99-4,06 (1H, m, B), 4,26-4,35 (1,5H, m,
OH,+CH), 4,51 (0,5H, d,J 6,7 Hz, (Hy), 4,73
(0,5H, d,J 4,8 Hz, H,), 4,87-4,94 (1,5H, m, B,+0OH), 5,02-5,11 (1H, m, B),
6,33 (0,5H, s, B,), 6,65 (0,5H, s, 8,), 7,14-7,25 (3H, m, Ph), 7,25-7,31 (2H, m,
Ph); **C NMR (100 MHz; CDCI3) 26,8, 26,8, 33,3, 33,3, 34,7, 64,4, 69,6, 70,6,
71,0, 72,7, 73,4, 74,0, 75,2, 76,9, 92,8, 97,4, 126,3, 128,8, 128,8, 128,8, 141,9,
141,9, 173,1; HRMS obliczone dla;d8l,,0/Na [M+Na]: 349,1263, znalezione:
349,1258.

O
OH
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0] 5-Fenylowalerian 6-O-glukozy 49
(mieszanina anomeréw)*H NMR (400 MHz;

O DMSO) 8y 1,40-1,70 (4H, m, 2xCHCH,CH,),
OOH 2,29-2,37 (2H, m, Phidy), 2,58 (2H, t,J 7,0

OH Hz, OOCGH,), 2,88-2,96 (0,5H, m, I8, 3,02-
o 3,18 (2H, m, OGly), 3,42-3,47 (0,5H, m, I6y),

OH 3.76-3,82 (0,5H, m, By), 3,96-4,04 (1H, m,
CH), 4,25-4,33 (1,5H, m, B,+CH), 4,50
(0,5H, s, MHy), 4,74 (0,5H, s, @), 4,84-4,94 (1H, m, 8), 4,95-5,10 (1,5H, m,
OH,+OH), 6,33 (0,5H, s, 8,), 6,65 (0,5H, s, 8y), 7,14-7,24 (3H, m, Ph), 7,24-
7,32 (2H, m, Ph)}*C NMR (100 MHz; CDCI3)é¢ 24,5, 24,6, 30,7, 33,7, 33,8,
35,2, 64,3, 69,6, 70,6, 71,0, 72,7, 73,4, 74,0, 75,2, 76,9, 92,8, 97,4, 126,1, 128,7,
128,7, 128,7, 142,4, 142,4, 173,3, 173FBRMS obliczone dla gH.40;Na
[M+Na]*: 363,1420, znalezione: 363,1418.

MeO p-Metoksyfenylomaslan 6-O-glukozy 50
@\/ﬁ\ (mieszanina anomeréw) '*H NMR (200 MHz;
o) DMSO) 64 2,80-2,95 (0,5H, m, By), 2,97-3,21
(2,5H, m, OQ®,+CHp), 3,55-3,63 (4H, m,
QOH  phaH,+2xCH), 3,71 (3H, s, O&3), 3,75-3,81
OH (0.5H, m, Giy), 3,92-4.15 (1H, m, B), 4,21-
O 4,35 (1H, m, ®), 4,56 (0,5H, d, J 6,7 Hz,RQ),
OH 4,78 (0,5H, dJ 4,7 Hz, GHy), 4,86-5,01 (1H, m,
OH), 5,01-5,17 (1H, m, B), 6,38 (0,5H, dJ 4,1 Hz, H,), 6,71 (0,5H, dJ 6,6
Hz, OHy), 6,80-6,93 (2H, m, Ph), 7,10-7,15 (2H, m, PR NMR (50 MHz;
CDCI3) 6¢ 39,6, 55,7, 65,0, 69,8, 70,8, 71,2, 72,8, 73,5, 75,3, 77,0, 93,0, 97,6,
114,4, 126,9, 131,0, 158,8, 1721 2RMS obliczone dla @H>OsNa [M+NaJ:
351,1056, znalezione: 351,1051.

O,N p-Nitrofenylomaslan 6-O-glukozy 51
\©\/[OJ\ (mieszanina anomeréw) ‘H NMR (400 MHz;
0 DMSO) &y 2,90 (0,5H, t,J 8,2 Hz, GH,), 2,97-
3,08 (1H, m, O@Gi), 3,08-3,17 (1,5H, m,
QOH  OCH,+CHy), 3,20-3,36 (1,5H, m, B+CH,),
OH 3,42 (0,5H, tJ 9,1 Hz, &), 3,75-3,81 (0,5H, m,
O CHp), 3,82-3,93 (2H, m, Phdy), 4,02-4,09 (1H,
OH  m, CH), 4,25-4,40 (1,5H, m, 2x4), 4,40-4,62
(1H, m, 4H), 4,89 (1H, dJ 3,4 Hz, QH), 5,02 (1H, s, ®), 4,99-5,11 (1H, m, 8),
6,33 (0,5H, s, ®,), 6,66 (0,5H, s, @), 7,50-7,59 (2H, m, Ph), 8,02-8,20 (2H, m,
Ph);3C NMR (100 MHz; CDCI3)s¢ 40,1, 65,1, 69,6, 70,6, 71,0, 72,6, 73,3, 73,9,
75,2, 76,9, 92,8, 97,4, 123,6, 123,8, 131,3, 142,8, 147,0, 170,8, HRI\3S
obliczone dla ¢sH1;NOgNa [M+Na]: 366,0801, znalezione: 366,0792.
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6.3.1. Wptyw chiralnych nieracemicznych surfaktantow na reakaj Passeriniego

Procedura ogdlna dla Tabeli 13: Kwas octowy (0,2 mmol, 12 ul), dodekanal (0,2 mmol,
44 ul) oraz izocyjanek benzylowy (0,2 mmol, 24 pl) lub kwas fenylooctowy (0,2 mmol,
27 mgq), aldehyd izowalerianowy (0,2 mmol, 22 pl) omizocyjanonitrobenzen (0,2
mmol, 30 mg) mieszano w buforze fosforanowym (2 ml, pH = 7,4; ¢ = 10 mM) w
obecnogi dodatku (0,04 mmol) przez 24 godziny w temperyrokojowej. Mieszaning
reakcyjry ekstrahowano chlorkiem metylenu (3x5 ml). §éabne fazy organiczne
wysuszono nad MgSOPo odgczeniusrodka suszcego i odparowaniu rozpuszczalnika,
surowy produkt oczyszczano za pomochromatografii kolumnowej w ukfadzie
heksan:octan etylu. Dodatkowo nadmiar enancjomeryczny produktow analizowano za
pomog HPLC przy ujgciu kolumny z chiralnym wypetnieniem, kolumna Chpak IA

(250 x 4,6 mm). Zwgzek 32b: eluent heksan:izopropanol: 85:15; przeptyw 1 ml / min.
Zwigzek 2: eluent: heksan:izopropanol 85:15; przeptyw: 1 ml / min.

Zwiazek 52;Z6kte krysztaty;'H NMR (400
MHz; CDCk) &y 0,90-1,00 (6H, m,
0 CCH(CH),), 1,21-1,27 (1H, m, BCH3),
@ § 1,76-1,83 (2H, m, CHB,CH), 3,78 (2H, s,
O \Q PhCH,), 5,37 (1H, t,J 6,8 Hz, GH), 7,25-7,29
O NO, (2H.m, Ph), 7,35-7,43 (5H, m, Ph), 4,49 (1H,
2 s br, NH), 8,08-8,12 (2H, m, Ph}C NMR

(100 MHz; CDC}) 6¢c 21,7, 23,0, 24,6, 40,6, 41,7, 72,9, 119,2, 124,8, 127,8, 129,3, 129,3,
133,4, 168,6, 169,7.

6.4. Reakcje enzymatyczne oraz nagicza reakcja Passeriniego

6.4.1. Utlenianie alkoholu oraz reakcja Passeriniego

Procedura ogolna dla utleniania za pomag lakazy z Trametes vericolor i TEMPO:
Alkohol benzylowy (0,1 mmol, 10 pl), lakazz Trametes versicolo20 mg) oraz
TEMPO (0,1 mmol, 16 mg) mieszano w buforze fosforanowym (pH = 5,7, ¢ = 100 mM)
przez 24 godziny w temperaturze pokojowej we fiolce przykrytep faluminiong z
dziurkami. Przebieg reakcjsledzono za pomac chromatografii cienkowarstwowej
(TLC) w uktadzie heksan:octan etylu 8:2 (v/v).

Procedura ogélna dla Tabeli 14: Alkohol benzylowy (0,5 mmol, 52 ul), lakaz
Trametes versicolof20 mg), mediator (0,1 mmol), kwas benzoesowy (0,5 mmol, 61 mg)
oraz izocyjanek p-metoksybenzylowy (0,5 mmol, 67 ul) mieszano w buforze
fosforanowym (5 ml, pH = 5,7, ¢ = 100 mM) w obecarid9ODAB (0,1 mmol, 63 mg)
przez odpowiedni czas w temperaturze pokojowej we fiolce przykrytgjdalminiowg z
dziurkami. Mieszania reakcyjngekstrahowano chlorkiem metylenu (3x5 ml). #¢éabne
fazy organiczne wysuszono nad MgS@o odgczeniusrodka susgcego i odparowaniu
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rozpuszczalnika, surowy produkt oczyszczano za pgrabmmatografii kolumnowej w
uktadzie heksan:octan etylu.

Procedura ogélna dla Rysunku 17: Alkohol benzylowy (0,5 mmol, 52 ul), lakaz
Trametes versicolo(20 mg), TEMPO (0,1 mmol, 16 mg), kwas benzoesowy (0,5 mmol,
61 mg) oraz izocyjanek-metoksybenzylowy (0,5 mmol, 67 ul) mieszano w buforze
fosforanowym o odpowiedniej wartspH (5 ml, ¢ = 100 mM) w obecnos DODAB

(0,1 mmol, 63 mg) przez 48 godzin w temperaturze pokojowej we fiolce przykrytgj foli
aluminiowg z dziurkami. Mieszaningeakcyjngekstrahowano chlorkiem metylenu (3x5
ml). Polgczone fazy organiczne wysuszono nad Mg3 odsczeniusrodka suszcego

I odparowaniu rozpuszczalnika, surowy produkt oczyszczano za pashoamatografii
kolumnowej w ukfadzie heksan:octan etylu.

Procedura ogolna dla Tabeli 15: Alkohol benzylowy (0,5 mmol, 52 ul), lakaz
Trametes versicolof20 mg), TEMPO (0,1 mmol, 16 mg), kwas benzoesowy (0,5 mmaol,
61 mg) oraz izocyjanek-metoksybenzylowy (0,5 mmol, 67 ul) mieszano w buforze
fosforanowym (5 ml, pH = 5,2; ¢ = 100 mM) w obectioddpowiedniego dodatku (0,1
mmol) przez 48 godzin w temperaturze pokojowej we fiolce przykrytej &dliminiowng

z dziurkami. Mieszanin¢reakcyjry ekstrahowano chlorkiem metylenu (3x5 ml).
Potaczone fazy organiczne wysuszono nad MgSEo odsgczeniu srodka suszcego |
odparowaniu rozpuszczalnika, surowy produkt oczyszczano za poocmpomatografii
kolumnowej w ukfadzie heksan:octan etylu.

Procedura ogélna dla Rysunku 18: Alkohol benzylowy (0,5 mmol, 52 ul), lakaz
Trametes versicolo(20 mg), TEMPO (0,1 mmol, 16 mg), kwas benzoesowy (0,5 mmol,
61 mg) oraz izocyjanek-metoksybenzylowy (0,5 mmol, 67 pul) mieszano w buforze
fosforanowym (5 ml, pH = 5,2; ¢ = 100 mM) w obectioddpowiedniej ilo€i DODAB
przez 48 godzin w temperaturze pokojowej we fiolce przykrytej faluminiong z
dziurkami. Mieszaningeakcyjnagekstrahowano chlorkiem metylenu (3x5 ml). #¢éabne
fazy organiczne wysuszono nad MgS@o odgczeniusrodka susgcego i odparowaniu
rozpuszczalnika, surowy produkt oczyszczano za pgrabmmatografii kolumnowej w
uktadzie heksan:octan etylu.

Procedura ogolna dla Tabeli 16: Alkohol benzylowy (0,5 mmol, 52 ul), lakaz
Trametes versicolo20 mg) oraz TEMPO (0,1 mmol, 16 mg) mieszano w buforze
fosforanowym (5 ml, pH = 5,2, ¢ = 100 mM) w obearid9ODAB (0,1 mmol, 63 mg)
przez 24 godziny we fiolce przykrytej falialuminiong z dziurkami. Naspnie dodano
kwas benzoesowy (0,5 mmol, 61 mg) oraz izocyjamaketoksybenzylowy (0,5 mmol,

67 pl), mieszano w buforze fosforanowym przez kolejne 24 godziny w temperaturze
pokojowej. Mieszaningeakcyjnaprzeaczono przez wgf osad 0czyszoczno za pomoc
chromatografii kolumnowej w uktadzie heksan:octan etylu. Brzegostat uyty do
nastpnego cyklu reakcyjnego, bezpednio do niego dodano alkohol benzylowy (0,5
mmol, 52 pl) i mieszano przez kolejne 24 godziny.

Procedura ogdlna dla Tabeli 17: Alkohol (0,5 mmol), lakaz Trametes versicolo(20
mg) oraz TEMPO (0,1 mmol, 16 mg) mieszano w buforze fosforanowym (5 ml, pH = 5,2,
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c = 100 mM) w obecrimi DODAB (0,1 mmol, 63 mg) przez 24 godziny we f®lc
przykrytej folia aluminiowg z dziurkami. Nagpnie dodano kwas benzoesowy (0,5 mmol,
61 mg) oraz izocyjanelp-metoksybenzylowy (0,5 mmol, 67 ul), mieszano w buforze
fosforanowym przez kolejne 24 godziny w temperaturze pokojowej. Mieszaning
reakcyjry ekstrahowano chlorkiem metylenu (3x5 ml). §8éabne fazy organiczne
wysuszono nad MgSOPo odgczeniusrodka suszcego i odparowaniu rozpuszczalnika,
surowy produkt oczyszczano za pomochromatografii kolumnowej w ukfadzie
heksan:octan etylu.

Zwiazek 53h Biate kryszrtaty;t.top. 130-131
°C; 'H NMR (400 MHz; CDC}) 84 3,78 (3H, s,
CH30), 4,41-4,49 (2H, m, E:N), 6,34 (1H, s,
CH), 6,48 (1H, br s, N), 6,83-6,86 (2H, m, Ph),

F
O 7,05-7,10 (2H, m, Ph), 7,15-7,17 (2H, m, Ph),
o O OMe 7 44.7,48 (2H, m, Ph), 7,48- 7,55 (2H, m, Ph),
HN 7,55-7,64 (1H, m, Ph), 8,02-8,07 (2H, m, Ph);

3C NMR (100 MHz; CDC}) 8¢ 42,9, 55,3,
75,2, 114,2, 115,7, 115,9, 128,6, 129,0, 1293, 129,4, 129,7, 129,8, 131,5, 131,5, 133,7,
159,2, 164,3, 164,9, 168,HRMS obliczone dla gH,oNOsFNa [M+Na]: 416,1274,
znalezione: 416,1276.

cl Zwiazek 53¢ Biate kryszrtaty;t.top. 149-150
°C;'H NMR (400 MHz; CDC}) 84 3,79 (3H, s,
CH30), 4,41-4,45 (2H, m, B.N), 6,32 (1H, s,
0 CH), 6,47 (1H, br s, N), 6,83-6,85 (2H, m,
Ph), 7,15-7,16 (2H, m, Ph), 7,35-7,37 (2H, m,
0 © OMe Ph), 7,44-7,51 (4H, m, Ph), 7,56- 7,62 (1H, m,
HN Ph), 8,01-8,07 (2H, m, Ph)*C NMR (100
MHz; CDCk) 6¢ 43,0, 55,3, 75,2, 114,2, 128,66,
128,72, 128,97, 128,99, 129,65, 129,80, 133,8, 134,1, 135,0, 159,2, 164,8HEVIB;
obliczone dla GH,0NO,CINa [M+NaJ': 432,0979, znalezione: 432,0980.

Zwiazek 53d Biate kryszrtaly;t.top. 133-134
°C; 'H NMR (400 MHz; CDC}) 84 2,36 (3H, s,
PhCH3), 3,78 (3H, s, B30), 4,36-4,49 (2H, m,
0 CH.N), 6,33 (1H, s, @), 6,40 (1H, br s, N),
6,82-6,85 (2H, m, Ph), 7,15-7,19 (4H, m, Ph),
0 © OMe 7,42-7,46 (4H, m, Ph), 7,56-7,59 (1H, m, Ph),
HN 8,04-8,07 (2H, m, Ph)**C NMR (100 MHz;
CDCl) &¢c 21,2, 42,9, 55,3, 75,9, 114,1, 127,4,
128,5, 128,9, 129,3, 129,5, 129,8, 129,9, 132,6, 133,5, 139,0, 159,1, 165,0HF843;
obliczone dla gH23NO4Na [M+Na]': 412,1525, znalezione: 412,1520.
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Zwiazek 53e Biate kryszrtaty;t.top. 151-152
OMe °C; 'H NMR (400 MHz; CDC}) 4 3,79 (3H, s,
CH30), 3,81 (3H, s, 650), 4,39-4,50 (2H, m,
CH.N), 6,32 (1H, s, @), 6,40 (1H, br s, N),
O 6,83-6,85 (2H, m, Ph), 6,90-6,93 (2H, m, Ph),
0 0) OMe 7,16-7,17 (2H, m, Ph), 7,42-7,49 (4H, m, Ph),
HNQ 7.56- 7,61 (1H, m, Ph), 8,05-8,08 (2H, m, Ph);
3C NMR (100 MHz; CDC}) 8¢ 42,9, 55,3,
55,30, 75,70, 114,14, 114,25, 127,72, 128,54, 129,0, 129,0, 129,3, 129,8, 129,9, 133,5,
159,1, 160,2, 165,1, 168,5{RMS obliczone dla GH»NOsNa [M+Na]: 428,1474,
znalezione: 428,1474.

Zwiazek 53f; Biate kryszrtaty;t.top. 126-127
°C;'H NMR (400 MHz; CDC}) 64 3,78 (3H, s,
CH30), 4,44-4,47 (2H, m, B;N), 6,05 (1H, dd,

_ J 1,2 HzJ 6,8 Hz, GHCH=CH), 6,43 (1H, br s,

O NH), 6,66 (1H, dd,J 6,8 Hz J 16 Hz,

o O OMe CHCH=CH), 6,83 (1H, dd)] 1,2 HzJ 16 Hz,
HNQ CHPh), 6,84-6,88 (2H, m, Ph), 7,20-7,22 (2H,

m, Ph), 7,27-7,34 (4H, m, Ph), 7,40-7,42 (2H,
m, Ph), 7,45- 7,49 (2H, m, Ph), 7,59-7,63 (1H, m, Ph), 8,08-8,11 (2H, nT-*€HYMR

(100 MHz; CDC}) 8¢ 42,9, 55,3, 74,9, 114,2, 122,5, 126,9, 128,4, 128,6, 128,6, 129,0,
129,2, 129,8, 129,8, 133,6, 134,9, 135,7, 159,2, 165,2, 16MR0OAS obliczone dla
CosH23NOsNa [M+Na]': 424,1525, zmalezione: 424,1519.

Zwiazek 53h— mieszanina diastereoizomeréw
w proporcji 1:1; Bezbarwny olej;'H NMR
0 (400 MHz; CDCY) o4 0,87-0,89 (3H, m,
o) OMe CH3CHy), 0,95-0,99 (3H, m, B3CH,), 1,16-
O 1,43 (8H, br m, 4x#,), 2,07-2,15 (1H, m,
©)J\ HNQ CH(CHy),), 3,78 (3H, s, €30), 4,31-4,39 (1H,
m, CHHN), 4,41-4,50 (2H, m, BHN), 5,56-
5,62 (1H, m, ®), 6,23-6,29 (1H, m, N), 6,81-6,84 (2H, m, Ph), 7,16-7,18 (2H, m, Ph),
7,44-7,49 (2H, m, Ph), 7,58-7,60 (1H, m, Ph), 8,03-8,05 (2H, m,'BB)NMR (100
MHz; CDChk) 6¢ 11,7, 11,7, 13,9, 14,0, 22,5, 22,7, 22,9, 23,1, 29,2, 29,3, 29,5, 42,1, 42,4,
42,7, 42,7, 55,2, 75,8, 76,1, 114,1, 128,6, 128,9, 129,0, 129,3, 129,8, 130,0, 133,6, 133,8,
159,0, 165,4, 169,64RMS obliczone dla @H3:NOsNa [M+Na]: 420,2151, znalezione:
420,2149.

6.4.2. Badania nad reakcjami Passeriniego z estru

Procedura ogoélna na badania przesiewowe preparatow enzymatycznychwW
prébéwce Eppendorfa umieszczono preparat enzymatyczny (1 mg), ester (10 ul) oraz
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bufor fosforanowy pH = 5,2 (0,5 ml), a ngstie wytrzsano przez noc w temperaturze
pokojowej. Nasipnie mieszaninereakcyjry ekstrahowano za pomgooctanu etylu.
Ekstrakt analizowano za pompcchromatografii cienkowarstwowej w uktadzie
heksan:octan etylu 8:2 (v/v).

Procedura ogdlna dla Tabeli 18: W fiolce umieszczono ester benzylowy (0,5 mmol),
TEMPO (0,1 mmol), laktazz Trametes versicolo(20 mg), odpowiedgi hydrolaz (20
mg), oraz bufor fosforanowy o pH 5,2 (5 ml), a gpsie mieszano przez 48 godzin na
mieszadle magnetycznym, przykryte folluminiowg z dziurami. Mieszaningeakcyjna
ekstrahowano chlorkiem metylenu (3x5 ml). #@one fazy organiczne wysuszono nad
sarczanem magnezu. Surowy produkt oczyszczano za ponubzomatografii
kolumnowej w uktadzie heksan:octan etylu

6.5. Otrzymywaniea-acyloksyamidéw z ugrupowaniem kumaryny

Procedura ogdlna dla Tabeli 19: Alkohol salicylowy (0,1 mmol, 12 mgq), lakaz
Trametes versicolor(2 mg) oraz mediator (0,02 mmol) mieszano w buforze
fosforanowym (1 ml, pH = 5,2, ¢ = 100 mM) przez 24 godziny w temperaturze pokojowej
na mieszadle magnetycznym, przykryte goluminiong z dziurami. Nasgpnie do
mieszaniny reakcyjnej dodano aceton dcetudgci 5 ml. Przebieg reakcji analizowano za
pomog HPLC w uktadzie odwroconych faz na kolumnie Krorh&si8 (5 um; 250 x 4
mm) jako eluent stosgg mieszaning@cetonitrylu i wody 8:2 (v/v), przeptyw 1 ml / min.

Procedura ogolna dla Tabeli 20: Pochodraldehydu salicylowego (1 mmol) oraz kwas
Meldruma (1 mmol, 144 mg) mieszano w buforze fosforanowym (10 ml, pH = 5,2, ¢ =
100 mM) przez 24 godziny w temperaturze pokojowej. §eseé odgczono osad i
wyptukano woda

0O Zwiazek 54a;Biate krysztaty;'H NMR (400 MHz; CDC}) &4
N 7.44-7,55 (2H, m, Ph), 7,76-7,82 (2H, m, Ph), 8,95 (1H,H, C
OH g56 (1H, s, C=@), 12,23 (1H, s br, COB); *C NMR (100
oo MHz; CDCI3) 8¢ 114,9, 117,2, 118,5, 126,2, 130,5, 135,7, 151,4,
1546, 162,4, 164,1.

O Zwiazek 54k Zohe krysztaty; 'H NMR (400 MHz;
MeO gy CDCH) o1 362 (3, 5, 08y, 7,31-7,:36 (1K, m, Ph)
7,37-7,42 (1H, m, Ph), 7,46-7,49 (1H, m, Ph), 8,95 (1H, s,
0”0 CH), 8,69 (1H, s, C=€), 13,20 (1H, s br, COR); C

NMR (100 MHz; CDCI3)éc 56,3, 112,4, 117,7, 118,9,
122,5, 148,3, 149,4, 156,2, 157,44, 164,4.

118

https://rcin.org.pl/



o) Zwiazek 54¢ Biate krysztatyH NMR (400 MHz; CDC}) &
2,35 (3H, s, €l3), 7,29-7,34 (1H, m, Ph), 7,51-7,55 (1H, m,
N OH pp) 7.64-7,68 (1H, m, Ph), 8,95 (1H, SH)C 8,53 (1H, s,
o g C=CH), 13,31 (1H, s br, COB); *C NMR (100 MHz;
CDCI3) &c 20,6, 116,4, 118,6, 130,1, 134,6, 135,7, 148,6,
153,1, 157,4, 164,5.

0 Zwiazek 54d Zoéie krysztaly; 'H NMR (400 MHz;

O,N N OH CDCl) 64 7,60-7,65 (1H, m, Ph), 8,45-8,51 (1H, m, Ph),
8,85-8,30 (1H, m, Ph), 8,53 (2H, s, Ph+G$HC13,45 (1H,
o X s br, CO®); *C NMR (100 MHz; CDCI3)§¢ 118,2,

118,8, 126,4, 128,8, 144,1, 147,6, 155,9, 158,5, 164,0.

Procedura ogélna dla Tabeli 21: Kwas kumaryno-3-karboksylowy (0,5 mmol, 95 mg),
dodekanal (0,5 mmol, 111 pl) oraz izocyjarmeknetoksybenzylowy (0,5 mmol, 67 pl)
mieszano w buforze fosforanowym (5 ml, pH = 5,2; ¢ = 100 mM) w obecdogatku
(0,1 mmol) przez 24 godziny w temperaturze pokojowej. Mieszamggkcyjrn
ekstrahowano chlorkiem metylenu (3x5 ml). &a@one fazy organiczne wysuszono nad
MgSQ.. Po odgczeniusrodka susgcego i odparowaniu rozpuszczalnika, surowy produkt
oczyszczano za pomgchromatografii kolumnowej w uktadzie heksan:octayiue

O  CqqHas Zwigzek 55a; Biate krysztaty;'H NMR
N )\fo OMe (400 MHz; CDC}) &y 0,86 (3H, t,J 6,9

O ﬁ Hz, CHCHs), 1,16-1,45 (18H, m, 9x4)),

o X0 1,89-2,08 (2H, m, CHB,), 3,77 (3H, s,

OCHgs), 4,38-4,51 (2H, m, NB,), 5,54

(1H, dd,J 6,7, 4,3 Hz, ChCH), 6,82-6,87 (2H, m, Ph), 7,14-7,30 (1H, m, Ph), 7,34-7,41
(3H, m, Ph), 7,62-7,71 (2H, m, Ph), 8,20-8,27 (1H, ril)\8,56 (1H, s, C=8); °C
NMR (100 MHz; CDCI3)dc 14,1, 22,6, 29,2, 29,3, 29,4, 29,5, 29,6, 29,6, 31,9, 42,6,
55,2, 75,6, 114,0, 116,9, 117,8, 118,1, 125,3, 129,1, 129,7, 130,5, 134,8, 149,8, 155,1,
157,9, 158,8, 162,6, 169,5RMS obliczone dla gH3NOsNa [M+Na]: 544,2675,
znalezione: 544,2669.

Procedura ogolna dla Rysunku 19: Kwas kumaryno-3-karboksylowy (0,5 mmol, 95
mg), dodekanal (0,5 mmol, 111 ul) oraz izocyjapeketoksybenzylowy (0,5 mmol, 67
pl) mieszano w buforze fosforanowym (5 ml, pH = 5,2; ¢ = 100 mM) w obecnos
odpowiedniej ilogi 4-fenylomalanu 6O-glukozy przez 24 godziny w temperaturze
pokojowej. Mieszaningeakcyjnaekstrahowano chlorkiem metylenu (3x5 ml). §éabne
fazy organiczne wysuszono nad MgS@o odgczeniusrodka susgcego i odparowaniu
rozpuszczalnika, surowy produkt oczyszczano za perabmmatografii kolumnowej w
uktadzie heksan:octan etylu.

Procedura ogdlna dla Tabeli 22: Odpowiedsiilos¢ alkoholu salicylowego, lakazz
Trametes versicolor (10 mg) oraz mediator (0,1 mmol) mieszano w buforze
fosforanowym (5 ml, pH = 5,2, ¢ = 100 mM) przez 24 godziny w temperaturze pokojowej
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na mieszadle magnetycznym, przykryte g@dluminiowg z dziurami. Nasgpnie dodano
kwas Meldruma (0,5 mmol, 72 mg) oraz 4-fenylétaa 6-O-glukozy (0,1 mmol, 33 mg)

i mieszano przez nagine 24 godziny. Dodano dodekanal (0,5 mmol, 111 qudlz
izocyjanekp-metoksybenzylowy (0,5 mmol, 67 pl) i mieszano przez kolejne 24 godziny.
Mieszanine reakcyjng ekstrahowano chlorkiem metylenu (3x5 ml). §éabne fazy
organiczne wysuszono nad Mg$HCPo odgczeniu srodka suszcego i odparowaniu
rozpuszczalnika, surowy produkt oczyszczano za pgrabmmatografii kolumnowej w
uktadzie heksan:octan etylu.

Procedura ogodlna dla Tabeli 23: Metoda 1 : Alkohol (1 mmol), lakaz Trametes
versicolor (10 mg) oraz mediator (0,1 mmol) mieszano w buforze fosforanowym (5 ml,
pH = 5,2, ¢ = 100 mM) przez 24 godziny w temperaturze pokojowej na mieszadle
magnetycznym, przykryte fali aluminiong z dziurami. Nasjpnie dodano kwas
Meldruma (0,5 mmol, 72 mg) oraz 4-fenylaitaa 6-O-glukozy (0,1 mmol, 33 mg) i
mieszano przez nagine 24 godziny. Dodano aldehyd (0,5 mmol) oraz ipowk (0,5
mmol) i mieszano przez kolejne 24 godziny. Mieszanieakcyjry ekstrahowano
chlorkiem metylenu (3x5 ml). Pgt¢zone fazy organiczne wysuszono nad MgSEo
odsiczeniu srodka susgcego | odparowaniu rozpuszczalnika, surowy produkt
oczyszczano za pomgchromatografii kolumnowej w uktadzie heksan:octiytue

Metoda 2: Kwas karboksylowy (0,5 mmol), aldehyd (0,5 mmol, 111 ul) oraz izocyjanek
(0,5 mmol) mieszano w buforze fosforanowym (5 ml, pH = 5,2; ¢ = 100 mM) w
obecnogi 4-fenylomalanu 6O-glukozy (0,1 mmol, 33 mg) przez 24 godziny w
temperaturze pokojowej. Mieszanineakcyjnaekstrahowano chlorkiem metylenu (3x5
ml). Polgczone fazy organiczne wysuszono nad Mg3 odsczeniusrodka suszcego

i odparowaniu rozpuszczalnika, surowy produkt oczyszczano za parshoamatografii
kolumnowej w ukfadzie heksan:octan etylu.

Metoda 3: Kwas karboksylowy (0,5 mmol), aldehyd (0,5 mmol, 111 ul) oraz izocyjanek
(0,5 mmol) mieszano w chlorku metylenu (5 ml) przez 24 godziny w temperaturze
pokojowej. Po odparowaniu rozpuszczalnika, surowy produkt oczyszczano zagpomoc
chromatografii kolumnowej w uktadzie heksan:octan etylu

Cq4Ha3 Zwiazek 55h Zotte krysztaty;'H

0
MeO N )\fo OMe NMR (400 MHz: CDCH) &, 0,86
O ﬁ (3H, t, J 6,8 Hz, CHCH3), 1,15-
oYy N 1,43 (18H, m, 9xE)), 1,89-2,09

(2H, m, CHO,), 3,77 (3H, s,
OCHs), 3,86 (3H, s, Of3), 4,37-4,51 (2H, m, NB,), 5,53 (1H, ddJ 6,8, 4,2 Hz,
CH,CH), 6,82-6,87 (2H, m, Ph), 7,00-7,04 (1H, m, Ph), 7,23-7,34 (4H, m, Ph), 8,29 (1H,

t, J 5,8 Hz, NH), 8,50 (1H, s, C=8); **C NMR (100 MHz; CDCI3)5¢ 14,1, 22,6, 29,2,

29,3, 29,4, 29,5, 29,6, 29,6, 31,9, 42,6, 55,2, 55,9, 75,6, 110,7, 114,0, 118,0, 118,1, 123,3,
129,1, 130,6, 149,6, 149,7, 156,6, 158,1, 158,8, 162,7, 16RHS obliczone dla
CsoHaiNO/Na [M+Na]': 574,2781, znalezione: 574,2788.
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Cq4Has Zwiazek 55¢ Biate krysztaty; 'H

0
N )\fo OMe NMR (400 MHz; CDCY) &4 0,86 (3H,
© ﬁ t, J 6,8 Hz, CHCH3), 1,14-1,45 (18H,
oYy HN m, 9xCH>), 1,90-2,09 (2H, m, CHB),

2,43 (3H, s, PhBy), 3,77 (3H, s,
OCHa3), 4,37-4,52 (2H, m, NB,), 5,46-5,57 (1H, m, C¥H), 6,81-6,86 (2H, m, Ph),
7,23-7,29 (3H, m, Ph), 7,39-7,41 (1H, m, Ph), 7,45-7,50 (1H, m, Ph), 8,29 (18,7,
Hz, NH), 8,50 (1H, s, C=8); 3¢ NMR (100 MHz; CDCI3)sc 14,1, 20,7, 22,6, 29,3,
29,4, 29,5, 29,6, 29,6, 31,9, 42,6, 55,2, 75,6, 114,0, 116,6, 117,6, 117,9, 129,1, 129,3,
130,6, 135,2, 136,0, 149,8, 153,3, 158,1, 158,8, 162,8, 16RBJS obliczone dla
CsoHa1NOgNa [M+Na]': 558,2832, znalezione: 558,2834.

O  CqqHps Zwiazek 55d Zotte krysztaty;'H

O,N ~ )Yo OMe NMR (400 MHz: CDC}) & 0,86

ﬁ (3H, t, J 6,9 Hz, CHCHj3), 1,15-

1,37 (18H, m, 9xE.), 1,90-2,09

(2H, m, CH®,), 3,78 (3H, s,
OCHs5), 4,37-4,50 (2H, m, NB,), 5,53 (1H, dd,) 6,7, 4,3 Hz, CKCH), 6,82-6,87 (2H,
m, Ph), 7,21-7,27 (2H, m, Ph), 7,50-7,54 (1H, m, Ph), 7,88 (1H5,& Hz, NH), 8,50-
8,64 (3H, m, Ph+C=B); 1*C NMR (100 MHz; CDCI3)5¢ 14,1, 22,6, 29,2, 29,3, 29,4,
29,5, 29,6, 29,6, 31,9, 42,7, 55,2, 76,1, 114,0, 117,7, 118,2, 120,3, 125,4, 129,0, 129,1,
130,2, 144,55, 148,3, 156,1, 158,1, 158,9, 161,5, 16®{RMS obliczone dla
Cs1H3gN,0gNa [M+Na]': 589,2526, znalezione: 589,2527.

Zwiazek 55e Biate krysztaty;'H NMR

O Et
N )\fo OMe (400 MHz; CDCH) 84 0,94 (3H, t,J 7,4
0 ﬁ Hz, CHCH:), 1,96-2,13 (2H, m, CHE)),
oYy N 3,78 (3H, s, OBs), 4,38-4,52 (2H, m,

NCH,), 5,52 (1H, dd,J 6,1, 4,5 Hz,
CH,CH), 6,82-6,88 (2H, m, Ph), 7,14-7,29 (2H, m, Ph), 7,33-7,41 (2H, m, Ph), 7,62-7,72
(2H, m, Ph), 8,25 (1H, s br,Hy, 8,57 (1H, s, C=8); *C NMR (100 MHz; CDCI3)5¢
8,7, 25,2, 42,6, 55,2, 76,4, 114,0, 116,9, 117,8, 118,1, 125,3, 129,8, 130,5, 134,9, 149,9,
155,2, 158,8, 162,6, 169,3{RMS obliczone dla gH,:NOgNa [M+Na]: 418,1267,
znalezione: 418,1255.

Zwiazek 55f Biate krysztalty;'H NMR

o)
o OMe (400 MHz; CDCH) 51 0,96 (6H, dd,) 6.9,
70 23,6 Hz, CH(Gl),), 2,43-2,53 (1H, m,
oYy N CHCH3), 3,75 (3H, s, 083), 4,35-4,53

(2H, m, NGH,), 5,49 (1H, d,J 2,2 Hz,
OCH), 6,77-6,86 (2H, m, Ph), 7,19-7,29 (2H, m, Ph), 7,29-7,40 (2H, m, Ph), 7,60-7,71
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(2H, m, Ph), 8,24 (1H, s br,Hy; *C NMR (100 MHz; CDCI3)5¢ 16,4, 18,9, 30,9, 42,5,

55,2, 79,3, 113,9, 116,9, 117,8, 118,3, 125,3, 129,1, 129,7, 130,6, 134,8, 149,6, 155,1,
158,0, 158,8, 162,9, 169,B{RMS obliczone dla gH,3NOgNa [M+Na]: 432,1423,
znalezione: 432,1411.

Zwiazek 55g; Biate krysztaty;*H NMR

CsH11 (400 MHz; CDC}) 84 0,84 (3H, t,J 6,6

OMe Hz, CHCH3), 1,21-1,43 (6H, m, 3x8,),

ﬁ 1,90-2,10 (2H, m, CHB,), 3,77 (3H, s,

0~ 0o OCHs), 4,38-4,52 (2H, m, NB,), 5,54
(1H, dd,J 6,6, 4,3 Hz, CKCH), 6,84-6,89 (2H, m, Ph), 7,24-7,30 (2H, m, Ph), 7,33-7,41

(2H, m, Ph), 7,65-7,71 (2H, m, Ph), 8,19-8,27 (1H, ril)\8,56 (1H, s, C=8); °C
NMR (100 MHz; CDCI3)sc 13,9, 22,4, 24,2, 31,4, 32,0, 42,6, 55,2, 75,6, 114,0, 116,9,

117,9, 125,3, 129,1, 129,8, 130,5, 134,9, 149,9, 155,1, 157,9, 158,8, 162,6HFEES;

obliczone dla GH,7/NOgNa [M+Na]: 460,1736, znalezione: 460,1732.

C7H15 Zwiazek 55h Biate krysztaty;'H NMR

(400 MHz; CDC4) 54 0,85 (3H, t,J 6,9
ﬁ Hz, CHCHs), 1,18-1,43 (10H, m, 5x8),
o0 1,90-2,09 (2H, m, CHB,), 3,78 (3H, s,

OCH3), 4,39-4,51 (2H, m, NB,), 5,54
(1H, dd,J 6,8, 4,3 Hz, CKCH), 6,83-6,87 (2H, m, Ph), 7,24-7,30 (2H, m, Ph), 7,34-7,41
(2H, m, Ph), 7,62-7,72 (2H, m, Ph), 8,24 (1H, s bBA)NB,56 (1H, s, C=8); *C NMR
(100 MHz; CDCI3)sc 14,0, 22,6, 24,5, 29,1, 29,2, 31,7, 32,0, 42,6, 55,2, 75,6, 114,0,
116,9, 118,2, 125,3, 129,2, 129,7, 130,5, 134,8, 149,8, 155,1, 157,9, 158,8, 162,6, 169,5;
HRMS obliczone dla gH3:NOgNa [M+Na]": 488,2049, znalezione: 488,2051.

Zwiazek 55i Biale krysztaly;'H NMR
(400 MHz; CDC}) 8y 3,20-3,29 (1H, m,
CHCHas), 3,39-3.46 (1H, m, CHE),

O 3,77 (3H, s, OE), 4,30-4,49 (2H, m,

XN 0 O OMe NCH,), 5,74 (1H, dd,J 7,1, 4,1 Hz,
HN CH,CH), 6,78-6,82 (2H, m, Ph), 7,08-7,23
0~ S0 (7H, m, Ph), 7,33-7,39 (2H, m, Ph), 7,58-

7,71 (2H, m, Ph), 8,06 (1H, 4,5,6 Hz, NH), 8,42 (1H, s, C=8); **C NMR (100 MHz;
CDCI3) &¢ 37,8, 42,6, 55,2, 75,6, 113,9, 116,9, 117,8, 125,3, 126,9, 128,4, 129,0, 129,6,
129,8, 130,2, 134,9, 135,7, 149,8, 155,1, 157,7, 158,8, 162,3, HIBMS obliczone

dla G7H2sNOgNa [M+NaJ': 480,1423, znalezione: 480,1418.
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Zwiazek 55 Bezbarwny olej'H NMR
(400 MHz; CDC}) o4 3,78 (3H, s, OE3),
4,49 (2H, d,J 5,9 Hz, NG,), 6,06 (1H,

/ dd, J 6,6, 1,2 Hz, O€), 6,36 (1H, dd,J
O 15,9, 6,6 Hz, CHE=), 6,77-6,89 (3H, m,
XN 0 0) OMe PhH+Ph), 7,22-7,32 (5H, m, Ph), 7,34-
HNQ 7.41 (4H, m, Ph), 7,62-7,72 (2H, m, Ph),

o O 8,23 (1H, t,J 5,7 Hz, \H), 8,61 (1H, s,
C=CH); *C NMR (100 MHz; CDCI3)s¢ 42,8, 55,2, 75,4, 114,1, 116,9, 117,7, 117,8,
122,2, 125,3, 126,9, 128,4, 128,5, 129,3, 129,8, 130,2, 135,0, 135,1, 135,7, 150,4, 155,2,
157,8, 159,0, 162,0, 167,8JRMS obliczone dla GH23NOgNa [M+Na]: 492,1423,

znalezione: 492,1422.

C11H23 Zwiazek 55k Biate krysztaty;'H NMR (400

MHz; CDCk) 8y 0,86 (3H, tJ 6,8 Hz, CHCHy),
Q 1,17-1,40 (18H, m, 9x8,), 1,95-2,10 (2H, m,
o X0 CHCH,), 4,45-4,59 (2H, m, NB,), 5,56 (1H, dd,

J 6,7, 4,3 Hz, CKCH), 7,21-7,40 (7H, m, Ph),
7,63-7,71 (2H, m, Ph), 8,32 (1H, s brHN 8,57 (1H, s, C=8); **C NMR (100 MHz;
CDCI3) 6¢c 14,1, 22,6, 29,2, 29,3, 29,4, 29,5, 29,6, 29,6, 31,9, 43,1, 75,6, 116,9, 117,8,
118,1, 125,3, 127,2, 127,8, 128,6, 129,7, 134,9, 138,3, 149,9, 155,1, 157,9, 162,6, 169,6;
HRMS obliczone dla gH3s/NOsNa [M+Na]: 514,2569, znalezione: 514,2559.

O  CyqHps Zwiazek 55t Bezbarwny olej;H NMR (400 MHz;
O CDCl) 84 0,86 (3H, t,J 6,9 Hz, CHCH3), 1,19-1,45
(27H, m, 9x@H,+C(CH3)3), 1,90-2,01 (2H, m, CHR,),
o X0 HN\’< 5,40 (1H, ddJ) 6,0, 4,6 Hz, CKCH), 7,35-7,42 (2H, m,
Ph), 7,62-7,72 (3H, m, Ph+, 8,60 (1H, s, C=8);
3C NMR (100 MHz; CDCI3)s¢ 14,1, 22,6, 24,3, 28,7, 29,3, 29,3, 29,4, 29,5, 29,6, 31,9,
31,9, 51,3, 75,7, 116,9, 117,9, 118,2 125,2, 129,7, 134,8, 149,9, 155,2, 157,7, 162,5,
168,7; HRMSobliczone dla gH3gNOsNa [M+Na]: 480,2726, znalezione: 480,2721.

N @)

Zwiazek 55m Biate krysztaly;H NMR (400 MHz;

CDCl) 64 0,86 (3H, tJ 6,9 Hz, CHCHy), 1,15-1,44

(22H, m, 11x®.), 1,56-1,65 (2H, m, By), 1,70-

1,80 (2H, m, @), 1,85-2,05 (4H, m, 2x8,), 3,70-

3,85 (1H, m, N®), 5,49 (1H, dd,J 6,6, 4,2 Hz,
CH,CH), 7,36-7,43 (2H, m, Ph), 7,65-7,73 (2H, m,

Ph), 7,84 (1H, dJ 8,1 Hz, N-I), 8,59 (1H, s, C=8); **C NMR (100 MHz; CDCI3)5¢

14,1, 22,6, 24,4, 24,9, 25,5, 29,3, 29,3, 29,4, 29,5, 29,6, 31,9, 48,2, 75,6, 116,9, 117,9,
118,2, 125,3, 129,7, 134,8, 149,9, 155,1, 158,0, 162,6, 168RMS obliczone dla
CooH41NOsNa [M+Na]': 506,2882, znalezione: 506,2883.

C11|'|23

123

https://rcin.org.pl/



O - CqqHas Zwiazek 55n; Bezbarwny olej; 'H NMR (400

A 2 MHz; CDCls) 81 0,79-0,88 (3H, m, CH,CH,CI),

1,10-1,45 (21H, m, 9xCH;+OCH,CH5), 1,90-2,06

HN\/LKOE,( (2H, m, CHCH,), 5,07 (2H, dd, J 3,8, 1,9 Hz,

NCH,), 4,14-4,22 (2H, m, OCFk), 5,53 (1H, dd, J

5,5, 3,8 Hz, CH,CH), 7,33-7,39 (2H, m, Ph), 7,62-7,71 (2H, m, Ph), 8,25 (1H, , J 5,5 Hz,
NH), 8,59 (1H, s, C=CH); *C NMR (100 MHz; CDCI3) &c 14,0, 14,1, 22,6, 29,3, 29,3,
29,5, 29,5, 29,6, 31,8, 41,1, 61,3, 75,4, 116,9, 117,8, 118,0, 125,2, 129,8, 134,9, 150,0,
1552, 1579, 162,5, 169,3, 170,3; HRMS obliczone dla CyHyNONa [M+Na]":

510,2468, znalezione: 510,2462.

8%
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