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ABSTRACT

Lipases (EC 3.1.1.3; triacylglycerol acylhydrolases) are the most commonly
used enzymes in biotransformations of organic compounds. In living organisms
lipases catalyze hydrolysis of higher fatty acid esters of glycerol, thus fulfill
an essential function in metabolism of lipids (e.g. fats and oils) and lipoproteins.
This year marks 125 years since J.R. Green has identified and described the first
lipase isolated from germinated castor-oil beans (Ricinus communis L.) in the form
of an extract showing hydrolytic properties. Plants, as well as bacteria are able to
produce lipases what was reported in 1901 by Dutch scientist — Christiaan Eijkman.
Lipases are also produced by fungi, yeasts, and various organs of higher organisms.

A strong foundation, which had a huge impact on the development of global
lipase-mediated biotransformations was the discovery made in 1935 and descri-
bed in Biochemistry Journal and Biochemische Zeitschrift by Polish biochemist-
-enzymologist Ernest Alexander Sym (1893-1950) that these enzymes retain almost
full catalytic activity even in nearly anhydrous organic solvents. This was exactly
fifty years before Russian chemist Alexander Klibanov in 1985 described a lipase-
-catalyzed reaction carried out in organic solvents. Since that moment, lipases have
became extremely popular in both academic and industrial usage, nowadays being
the most important among all biocatalysts used in biochemical processes carried out
on an industrial scale.

The purpose of this article is to provide a brief characterization of the two
most widely used in industrial biotransformations lipases — lipase B from Candida
antarctica (CAL-B) and lipase from Burkholderia cepacia (BCL) — and familiarize
the readers with the issues of biotechnological processes catalyzed by them. The
specifics of a range of industrial applications based on lipase catalysis, including
the chemical, pharmaceutical, cosmetic and food industries are also discussed.

Keywords: lipases, Candida antarctica lipase B (CAL-B), Burkholderia cepacia lipase
(BCL), industrial applications, biocatalysis, enantiomerically pure compounds
Stowa kluczowe: lipazy, lipaza B Candida antarctica (CAL-B), lipaza Burkholderia
cepacia (BCL), zastosowania przemystowe, biokataliza, zwigzki enancjomerycznie
czyste
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WPROWADZENIE

Pierwsze udokumentowane zastosowanie proceséw biotechnologicznych miato
miejsce ok. 5000 lat temu, kiedy to na obszarach bliskiego wschodu i w Egipcie wyko-
rzystywano mikroorganizmy do réznego rodzaju fermentacji spozywczych, w tym
m.in. w piekarnictwie, w serowarstwie, browarnictwie oraz przy produkcji alko-
holu [1]. Natomiast pierwsze $wiadome zastosowanie proceséw biotransformacji
mialo miejsce w 1823 roku, kiedy uzyto bakterii kwasu octowego z rodzaju Aceto-
bacter zaadsorbowanych na zlozu widréw bukowych w przemystowej produkcji
octu metoda Schiitzenbacha [2]. Od tamtej pory nastapilo wiele zmian, poczawszy
od technik selekcji i hodowli mikroorganizmdw oraz izolacji i oczyszczania enzy-
moéw, a skonczywszy na chemicznych lub genetycznych modyfikacjach, stuzgcych
poprawie nie tylko ich wlasciwosci katalitycznych, ale réwniez zwiekszeniu stabil-
nosci w warunkach procesowych [3-9].

Jednymi z najczesciej wykorzystywanych enzymoéw w biotransformacjach sa
lipazy (EC 3.1.1.3; acylohydrolazy triacylogliceroli). W tym roku mija 125 lat od
czasu gdy J. R. Green zidentyfikowal oraz opisal pierwsza lipaz¢ w postaci ekstraktu
o hydrolitycznych wtasciwosciach, wydzielonego z kietkujacych nasion racznika
pospolitego (Ricinus communis L.) [10]. Jak sie péZniej okazato, zdolnos¢ produko-
wania lipaz posiadajg nie tylko roéliny, ale réwniez bakterie, o czym doniést w 1901
roku holenderski mikrobiolog Christiaan Eijkman [10]. Lipazy wytwarzane s3 row-
niez przez grzyby, drozdze, a takze poszczegdlne organy organizmoéw wyzszych,
dzieki czemu szacuje sig¢, ze obecnie na rynku dostepnych jest w sprzedazy okoto
70 preparatéw lipaz [12-15].

Omawiajgc poczatki biokatalizy z udzialem lipaz nie sposéb réwniez nie
wspomnie¢ o Ernescie Alexandrze Teofilu Symie (1893-1950) (Rys. 1) [16-20].

Rysunek 1. Ernest Alexander Teofil Sym (1893-1950)
Figure 1. Ernest Alexander Teofil Sym (1893-1950)

Zdumiewajgce jest, iz postaé tego wybitnego przedwojennego polskiego bio-
chemika-enzymologa zostala prawie calkowicie zapomniana, a informacja, ze byl
on $wiatowym pionierem badan nad kataliza enzymatyczng w ukladach niewod-
nych oraz w syntezie organicznej, nie dociera do $wiadomosci spotecznosci nauko-
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wej nawet w kregach polskich badaczy. Warto przypomnie¢, ze Alexander Sym juz
w latach 30-tych XX w. badal mechanizm katalizy enzymatycznej zachodzacej przy
udziale lipaz, wysuwajac oryginalng hipoteze, iz polega on na aktywowaniu alko-
holu i/lub estru przez ich Iaczenie si¢ z protonem. Przy okazji prowadzil réwniez
badania nad kinetyka reakcji enzymatycznych, wykazujac m.in., ze esterazy i lipazy
sg zasadniczo tymi samymi enzymami. Jego prace poswiecone aktywnosci hydroli-
tycznej, a w szczegdlnosci syntetycznej lipaz, w tym ogdlnie badaniom czynnikow
przyspieszajacych dzialanie esteraz publikowane byly w owym czasie w najbardziej
prestizowych czasopismach naukowych, m. in. w Biochemistry Journal oraz Bioche-
mische Zeitschrift (Rys. 2A) [21-25]. Dzigki poczynionym przez Syma obserwacjom
dotyczacym rozpuszczalnosci kwasow ttuszczowych w wodzie w obecnosci réznych
dodatkow o charakterze aktywatoréw w trakcie procesu ich enzymatycznej hydro-
lizy, podjat on badania wplywu rozpuszczalnikéw organicznych na reakcje esteraz
oraz lipaz. To z kolei doprowadzilo do jego najwigkszego opisanego w 1935 roku
odkrycia, ze enzymy sg aktywne réwniez w bezwodnych rozpuszczalnikach orga-
nicznych. Najbardziej plodny okres w jego twdrczosci naukowej przypada na lata
1930-1936 podczas jego prac w Laboratorium Biochemicznym Wydzialu Medycz-
nego oraz w Zakladzie Chemii Ogodlnej i Fizjologicznej Wydzialu Weterynarii
Uniwersytetu Warszawskiego u boku prof. Stanistawa Jana Przyleckiego. W latach
1930-1931 Aleksander Sym odbywa staze naukowe w Sztokholmie pod kierunkiem
Hansa von Eulera oraz w Kaiser Wilhelm Institut, Berlin-Dahlem u prof. Carla
Neuberga. Alexandrowi Symowi zawdzigczamy réwniez pierwsze pojawienie sie
okreslenia biokataliza w jezyku polskim (prawdopodobnie po raz pierwszy w ogole)
w pracy pt.: ,,Utlenienia i redukcje w uktadach biologicznych” opublikowanej w 1936
roku w czasopi$mie Biologja Lekarska (Rys. 2B) [26].

A CXXXIX. LIPASE AND ITS ACTION. Lxxxvn. Action oF esterase N THE  BBIOLOGJA LEKARSKA = BIOLOGIA LEKARSKA
1L THE ACTION OF LIPASE IN OF ORGANIC SOLVENTS. w Mieraskiem Dr. 5. OTOLSI
THE SYSTEM: OLEIC ACID-GLYCEROL-WATER- Jx ERNEST ALEXANDER S5V, T ey =
DISSOLVED LIPASE. From the l»mv:nde::z:j::x: l"’hr»dﬁu:z'mzmw Faculty of Rok. )SV;~ Nr. L C¢=5~ix~c7]96€§ zuje
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Rysunek 2. (A) Przykladowe przedruki stron tytulowych publikacji z lat 1930-1936 wyraznie podkreslajace
wplyw rozpuszczalnikéw organicznych na katalize enzymatyczng z udzialem lipaz oraz esteraz.
(B) Pierwsza praca, w ktérej pojawia sie termin biokataliza (patrz ostatni akapit strony 266)

Figure 2. (A) Samples of cover page reprints of publications from the years 1930-1936, clearly highlighting
the effect of organic solvents on enzymatic catalysis with lipases and esterases. (B) The first work,
in which appears the term biocatalysis (see the last paragraph of page 266)
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Pierwsze zastosowanie przemyslowe biotransformacji zwiazkéw hydrofobo-
wych, nierozpuszczalnych w wodzie z uzyciem lipaz datuje si¢ na rok 1980. W tym
czasie koncern Unilever zaczal produkcje masta kakaowego z uzyciem 1,3-specyficz-
nych lipaz izolowanych z Aspergillus niger oraz Rhizopus japonicus [27]. Podobnym
wielkotonazowym procesem interestryfikacji ttuszczéw, w tym miedzy innymi oleju
palmowego kwasem stearynowym z zastosowaniem tych samych enzymoéw, trud-
nila si¢ od 1981 roku firma Fuji Oil, Co Ltd. [28]. Datg przelomowa dla rozkwitu
biotransformacji syntetycznych zwiazkéw organicznych okazal sie rok 1985, kiedy
to rosyjski chemik Alexander Klibanov stwierdzil (a tak naprawde jedynie przy-
pomnial po Ernescie Symie), ze enzymy wykazujg aktywno$¢ katalityczng réwniez
w $rodowisku rozpuszczalnikéw organicznych, posiadajac tym samym uzyteczne
dziatanie w systemach niewodnych [29]. Wkrétce po tym, w roku 1988 dochodzi
do powstania instalacji przemystowej w koncernie Sumitomo do produkeji enan-
cjomerycznie czystych 4-hydroksy-2-cyklopentanonéw w procesie enzymatyczne;j
hydrolizy ich estréw [30]. Z kolei pierwsza na skale przemyslowg transestryfikacje
triacylogliceroli z uzyciem krétkotancuchowych kwaséw tluszczowych, katalizo-
wanag 1,3-specyficzng lipaza pochodzenia grzybowego z Mucor miehei, wdrozyla
w roku 1990 firma Unilever [31].

W ostatnim 25-leciu technologie z udzialem lipaz [32-35] koncentruja si¢
wyraznie na obszarach produkcji malotonazowej i na syntezie zwigzkéw wysoko-
specjalistycznych oraz drogich, wymagajacych szczegdlnej czystosci, a wiec wsze-
dzie tam gdzie nie ma konkurencji ze strony metod wielkoprzemystowej syntezy
organicznej. Ponizej zaprezentowano przyktady przemystowych biotransformacji
z uzyciem dwoch najczesciej stosowanych lipaz - lipazy B z Candida antarctica
(CAL-B) oraz lipazy z Burkholderia cepacia (BCL).

1. PROCESY KATALIZOWANE PRZEZ LIPAZE B
Z CANDIDA ANTARCTICA (CAL-B)

Lipaza B izolowana z grzyba Candida antarctica (CAL-B), odkrytego w latach
60-tych XX w. w stonych wodach jeziora Vanda potozonego w Dolinie Wrighta
na Antarktydzie, jest jak do tej pory najczesciej stosowanym enzymem w proce-
sach biokatalitycznych zaréwno w skali laboratoryjnej jak réwniez malotonazowe;.
Ogromna ilo$¢ pozycji ksigzkowych, publikacji naukowych oraz patentéw $wiad-
czy dobitnie o uzytecznosci oraz wszechstronnosci tego biokatalizatora szczegdl-
nie w reakcjach transestryfikacji/hydrolizy racemicznych mieszanin odpowied-
nio: (alkoholi i amin)/(estréw oraz amidéw) [36-38]. CAL-B nalezy do rodziny
enzymow posiadajacej strukture faldowania a/f-hydrolaz serynowych o masie
czgsteczkowej 33 kDa, punkcie izoelektrycznym plI 6,0 oraz optimum pH 7,0.
W roztworach wodnych lipaza ta zachowuje pelng stabilnos¢ w szerokim zakresie
pH 3,5-9,5 oraz w wysokiej temperaturze (50-60°C), utrzymujac nawet 15% swej
maksymalnej aktywnosci powyzej temperatury 70°C. Wyznaczona z wysoka roz-
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dzielczoscia (1,55 A) w roku 1994 przez Uppenberg i in. [39, 40] krystaliczna struk-
tura CAL-B (Rys. 3) wykazala, iz sklada si¢ ona z 317 aminokwasdw oraz posiada
centrum aktywne zawierajgce nastepujaca triade katalityczna: Asp 187, His 224 oraz
Ser 105. Kieszen wigzaca substrat ma ,,charakter acylowy” i zbudowana jest z bardzo
duzej oraz $redniej przestrzeni wnekowej umozliwiajacej pomieszczenie drugorze-
dowych alkoholi/amin z odpowiednio matym oraz bardzo duzym podstawnikiem
zlokalizowanym po obu stronach centrum stereogenicznego substratu. W odréznie-
niu od wiekszosci lipaz, CAL-B posiada bardzo mate ,wieczko” (krétka a-helikalng
strukture), ktdre z racji na ograniczong mozliwo$¢ przestaniania centrum aktyw-
nego powoduje, iz enzym ten praktycznie w ogdle nie potrzebuje aktywacji miedzy-
fazowej by moc katalizowaé reakcje [41, 42], totez doskonale nadaje si¢ do pracy
w czystych rozpuszczalnikach organicznych. Dostep do wnetrzna kieszeni aktywnej
dla substratéw i rozpuszczalnikéw mozliwy jest poprzez waski kanal zbudowany
z hydrofobowych aminokwaséw.

Obecnie uwaza si¢, ze CAL-B jest najbardziej uniwersalnym enzymem, przeja-
wiajacym wysoka aktywno$¢ katalityczng oraz selektywno$¢ wobec zréznicowanej
strukturalnie puli substratow organicznych. W handlu lipaza B z Candida antarctica
wystepuje najczesciej w postaci immobilizowanej pod odpowiednia nazwg Novo-
zym 435, Novozyme 435 lub Novozyme SP 435 — w zaleznosci od mikroorganizmu
(Aspergillus niger lub Aspergillus oryzae), w ktérym przeprowadza si¢ klonowa-
nie oraz ekspresje bialka enzymatycznego. Preparaty te, sprzedawane przez firme
Novo Nordisk A/S (obecnie Novozymes A/S) przygotowywane sg na bazie CAL-B
immobilizowanej w sposéb fizyczny na wyprodukowanej przez firme Bayer makro-
porowatej zywicy poli(metylo-metaakrylano-diwinylobenzenowej) (Lewatit VP
OC 1600°), posiadajacej odpowiednio $rednie wartosci wielkosci czastek z zakresu
315-1000 um, pola powierzchni wynoszace 130 m’xg ™' oraz $rednice poréw o dtu-
gosci 150 A. Tak przygotowane immobilizaty lipaz charakteryzuja sie bardzo duza
stabilnos$cig w warunkach procesowych, wynikajaca gtéwnie z odpornosci mecha-
nicznej wobec naprezen $cinajacych w plynie towarzyszacych intensywnemu mie-
szaniu, a takze ze wzgledu na malg wrazliwos¢ na wysokie temperatury, zmienne pH
srodowiska reakcji oraz stosowane rozpuszczalniki organiczne.

W niniejszym przegladzie przedstawiono w skrocie jedynie kilka najwazniej-
szych zastosowan tej lipazy jako katalizatora stosowanego w procesach otrzymywa-
nia substancji chemicznych o wysokiej wartosci dodanej, ktérych skala produkcyjna
nie przekracza kilkuset kilograméw.
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ASP 187

Rysunek 3. (A) Struktura 3D lipazy B z Candida antarctica (PDB ID: 1TCA). (B) Utozenie przestrzenne reszt
aminokwasowych (AK) wchodzacych w sklad tzw. ,triady katalitycznej” (Asp 187, His 224, Ser
105) nalezacej do centrum aktywnego CAL-B (wzajemne odlegtoéci miedzy AK podane zostaty w
Angstremach). Struktura krystaliczna biatka enzymatycznego zostata pobrana z bazy Protein Data
Bank (PDB) oraz przetworzona za pomocg programu Pymol vs 0,99

Figure 3. (A) The 3D structure of lipase B from Candida antarctica (PDB ID: 1TCA). (B) The spatial orien-
tation of the amino acid (AAs) residues in the so-called “catalytic triad” (Asp 187, His 224, Ser
105) belonging to the active-site of CAL-B (the mutual distance between the AAs are given in
Angstroms). Crystal structure of enzymatic protein was downloaded from the Protein Data Bank
(PDB), and processed using Pymol vs 0,99

Holenderska UNICHEMA Chemie BV byla pierwsza firmg, ktéra opracowata
w skali przemystowej [3,1 M (800 gxlitr')] chemoenzymatyczna synteze cennego
surowca kosmetycznego — palmitynianu izopropylu (3, Schemat 1) - stosowanego
w produkcji mydet, pianek, pomadek oraz kremoéw do skory [43]. Reakcje pomie-
dzy kwasem palmitynowym (1) a 2-propanolem (2) prowadzono w reaktorze
przeptywowo-membranowym o dzialaniu okresowym z uzyciem Novozymu 435.
Powstajaca w trakcie reakcji wode usuwano w postaci azeotropu (alkohol/H,0)
pod ci$nieniem 0,26 bar. W wyniku tego procesu uzyskiwano produkt 3 o czysto-
$ci >99% wg GC z praktycznie ilosciowa wydajnoscia (99%) w relatywnie krétkim
czasie (14 godz.).

! Lipaza B Candida antarctica
OH O R ( '

,,,,,,,, Novozym 435)
\/\/\/\/\/\/\/\]70 . )\ \/\/\/\/\/\/\/\fo + H,0
OH reaktor przeplywowo-membranowy, (@)
1 2 65-80°C, 14 godz. 3,99% (>99% czyst.) \|/

Schemat 1. Chemoenzymatyczna synteza palmitynianu izopropylu (3) katalizowana lipazg B z Candida
antarctica (Novozym 435)

Scheme 1. Chemoenzymatic synthesis of isopropyl palmitate (3) catalyzed by Candida antarctica lipase B
(Novozym 435)

Bardzo wydajna procedura otrzymywania w skali przemysltowej (15,2S)-trans-
-2-metoksycykloheksanolu [(S,S)-4] (Schemat 2) - prekursora w syntezie antybioty-
kow p-laktamowych 6 (Trinems) zostata opracowana w firmie Glaxo Wellcome plc.
[44]. Kluczowym etapem syntezy jest rozdzial kinetyczny racemicznego alkoholu
rac-trans-4 za pomoca octanu winylu oraz Novozymu 435 jako katalizatora z dodat-
kiem trietyloaminy. W tak zaprojektowanych warunkach optycznie czynny alkohol
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(5,5)-4 otrzymano z przecigtng wydajnoscig 36%, ale za to z bardzo wysoka czy-
sto$cig enancjomeryczng (99% ee) w czasie 6-8 godzin. Dodatkowo, wyboér cyklo-
heksanu jako rozpuszczalnika okazal si¢ bardzo istotny, nie tylko ze wzgledu na
optymalne dopasowanie tego medium do zastosowanej lipazy, ale réwniez z uwagi
na mozliwos¢ selektywnej ekstrakcji otrzymanych produktéw. Co wazne, pozwolito
to wyeliminowac etap rozdzialu mieszaniny reakcyjnej za pomoca chromatografii.
Stezenie racemicznego substratu rac-trans-4 wynosito 1,4 M (182 gxlitr '), a uzyty
immobilizowany enzym wykazywal duza stabilnos¢ procesows, zachowujgc ponad
polowe swojej aktywnosci katalitycznej nawet po 9 cyklach reakcyjnych.

! Lipaza B Candida antarctica-';
Q O— " Novomymess) | @
“OMe T > OMe “oMe T Nome
OH o OH OAc

AH octan winylu, cykloheksan, NEt;,
temp. pok., 6-8 godz., konwersja = 55%
rac-trans-4 (5,5)-4, 36%, 99% ee (R,R)-5

l J kilka etapow

HQH H
)=

R = Na lub CH(CH3)OC(O)CeHyy 7/

G
N o
[e]

CO-R
6 (Trinems)

Me

Schemat 2. Chemoenzymatyczna synteza tricyklicznych antybiotykéw S-laktamowych 6 (Trinems) katalizo-
wana Novozymem 435
Scheme 2. Chemoenzymatic synthesis of tricyclic f-lactam antibiotics 6 (Trinems) catalyzed by Novozym 435

Z kolei technolodzy z firmy Schering-Plough opracowali enzymatyczng desy-
metryzacje prochiralnego 2-podstawionego-1,3-propanodiolu (7) - kluczowego
potproduktu w syntezie przeciwgrzybicznego preparatu 13 o handlowej nazwie
SCH51048 [45, 46]. Zwiazek 13 jest pochodng posakonazolu oraz itrakonazolu
i podobnie jak one posiada udowodniong aktywnos¢ biologiczng wykorzystywang
w leczeniu systemowych kandydoz wywotanych drozdzakami z rodzaju Candida
oraz infekcji oddechowych wywotanych grzybami z rodzaju Aspergillus. Obecnie
znajduje sie¢ w II fazie badan klinicznych. Na Schemacie 3 zaprezentowano dwie
metody syntezy: (i) enzymatyczng desymetryzacje odpowiedniej pochodnej die-
strowej (R)-10 oraz (ii) desymetryzacje¢ prochiralnego diolu 7. W obu przypadkach
tworzy sie nieracemiczna pochodna (R,S)-12, ktéra nastepnie transformowana jest
w pozadany chemoterapeutyk 13 w szeregu prostych reakcji. Desymetryzacje nie-
racemicznego dimaslanu (R)-10 przeprowadzono stosujac immobilizowang lipaze
Pseudomonas fluorescens (lipaz¢ Amano AK) zawieszong w mieszaninie wodnego
roztworu chlorku potasu i tetrahydrofuranu, otrzymujac odpowiedni monomaslan
(R,S)-11 z dobra wydajnoscia (64%) oraz z bardzo wysokim nadmiarem diastere-
oizomerycznym (99% de). Duzo szybsza i prostsza metodg okazatla si¢ ta, w ktorej
mezo diol 7 estryfikowano pro-S-selektywnie za pomocg octanu winylu i Novo-
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zymu 435. Wydajno$¢ otrzymanego w ten sposob monooctanu (S)-8 wyniosta 74%,
a czysto$¢ enancjomeryczna 99% ee. Poniewaz kolejny etap syntezy — cyklizacja
(5)-8 - prowadzony byl w acetonitrylu, enzymatyczng hydrolize z udzialem lipazy
CAL-B przeprowadzono w tym samym rozpuszczalniku, dzieki czemu proces mogt
by¢ kontynuowany bez wydzielania produktu posredniego. Stezenie uzytego diolu 7
wynosito 0,876 M (200 gxlitr '), a podana wielkos¢ szarzy procesu: 30 kg substratu 7
w 150 litrach acetonitrylu. W tych warunkach mozliwe bylo 6-krotne wykorzystanie
biokatalizatora bez obserwowalnych spadkéw efektywnosci jego dziatania.

OH _OAc OAc
oH  Lipaza B Candida antarctica | > __OH OAc
i ! (Novozyme SP 435) | Foe i
+
octan winylu, CHzCN, 0 °C, 6 godz.
F pro-S-transestryfikacja F F
7 (S)-8, 74%, 99% ee 9, 26%
/ o
—OTos 0
F s F
) o - G D
:\N . N\> F \N’N N o
F A\
<y ‘\\N> WA
(R.S)-12 \ 13 (SCH51048) QN{
\/\n/o \/\“/O\
o " Lipaza Pseudomonas fluorescens | O A _OH
DO o (BmenoAK) ; w8
‘. ’/l
; (N‘N THF, KClaq, ] (N‘N
R‘ W pro-R-hydroliza k‘ _//
(R-10 (R,S)-11, 64%, 99% de

Schemat 3. Chemoenzymatyczna synteza przeciwgrzybicznego chemoterapeutyku 13 (SCH51048) katalizo-
wana Novozymem 435
Scheme 3.  Chemoenzymatic synthesis of antifungal agent 13 (SCH51048) catalyzed by Novozym 435

Kolejnym przyktadem zastosowania lipazy B z Candida antarctica jest realizo-
wana przez Ichikawa Gosei Kagaku Co., Japan synteza enancjomerycznie czystego
(1S,2S)-trans-2-bromoindan-1-olu [(1S,25)-15] (Schemat 4) [47]. Zwiazek ten jest
kluczowym polproduktem w syntezie cis-1-aminoindan-2-olu (16) - farmaceu-
tycznie czynnego skladnika lekdw antyretrowirusowych stosowanych w leczeniu
wirusowego zespolu nabytego braku odpornosci (AIDS). Substratem w tym proce-
sie jest racemiczny trans-2-bromo-1-(acetoksy)indan (rac-trans-14), ktéry poddaje
sie enancjoselektywnej metanolizie katalizowanej Novozymem 435 zawieszonym
w 2-propanolu. Optycznie czynny alkohol (1S,25)-15 o bardzo wysokiej czystosci
enancjomerycznej wynoszacej 99% ee otrzymywano z wydajnoscia 45%. Nieprzere-
agowany ester (1R,2R)-14 odzyskiwano z wydajnoscig 52%.
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Schemat 4.  Rozdzial kinetyczny racemicznego trans-2-bromo-1-(acetoksy)indanu (rac-trans-14) katalizo-
wany Novozymem 435

Scheme 4. Kinetic resolution of racemic trans-2-bromo-1-(acetoxy)indan (rac-trans-14) catalyzed by
Novozym 435

Octan (Z)-3-heksen-1-ylu [(Z)-18] jest surowcem zapachowym o $wiezej zie-
lonej nucie, stosowanym jako dodatek do zywnosci lub w przemysle kosmetycz-
nym jako skfadnik bazy zapachowej. Opracowaniem jego przemystowej syntezy
z uzyciem lipazy B z Candida antarctica zajal si¢ zespol francuskich naukowcow
we wspOlpracy z firma Naturex (Schemat 5) [48]. Opisali oni efektywna synteze
tego surowca w skali poltechnicznej uzywajac 5 kg (Z)-3-heksen-1-olu [(Z)-17]
(1,5 molxlitr), réwnomolowej ilosci kwasu octowego oraz Novozymu 435 zawie-
szonego w suchym #n-heksanie. Reakcje prowadzono w temperaturze 70°C z ciagglym
oddestylowywaniem tworzacej si¢ wody, co pozwolito otrzyma¢ pozadany ester
(2)-18 z bardzo wysoka 94% wydajnoscia. Uzyty w tych warunkach enzym zacho-
wywal pelng aktywnos¢ katalityczng przez 7 cykli reakcyjnych.

O Lipaza B Candida antarctica o
Neeeee- (Novozym 435) 1 )]\
= OH = O + H,O
kwas octowy, heksan, 70 °C,
(2-17 4-5 dni, konwersja = 96% (2)-18, 94%

Schemat 5. Estryfikacja (£)-3-heksen-1-olu [(£)-17] kwasem octowym w obecno$ci Novozymu 435
Scheme 5. Direct esterification of (Z)-3-hexen-1-ol [(Z)-17] with acetic acid in the presence of Novozym 435

Inny immobilizowany preparat CAL-B (Chirazyme L2-C2) okazal si¢ uzytecz-
nym katalizatorem w przemystowej produkcji retinolu (22, witaminy A) realizo-
wanej przez szwajcarska firme Hoffmann la Roche od przeszlo 16 lat (Schemat 6)
[49, 50]. W procesie katalizowanej enzymatycznie transestryfikacji (2Z,4Z,7E)-
-3,7-dimetylo-9-(2,6,6-trimetylocykloheks-1-enylo)nona-2,4,7-trieno-1,6-diolu
(19) stosowany jest octan winylu jako donor grupy acetylowej oraz aceton jako roz-
puszczalnik. W przeciwienstwie do chemicznej estryfikacji, metoda enzymatyczna
daje nie tylko bardzo wysoka selektywnos¢ (97%) acylowania 19 do odpowiedniego
monoestru 20, ale réwniez bardzo wysoka konwersje substratu (99%). Jedyna wada
tego procesu jest mata szybkos¢ reakcji, albowiem regioselektywna transestryfikacja
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1,4 kg diolu 19 zajmuje az 74 dni. Proces prowadzony jest w temperaturze poko-
jowej, co obniza koszty. Tak przygotowany potprodukt 20 (1,6 kg/szarze) podda-
wany jest nastepnie odwodnieniu, izomeryzacji oraz hydrolizie, w rezultacie ktérych
otrzymywana jest ostatecznie witamina A (22).

O L|paza B Candida antarct/ca

Z Yy 00 Y (Chirazyme L2-C2) ____ Z x o
OH OH
OH octan winylu / aceton 70% (v/v), O)J\
19 temp. pok., konwersja = 99 % 20
) dehydrogenacja
2) izomeryzacja
M hydrol|za M
2 (witamina A)

Schemat 6.  Chemoenzymatyczna synteza retinolu (22, witaminy A) katalizowana Chirazymem L2-C2
Scheme 6.  Chemoenzymatic synthesis of retinol (22, vitamin A) catalyzed by Chirazymem L2-C2

Bardzo ciekawe przemyslowe zastosowanie immobilizowanej CAL-B (Novo-
zyme-435) w procesie selektywnego acetylowania leku przeciwnowotworowego —
nelarabiny (23) - stosowanego w leczeniu niektorych odmian biataczek, opracowat
koncern farmaceutyczny Glaxo Wellcome (Schemat 7) [51]. Dzieki temu prostemu,
bardzo selektywnemu oraz wydajnemu procesowi firma ta wprowadzita na rynek
acetylowa pochodng zwigzku 23, bedacg znanym pro-lekiem antybialaczkowe;j
ara-G (25, 9-f3-p-arabinofuranozylo guaniny). Za pomoca uzyskanej modyfika-
cji strukturalnej nelarabiny (23) osiggnieto znaczna poprawe jej rozpuszczalnosci
w roznych mediach, co zwiekszyto biodostepnos¢ leku oraz jego aktywno$¢ bio-
logiczng. Dodatkowo, otrzymanie 5-monoacetylowej pochodnej 24 przyczynilo
sie do lepszego poznania metabolizmu wcze$niej odkrytego pro-leku 23 i co naj-
wazniejsze udowodniono dzigki temu, ze zardwno nelarabina (23) jak réwniez jej
acetylowa pochodna 24 biotransformowane sg in vivo do tej samej farmakologicznie
aktywnej postaci leku, czyli ara-G (25). Sposréd wielu przetestowanych enzymow
zdecydowanie najlepszym okazat si¢ wyzej wspomniany Novozyme-435, ktory kata-
lizowat reakeje transestryfikacji uzytej w stezeniu 50 g/litr nelarabiny (23) octanem
winylu selektywnie w pozycji 5-OH, z konwersjami substratu powyzej 99%. Nie-
stety, zwiekszenie stezenia 23 do 100 g/litr negatywnie wplynelo na konwersje, obni-
zajac jej wartos¢ do 60-70%. Dobor optymalnych warunkéw katalizowanego Novo-
zymem-435 acetylowania nelarabiny (23) pozwolit ograniczy¢ ilo§¢ zanieczyszczen
(3’-mono- oraz 5,3’-di-octanu) do mniej niz 0,5%.
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octan winylu, 1,4-dioksan, NEt3 [10% (v/V)],

OH ©OH 30 °C, 48 godz., konwersja >99%

23 (Nelarabina)

in vivo in vivo

oH OH
25 (ara-G)

Schemat 7.  Regioselektywna transestryfikacja nelarabiny (23) octanem winylu katalizowana Novozyme-435
Scheme 7. Regioselective transesterification of nelarabin (23) with vinyl acetate catalyzed by Novozyme-435

Innym przyktadem uzytecznosci oraz wszechstronnosci katalizy enzymatycz-
nej jest chemoenzymatyczny proces otrzymywania obu enancjomeréw 1,3,4,5-tetra-
kisfosforanu mio-inozytolu (D-29 oraz L-30) opracowany przez technologéw ze
szwajcarskiej firmy Novartis Pharma AG (Schemat 8) [52]. W kluczowym dla catego
procesu etapie enzymatycznym uzycie CAL-B (Novozym 435) i octanu winylu jako
donora grupy acetylowej oraz tetrahydrofuranu jako rozpuszczalnika, pozwo-
lito uzyska¢ doskonaly rozdzial kinetyczny benzylowej pochodnej mio-inozytolu
rac-27. Dzigki temu otrzymano odpowiedni monoester (+)-28 oraz nieprzereago-
wany polialkohol (-)-27 w postaci enancjomerycznie czystej (>99% ee) z praktycz-
nie ilosciowymi wydajnosciami dla konwersji réwnej 50%.

0Bn P 0Bn
| Lipaza B Candida antarctica
on Q— ° :

OH detapy HO A\ LOH & = (Novozym 435) HO, OH
+
BnO"’ “OH  octan winylu, THF, temp. pok., 92 godz. BnO"™ “OH
OH konwersja = 50% OH OAc
26 (mio-inozytol) rac-27 (-)-27, 49%, >99% ee (+)-28, 49%, >99% ee
Bn = gr. benzylowa J 3 etapy J 3 etapy
P = POgHK

D-29 L-30

Schemat 8.  Chemoenzymatyczna synteza D-1,3,4,5-tetrakisfosforanu mio-inozytolu (D-29) oraz L-1,3,4,5-
tetrakisfosforanu mio-inozytolu (L-30) z wykorzystaniem Novozymu 435

Scheme 8. Chemoenzymatic synthesis of D-myo-inositol-1,3,4,5-tetrakisphosphate (D-29) and L-myo-
inositol-1,3,4,5-tetrakisphosphate (L-30) by using Novozym 435
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Kolejnym przykladem wykorzystania CAL-B (Novozym 435) jest przemy-
stowa metoda otrzymywania optycznie czynnego (2R)-4-(propan-2-yloksy)butan-
2-olu [(R)-33] (Schemat 9) [53]. Jego synteza wykorzystujaca rozdzial kinetyczny
racemicznego alkoholu rac-31 z uzyciem propionianu winylu opracowana zostala
przez japonska firme Mitsubishi Gas Chemical Company, a otrzymywany dzigki niej
enancjomer (R)-33 wykorzystywany jest do produkeji optycznie czynnych cieklych
krysztalow.

____________________________ O
o ' Lipaza B Candida antarctica
4 J\ S (Novozym435) ‘ o J\ oA J\
+
/5\/\0 /(F'U\/\O “~"0

propionian winylu, temp. pok., 24 godz.
rac-31 (R)-32, 88% (9)-31, 60%

l KOH (H,O/MeOH),

temp. pok., 1 godz.
OH /k
Wo
(R)-33, 68%
Schemat 9.  Rozdzial kinetyczny racemicznego 4-(propan-2-yloksy)butan-2-olu (rac-31) katalizowany Novo-

zymem 435
Scheme 9.  Kinetic resolution of racemic 4-(propan-2-yloxy)butan-2-ol (rac-31) catalyzed by Novozym 435

Inny preparat immobilizowanej CAL-B (Novozyme SP 435) zostal zastosowany
przez firme Henkel do regioselektywnej estryfikacji glikozydu izoflawonu 34 kwasami
tluszczowymi (Schemat 10) [54]. Glikozyd 34 ze wzgledu na swoje silne wlasciwosci
anty-utleniajace, chronigce zywe komorki przed dzialaniem m.in. wolnych rodni-
kow, jest bardzo czesto stosowany w przemysle kosmetycznym, farmaceutycznym
oraz jako dodatek do zywnosci. Niestety przenikanie glikozydu izoflawonolowego
34 przez blony biologiczne jest ograniczone, totez funkcjonalizacja jego struktury
celem zwigkszenia lipofilowosci czgsteczki jest jak najbardziej pozadana. Opraco-
wana chemoenzymatyczna metoda syntezy jego estru z kwasem heksadekanowym
(palmitynowym) 35 nie tylko poprawila biodostepnosé wyjsciowego zwigzku 34,
ale dodatkowo pozwolita wykaza¢, ze pochodna 35 posiada potencjalne wtasciwosci
hamujgce aktywno$¢ proteaz serynowych wystepujacych w skdorze wlasciwej oraz
pozytywnie wplywa na produkcje kolagenu. To sprawia, ze produkowany ester 35
stanowi doskonaly surowiec kosmetyczny o dziataniu zapobiegajacym powstawaniu
zmarszczek mimicznych oraz wiotczeniu skdory. Ponadto warty uwagi jest fakt, iz
mimo ze weglowodany nie nalezg do naturalnych substratéw hydrolaz triacylogli-
ceroli, to lipaza CAL-B okazala si¢ bardzo efektywnym katalizatorem reakcji bezpo-
sredniej estryfikacji glikozydu 34 kwasem heksadekanowym, gwarantujac przy tym
wysoce regioselektywne przeksztalcenie pierwszorzedowej grupy hydroksylowej
w biotransformowanej czasteczce substratu.
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Schemat 10. Regioselektywna estryfikacja glikozydu izoflawonolowego 34 za pomocg kwasu palmitynowego
katalizowana Novozyme SP 435

Scheme 10.  Regioselective esterification of isoflavone glycoside 34 with palmitic acid catalyzed by Novozyme
SP 435

Walory CAL-B immobilizowanej na makroporowatej zywicy (tzw. beads)
o zastrzezonym sktadzie, sprzedawanej pod handlowg nazwg Chirazyme L-2 przez
tirme Boehringer Mannheim, dostrzezono w firmie Schering-Plough (Schemat 11)
[55]. Opracowana przez nich przemystowa procedura desymetryzacji diestru etylo-
wego kwasu 3-(3%4’-dichlorofenylo)glutarowego (36) w warunkach enzymatycznej
hydrolizy w wodnym roztworze buforowym pozwolifa otrzymac¢ enancjomerycznie
czysty monoester (S)-37 (>99% ee) z bardzo wysoka 82% wydajnoscia w relatywnie
tagodnych warunkach (40°C). Synteza tego zwigzku prowadzona byta w skali 50
kg uzytego substratu 36 przy jego stezeniu 100 g/litr. W jednej szarzy trwajacej 43
godziny otrzymywano 75,2 kg (S)-37, a w ciagu trzech szarz $rednio 200 kg. Otrzy-
mywany w ten sposdb nieracemiczny produkt posredni (S)-37 stuzy do dalszej
syntezy chiralnego zwigzku 38 o charakterze dualnego antagonisty ludzkich recep-
toréw tachikinowych (neurokinin NK1/NK2). Dzigki tej wlasciwosci zwigzek 38,
znajdujacy sie obecnie w fazie badan klinicznych, moze by¢ potencjalnie stosowany
w leczeniu przewlektych schorzen, m.in. astmy, obturacyjnych skurczy oskrzeli,
artretyzmu, a takze migreny.
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EtO OFt : Lipaza B Candida antarctica HO ) OFt
\(Chirazyme L-2 zaadsorbowany na beads):

(e} o o (¢}
bufor fosforan sodu (10 mM), pH 8,0, 40 °C, 43 godz.,
Cl konwersja = 93% Cl
Cl Cl

36 (5)-37, 82%; >99% ee

o
)J\NMez H kilka etapow

L _0O
A cl

G
N ) N al

Cl

Cl
38

Schemat 11.  Chemoenzymatyczna synteza dualnego antagonisty 38 ludzkich neurokinin (NK1/NK2) katalizo-
wana Chirazymem L-2

Scheme 11.  Chemoenzymatic synthesis of dual human neurokinin (NK1/NK2) antagonist 38 catalyzed by
Chirazyme L-2

W miedzynarodowym koncernie GlaxoSmithKline Pharmaceuticals opraco-
wano chemoenzymatyczng synteze chlorowodorku lotrafibanu [(S)-41] - aktyw-
nego doustnie antagonisty receptora fibrynogenu GPIIb/IIIa stosowanego w pro-
filaktyce i leczeniu zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej (Schemat 12) [56-58].
Bezpo$rednim powodem opracowania enzymatycznej metody syntezy tego leku
byla ch¢¢ wyeliminowania newralgicznego etapu chemicznego, podczas ktérego
dochodzito do znacznej utraty czysto$ci enancjomerycznej kluczowego chiralnego
1,4-benzodiazepinowego pdtproduktu, nastepujacej w wyniku racemizacji katalizo-
wanej przez tworzacy sie in situ wolny jon fluorkowy. O ile w skali laboratoryjnej
byto w pelni mozliwe selektywne zaadsorbowanie wydzielajacego si¢ fluorowodoru
przez sita molekularne 3 A i zapobieganie tym samym racemizacji, o tyle w skali
pilotazowej (>50 kg) nie zdotano rozwigzac tego problemu. Ponadto, zastosowanie
sit molekularnych w skali laboratoryjnej powodowalo znaczne straty wydajnosci,
gdyz w zeolicie zostawalo za duzo uwigzionego produktu. Alternatywne préby
doczyszczenia tego zwigzku przez wielokrotng krystalizacje nie przyniosty oczeki-
wanych rezultatow.
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Schemat 12. Chemoenzymatyczna synteza optycznie czynnego lotrafibanu [(S)-41] katalizowana przez Novo-
zym 435
Scheme 12.  Chemoenzymatic synthesis of optically active lotrafiban [(S)-41] catalyzed by Novozym 435

Dopiero zastosowanie katalizy enzymatycznej z udzialem CAL-B w postaci
dwdch réznych handlowo dostepnych immobilizatéw (Boehringer L-2 oraz Novo-
zym 435) i dwoch réznych metod (Schemat 12), zakonczyto si¢ sukcesem. W pierw-
szej metodzie, wychodzgc z alkoholu 2-nitrobenzylowego 39, otrzymano w 4-etapo-
wej syntezie racemiczny ester rac-40, ktéry nastepnie poddawano hydrolitycznemu
rozdzialowi kinetycznemu katalizowanego lipaza Boehringer L-2 w ciektym amo-
niaku. Pomimo, iZ czysto$¢ enancjomeryczna uzyskanego w ten sposob lotrafibanu
[(8)-41] w postaci wolnej aminy byta bardzo wysoka (>99,5% ee), a fagodne warunki
reakcji umozliwialy ponad 100-krotne uzycie enzymu, to jednak catkowita wydaj-
no$¢ procesu byla niesatysfakcjonujgca. Pelny sukces komercyjny stal sie mozliwy
dzieki zastosowaniu enzymatycznego rozdzialu kinetycznego na wczeéniejszym eta-
pie syntezy wraz z jednoczesnym powtérnym wykorzystaniem nieprzereagowanego
estru (R)-42. W wyniku zastosowania katalizowanej przez Novozym 435 enancjose-
lektywnej hydrolizy 246 kg racemicznego estru rac-42 otrzymano enancjomerycz-
nie czysty kwas (S)-43 (>99,8% ee) z wydajnoscia 47% oraz nieprzereagowany ester
(R)-42 z wydajnosciag 43%. Traktujac odpadowy ester (R)-42 metanolanem sodu
racemizowano go do wyjsciowego rac-42 z wysoka 88% wydajnoéciag. W dalszych
etapach syntezy prowadzono szereg typowych reakeji chemicznych, w tym miedzy
innymi regioselektywne jodowanie (61%), aminokarbonylowanie katalizowane
palladem (86%), redukcje wodorem na palladzie (87%) oraz chlorowodorowanie
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(94%), w wyniku ktérych otrzymywano farmaceutycznie czynny nieracemiczny
produkt (S)-41 w postaci chlorowodorku z catkowita wydajnoscig 20%.

Immobilizowang CAL-B (Novozyme SP 435) zastosowano réwniez podczas
przemystowej produkeji estréw pochodnych kwasu uronowego (Schemat 13) [59].
Patent firmy Cognis Deutschland GmbH & Co przedstawia prosty proces estry-
fikacji kwasu D-(-)-galakturonowego (44) n-butanolem katalizowany CAL-B
w temperaturze 60°C. Otrzymywany w ciagu 24 godzin ester butylowy kwasu
(28,35,4S,5R,6R)-3,4,5,6-tetrahydroksyoksano-2-karboksylowego (45) posiada wla-
$ciwosci powierzchniowo czynne i przeciwbakteryjne oraz stosowany jest jako sur-
faktant i/lub emulsyfikator przy produkeji kosmetykow.

O OH
. Lipaza B Candida antarctica | HO,
HO.. o ____(Novozyme SP 435) __ o P
2 o9
HO™ =~ "OH n-BuOH, 60 °C, 24 godz. R o
OH HO OH
44 45

Schemat 13. Estryfikacja kwasu D-(-)-galakturonowego (44) n-butanolem w obecnoséci Novozyme SP 435
Scheme 13.  Esterification of D-(-)-galacturonic acid (44) with n-butanol in the presence of Novozyme SP 435

Kolejnym doskonalym przykladem przemyslowego wykorzystania CAL-B jest
regioselektywne acylowanie rybawiryny (49) - leku przeciwwirusowego stosowa-
nego w ciezkich zakazeniach wirusem RSV oraz wirusem HCV (Schemat 14) [60].
Koncern Schering-Plough jako pierwszy zdecydowal sie na zastosowanie procesu
biokatalitycznego celem otrzymania odpowiedniej diastereizomerycznej pochod-
nej o charakterze pro-leku rybawiryny (50). Zwiazek ten produkowany jest obecnie
w ilo$ci 82 kg w czterech szarzach ze $rednig wydajnoscig kazdej z nich wynoszaca
83%. Uzycie lipazy Chirazyme L2-C2 zawieszonej w bezwodnym tetrahydrofuranie
pozwala na regioselektywne acylowanie wylacznie grupy 5-OH rybawiryny (49)
O-(N-benzyloksykarbonylo-L-alanylo)acetoksymem (48). Proces ten prowadzony
w 60°C przez 24 godziny pozwala na uzyskanie 90-95% przereagowania substratu
49 w produkt 50 o nadmiarze diastereoizomerycznym >99,9%.
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Schemat 14. Regioselektywne acylowanie rybawiryny (49) katalizowane lipazg Chirazyme L2-C2
Scheme 14.  Regioselective acylation of ribavirin (49) catalyzed by lipase Chirazyme L2-C2

Z kolei francuska firma Organon S.A. opracowala bardzo praktyczna i eko-
nomicznie oplacalng enzymatyczng metode otrzymywania enancjomerycznie
wzbogaconego (R)-seudenolu [(R)-51] - feromonu agregacyjnego kornikowatego
chrzaszcza Dendroctonus pseudotsugae (Schemat 15) [61]. Zastosowanie immobili-
zowanej CAL-B (Novozym 435) w reakgji transestryfikacji racemicznego alkoholu
rac-51 laurynianem winylu, nie tylko pozwolifo na enancjoselektywne rozdzielenie
stereoizomerdw rac-51 w warunkach kontroli kinetycznej, ale réwniez na skuteczne
wydzielenie czystych produktéw za pomoca zwyklej ekstrakeji z zastosowaniem
10% wodnego roztworu metanolu. Dzigki wyeliminowaniu procedury oczyszczania
przy uzyciu technik chromatograficznych, proces mogl by¢ z powodzeniem powigk-
szony do skali siedmiokilogramowe;j.

------------------------------ CHs
OH o ! Lipaza B Candida antarctica OH 0&’7‘.,
L (

oo Novozym 435) | ; C ﬂ
*
CHs CHs CHs

laurynian winylu, heptan, temp. pok.,
15 godz., 200 rpm, konwersja 34%
OH Ekstrakcja 10% MeOH,q
: o
CHs
@ OJ\M'" KOH/MeoH  §H
CHs )
60 °C, 30 min
(5)-51 _—
(faza wodno-alkoholowa) CHs CHg

rac-51 (Seudenol)
(R)-52, 40%, 80% czyst., 97% ee (R)-51, 65%,
(faza heptanowa) 98,4% czyst., 96% ee

Schemat 15. Chemoenzymatyczna synteza (R)-seudenolu [(R)-51] katalizowana przez Novozym 435
Scheme 15.  Chemoenzymatic synthesis of (R)-seudenol [(R)-51] catalyzed by Novozym 435

Innym przykladem zastosowania lipazy B z Candida antarctica (Addzyme
CAL-B) jest synteza (4aS,7aS)-oktahydro-1H-pirolo[3,4-b]pirydyny [(S,S)-55] -
zwigzku wykorzystywanego do produkeji moksyfloksacyny (Schemat 16) — chemo-
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terapeutyku z grupy fluorochinolondéw, zaburzajacych replikacje DNA bakterii [62].
Kluczowy w syntezie tego leku ester dimetylowy kwasu (25,3R)-acetylopiperydyno-
-2,3-dikarboksylowego [(R,S)-53] otrzymywany jest z wydajnoscig 46% w postaci
enancjomerycznie czystej (>99% ee) na drodze kinetycznego rozdziatu racemicz-
nego diestru rac-cis-53 katalizowanego przez Addzyme CAL-B rozpuszczonego
w mieszaninie buforu fosforanowego oraz wodorotlenku sodu. Proces prowadzony
jest w skali 80 gramowej uzytego substratu rac-cis-53 w 45°C przez 16 godz. do
momentu osiggniecia 53% konwersji. Pomimo, iz odzysk zastosowanej lipazy jest
nie mozliwy, to i tak biorac pod uwage 8-krotng oszczednos¢ czasu (16 godz. zamiast
140 godz.) oraz koszt jej zakupu w poréwnaniu z immobilizowanym preparatem
CAL-B, przewaga zaprojektowanej wielkolaboratoryjnej syntezy jest do$¢ znaczna.
Dodatkowo, zbedny rotamer (S,R)-54a/(S,R)-54b izolowany z wydajnoscia 52%
oraz 85% ee przeksztalcany jest w 6-etapowej procedurze z uzyciem tanich odczyn-
nikéw ponownie do rac-cis-53 z faczna wydajnosciag wynoszaca 75%.

COOMe .COOMe Lipaza B Candida antarctica ~COOMe COOMe
q O (Addzyme CAL-B) (@ @/:
COOMe * ‘COOMe N” “COOH | + COOMe | ———» (E
Bufor fosforanowy, 2N NaOH, pH 7,5, )\ N ()
45 °C, 16 godz., konwersja = 53% o c
rac-cis- 53 (S,R)-54a (R,S)-53,46%, (S 5)-55
>99% ee
T Ac,0, TEA, DMAP, PhCHj, ‘
temp. pok., 3 godz.

(94% po 2 etapach) ‘

PA/C, Hy (10 bars), ()

COOMe _PhCH, 60°C, 4 godz._ COOMe .COOMe N~ “COOMe
| )
(S}

N” "COOMe COOMe “COOMe o
H (S.R)-54b, 52%,
59 rao-cts—GO | 85%ee _ |
ELN, 1 godz. 6N HCI,
[(so/ perIapach) ‘ reflux, 8 godz.
COOMe  NaDCC. PhCHg-H;0, COOMe SOCI,, MeOH; COOH
S » temp. pok., 30 min S " 0-70°C, 12 godz. © -
B e poksomn (TR et (g
N~ “COOMe N~ “COOMe N~ “COOH
él H H.Hol
(S,R)-58 (S,R)-57 (S,R)-56

Schemat 16. Chemoenzymatyczna synteza (4aS,7aS)-oktahydro-1H-pirolo[3,4-b]pirydyny [(S,S)-55] katalizo-
wana przez Addzyme CAL-B

Scheme 16.  Chemoenzymatic synthesis of (4aS,7aS)-octahydro-1H-pyrolo[3,4-b]pyridine [(S,S)-55] cataly-
zed by Addzyme CAL-B

Lipaza CAL-B znalazla réwniez zastosowanie w przemystowej produkciji
4-[(1R,25)-2-cyjanocykloheksyloksy]-2-(trifluorometylo)benzonitrylu  [(1S,2R)-65]
(Schemat 17) - antagonisty receptora androgenowego stosowanego w profilak-
tyce i leczeniu lysienia typu meskiego oraz tzw. lysienia plackowatego [63]. Firma
Pfizer Inc. zastosowala jako substrat racemiczny trans-2-hydroksycykloheksanokar-
bonitryl (rac-trans-62) otrzymywany z tlenku cykloheksenu (61) na drodze prostej
trzy etapowej syntezy. Rozdzial kinetyczny kluczowej cyjanohydryny rac-trans-62
z uzyciem bezwodnika kwasu bursztynowego (dihydrofurano-2,5-dionu) (63) kata-
lizowany Novozymem 435 pozwolil na selektywne otrzymanie hemibursztynianu
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(1S,2R)-64 o bardzo wysokim nadmiarze enancjomerycznym (>95% ee). Co wiecej,
zwigzek ten (1S,2R)-64 wydzielano w praktyczny i efektywny sposéb za pomoca
prostej ekstrakeji z uzyciem zasadowego 40% wodnego roztworu wodorofosfora-
nu(V) dipotasu. Nastepnie, po doprowadzeniu pH roztworu do odczynu kwasnego,
izolowany potprodukt (1S,2R)-64 poddawano hydrolizie oraz ekstrakcji rozcien-
czonym kwasem solnym, otrzymujac (1S,2R)-62 z bardzo wysoka wydajnoscia
(>98%), by wykorzysta¢ go w kolejnym etapie jako czynnik nukleofilowy w reakcji
substytucji 4-fluoro-2-(trifluorometylo)benzonitrylu. Finalny produkt (1S,2R)-65
krystalizowano kilkukrotnie, uzyskujac zwigzek enancjomerycznie czysty (>99,9%
ee) z wydajnoscig 50% oraz czystoscig siegajaca 99,2% wedlug GC.

COOH

[¢]
[o] ! Lipaza B Candida antarctica '
3 atapy «OH OH R (Novozym 435) ! o ~OH
O e (O (D) G e :
CN “CN MTBE, 40-50 °C, 24 godz., “CN CN
o konwersja = 47-49%
61 rac-trans-62 63 (1S,2R)-64, >95% ee  (1R,25)-62

)
MTBE / 40% K,HPO,

F CF3
0. _0
1) Hydroliza
“CN CN LiH, DMF “CN COONa* CN

(15,2R)-65, 50%, 99,2% czyst., (15,2R)-62, 98,3% (15,2R)-64'Na* (faza H,0) | (1R,25)-62 (faza org.)
>99,9% ee (po krystalizacji)

Schemat 17. Chemoenzymatyczna synteza antagonisty receptora androgenowego (1S,2R)-65 z uzyciem
Novozymu 435
Scheme 17.  Chemoenzymatic synthesis of androgen receptor antagonist (15,2R)-65 catalyzed by Novozym 435

Immobilizowana CAL-B (Novozym 435) zostala wykorzystana przez Bristol-
-Myers Squibb w przemystowej metodzie otrzymywania chiralnego nieracemicz-
nego monoesteru kwasu (15,2R)-2-(metoksykarbonylo)cykloheks-4-en-1-karbok-
sylowego [(1S,2R)-67] - polproduktu w syntezie potencjalnego leku — modulatora
receptora chemokinowego (Schemat 18) [64]. Stereoselektywna desymetryzacje
komercyjnie dostepnego diestru cis-66 przeprowadzono za pomoca 10 M wodnego
roztworu wodorotlenku sodu w 1 M roztworze buforu (wodorofosforanu dipota-
sowego) w obecnos$ci wyzej wymienionej lipazy. Zoptymalizowana biokatalityczna
procedura pozwolila praktycznie w sposdb ilosciowy (99,8%) z 3,42 kg diestru cis-66
otrzymac 3,15 kg enancjomerycznie czysty monoester (15,2R)-67 (>99% ee).



412 P. BOROWIECKI

o ' Lipaza B Candida antarctica
(

7 ;

R : N 435 ; J

WA . MNovozyma4as) A,
-, 0O

e
> 10MNaOH, 1 M bufor K;HPO,, pH 8,5, 40 °C, i
2 x 27 godz., konwersja = 100% )

cis-66 (15,2R)-67, 99,8%, >99% ee
(po dwdch cyklach reakcyjnych)

Schemat 18. Stereoselektywna desymetryzacja dimetylo cykloheks-4-en-cis-1,2-dikarboksylanu (cis-66) kata-
lizowana Novozymem 435

Scheme 18.  Stereoselective desymmetrization of dimethyl cyclohex-4-en-cis-1,2-dicarboxylate (cis-66) cataly-
zed by Novozym 435

Z kolei, Backvall i wspolpracownicy z Uniwersytetu Sztokholmskiego opraco-
wali procedur¢ dynamicznego rozdziatu kinetycznego (DKR) racemicznej 1-feny-
loetyloaminy (rac-68) — chiralnego bloku budulcowego popularnie stosowanego
w syntezie organicznej (Schemat 19) [65]. Istotg tego procesu jest zastosowanie
podwdjnego systemu katalizatoréw: (i) CAL-B celem enancjoselektywnej transe-
stryfikacji racemicznej aminy rac-68 estrem metylowym kwasu metylometoksyoc-
towego oraz (ii) katalizatora metaloorganicznego zawierajacego ruten [tzw. kom-
pleksu Shvo; {[(1’ -Ph,C,CO)],H}Ru,(CO),(u-H)] celem wtdrnej racemizacji in situ
wolniej reagujacej (S)-aminy. Proces prowadzony w temperaturze 100°C w toluenie
z dodatkiem 2,4-dimetylo-3-pentanolu jako donora wodoru, w srodowisku zasado-
wym, pozwala w sposob niezmiernie efektywny otrzymac enancjomerycznie czysty
(R)-2-metoksy-N-(1-fenyloetylo)acetamid [(R)-69] (>99% ee) z wydajnoscia 65%
po krystalizacji. Dodatkowa ilo$¢ amidu (R)-69 odzyskano z tugéw pokrystaliza-
cyjnych, poddajac je destylacji krotkodroznej z zastosowaniem tzw. Kugelrohr. Po
polaczeniu obu frakeji zawierajacych amid otrzymano pozadany produkt (R)-69
o nadmiarze enancjomerycznym wynoszacym 98% oraz catkowitej wydajnosci 83%.
Ze wzgledu na bardzo duzg efektywno$¢ opracowanej metody, wydaje sie wielce
prawdopodobne, ze jej komercjalizacja jest tylko kwestig czasu.
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oo \Novozym 29o) A
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rac-68 2,4-dimetylo-3-pentanol, Na;COg, 100 °C, 96 godz. (R)-69, 65%, >99% ee destylezﬁ]ua g:fgﬁ;j rozna
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Schemat 19. Dynamiczny rozdzial kinetyczny racemicznej 1-fenyloetyloaminy (rac-68) katalizowany
Novozymem 435 oraz tzw. kompleksem Shvo

Scheme 19.  Dynamic kinetic resolution of racemic 1-phenylethylamine (rac-68) catalyzed by Novozym 435
and so-called Shvo's complex
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Wiele jest informacji dotyczacych typowych proceséw chemicznych z udziatem
lipaz, natomiast zastosowanie tych enzymoéw w przemystowej polimeryzacji i poli-
kondensacji notuje sie stosunkowo rzadko, chociaz wiadomo, ze polimery naturalne
wytwarzane sg in vivo wlasnie z udzialem enzymoéw. Hilterhaus i wspotpracownicy
z Politechniki Hamburskiej wraz z inzynierami z firmy Bayer MaterialScience AG
opracowali w skali 0,5 kg synteze¢ poli(adypinianu glicerolu) (72) z kwasu adypino-
wego (70) oraz glicerolu (71, Schemat 20) [66]. Procesy estryfikacji i polimeryzacji
katalizowane Novozymem 435 w warunkach bezrozpuszczalnikowych w tempera-
turze 60°C oraz pod ci$nieniem <20 mbar pozwalajg otrzymac pozadany polimer 72
o $redniej masie czgsteczkowej 2000-3000 Da z bardzo wysokg 95% konwersja osia-
gang w relatywnie krotkim czasie (48 godz.).

O | Lipaza B Candida antarctica

. (Novozym435) 3 g
n HOOC/\/\/COOH + HO/Y\OH O/Y\O
OH bez rozpuszczalnika, < 20 mbar, 60 °C, le) OH n

48 godz., 100 rpm, konwersja 95%
70 4l 72 poli(adypinian glicerolu), 2000-3000 Da

Schemat 20. Chemoenzymatyczna synteza poli(adypinianu glicerolu) (72) katalizowana Novozymem 435
Scheme 20.  Chemoenzymatic synthesis of poly(glycerol adipate) (72) catalyzed by Novozym 435

Palmitynian klindamycyny (74) jest pro-lekiem znanego poélsyntetycznego
antybiotyku z grupy linkozamidéw o udowodnionej efektywnosci w dziataniu prze-
ciwko bakteriom Gram-(+) oraz beztlenowym bakteriom Gram-(-). Ponadto sto-
sowany jest jako antybiotyk pierwszego rzutu w zwalczaniu zakazen gronkowcem
zlocistym opornym na metycyling (MRSA). Chemiczna synteza palmitynianu klin-
damycyny (74) jest bardzo nieefektywna (faczna wydajno$¢ nie przekracza 50%)
oraz wymaga duzego nakladu czasu ze wzgledu na konieczno$¢ stosowania szeregu
procedur polegajacych na selektywnym zabezpieczaniu i odbezpieczaniu grup
funkcyjnych antybiotyku 73 celem monoacylowania tylko jego grupy 2’-hydroksy-
lowej. Zaproponowana przez chinskich naukowcow jednoetapowa regioselektywna
transestryfikacja klindamycyny (73) palmitynianem winylu katalizowana Novozy-
mem 435 zawieszonym w toluenie pozwolita osiggna¢ konwersje 90% w zaledwie
12 godzin, a dodatkowym jej atutem jest to, iz prowadzona jest w bardzo fagodnych
warunkach w temperaturze pokojowej (Schemat 21) [67]. Czystos¢ otrzymanego
monoestru 74 potwierdzona za pomocg chromatografii gazowej wynosila 97% i jest
w pelni zgodna z farmakopealnymi wymogami dla tego leku.
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Schemat 21. Regioselektywna transestryfikacja klindamycyny (73) katalizowana Novozymem 435
Scheme 21.  Regioselective transesterification of clindamycin (73) catalyzed by Novozym 435

Lipaza B z Candida antarctica okazala si¢ rowniez bardzo uzytecznym kata-
lizatorem regioselektywnej hydrolizy estru dimetylowego kwasu bicyklo[2.2.1]
heptano-1,4-dikarboksylowego (75) opracowanej przez Bristol-Myers Squibb (Sche-
mat 22) [68]. Poczatkowo jako katalizator tej reakcji stosowano immobilizowang
lipaze izolowang z Burkholderia cepacia (Amano PS-30), ktéra hydrolizowata die-
ster 75 do odpowiedniego monoestru metylowego 76 z wydajnosciag >92%. Jed-
nakze po zastagpieniu jej Novozymem 435, monoester 76 otrzymano z jeszcze lepsza
wydajnoscig 98%. W stosowanej skali produkcyjnej otrzymuje si¢ 100 kg monoestru
76 o czystosci 98% z wydajnoscia 98%. Reakcja ta przebiega z taka selektywnoscia,
ze na dzien dzisiejszy nie posiada ona konkurencji ze strony metod chemicznych.

i Lipaza B Candida antarctica

' (Novozym 435) !
o0 Q— lub P00
Lipaza Burkholderia cepacia

(Amano PS-30)

0.2 M bufor fosforan sodu, pH 7,0,
_ 55 °C, 31 godz. (dla Novozym 435)
SN 40 °C, 24 godz. (dla Amano PS-30) O~ "OH

75 76
97,9%, 98% czyst. (dla Novozym 435)
92,4%, 99,7% czyst. (dla Amano PS-30)

Schemat 22. Regioselektywna hydroliza estru dimetylowego kwasu bicyklo[2.2.1]heptano-1,4-dikarboksylo-
wego (75) katalizowana Novozymem 435

Scheme 22.  Regioselective hydrolysis of dimethyl bicyclo[2.2.1]heptane-1,4-dicarboxylate (75) catalyzed by
Novozym 435

Kolejnym przykladem zastosowania CAL-B jako katalizatora przeksztalcen
stereoselektywnych jest chemoenzymatyczna synteza enancjomerycznie czystego
mesylanu rasagiliny [(R)-81] - leku stosowanego w terapii choroby Parkinsona
(Schemat 23) [69]. Opracowana przez chinskich naukowcéw z Szanghajskiego
Uniwersytetu Farmaceutycznego metoda syntezy bazuje na dynamicznym roz-
dziale kinetycznym (DKR) enancjomerdw racemicznej 2,3-dihydro-1-indanoaminy
(rac-78) - otrzymywanej w prosty sposob z handlowo dostepnego kwasu fenylo-
octowego (77). Kluczowy etap polega na zastosowaniu CAL-B immobilizowanej
na zywicy Lewatit VP OC 1600, katalizujacej rozdzial kinetyczny aminy rac-78
polegajacy na enancjoselektywnym jej acylowaniu metoksyoctanem izo-propylu
w obecnosci nanokatalizatora palladowego odpowiedzialnego za racemizacje in situ
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nieprzereagowanego (S)-enancjomeru 78. Chiralny nieracemiczny pétprodukt -
(R)-N-(2,3-dihydro-1H-inden-1-ylo)-2-metoksyacetamid [(R)-80] - otrzymywano
z doskonalym nadmiarem enancjomerycznym (>99% ee) oraz bardzo wysoka
wydajnoscig (80%). Technologia produkeji optycznie czynnego mesylanu resagiliny
[(R)-81] zostala opracowana w skali 73 g (200 g/litr) i po 7 etapach syntezy uzyski-
wano czysty enancjomerycznie produkt (99,9% ee) z calkowitg wydajnoscig 25%.

(o]
NH, 3 Lipaza B Candida antarctica ‘ H[\l/«/o
©\/ 3 atapy \)OJ\ 1(CALB na zywicy Lewatit VP OC 1600): NG/ AN
ENsepsiRa... - o8
-
COOH o Pd-nanokatalizator, NapCOs, toluen,
77 rac-78 79 80°C, 12 godz, konwersja = 92% (R)-80, 80%, >99% ee
Pd-nanokatalizator: Pd na AIO(OH)
3 atapy
HN

G
©:> -CHaSOzH

(R)-81 (mesylan rasagiliny)

Schemat 23. Chemoenzymatyczna synteza mesylanu rasagiliny [(R)-81] katalizowana CAL-B immobilizowang
na zywicy Lewatit VP OC 1600

Scheme 23.  Chemoenzymatic synthesis of rasagiline mesylate [(R)-81] catalyzed by CAL-B immobilized on
Lewatit VP OC 1600 resin

Natomiast szwedzcy naukowcy z firmy farmaceutycznej AstraZeneca R&D
opracowali wielogramowg 7-etapowa wydajng synteze kwasu (2R)-4-(tert-buto-
ksykarbonylo)-1,4-oksazepano-2-karboksylowego [(R)-85] — popularnego syntonu
uzywanego przy projektowaniu oraz produkeji nowych lekéw (Schemat 24) [70].
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(R)-85, 39%
(po 7 etapach)

Schemat 24. Regioselektywna laktonizacja estru metylowego kwasu (2R)-3-amino-2-(3-metoksy-3-oksopro-
poksy)propanowego [(R)-83] katalizowana Novozymem 435

Scheme 24.  Regioselective lactamization of methyl (2R)-3-amino-2-(3-methoxy-3-oxopropoxy)-propanoate
[(R)-83] catalyzed by Novozym 435
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Substratem w tym procesie byl handlowo dostepny ester metylowy kwasu
(2R)-glicydowego [(R)-82], a calkowita wydajno$¢ syntezy (R)-85 wynosita 39%.
Kluczowym etapem procesu jest regioselektywna laktonizacja optycznie czynnego
estru metylowego kwasu (2R)-3-amino-2-(3-metoksy-3-oksopropoksy)propano-
wego [(R)-83]. Amino diester (R)-83 poddawano wewnatrzczasteczkowej cyklizacji
w 6-czlonowy laktam (R)-84 z wydajnoscia 61%, konwersja 96% w ciagu 26 godzin,
uzywajac do tego celu lekko ogrzewanej (40°C) zawiesiny 40% (w/w) Novozymu 435
w 1,4-dioksanie. Warte podkreslenia jest zastosowanie unikatowego systemu mie-
szajacego — tzw. SpinChem rotating flow cell technology (Rys. 4) - ktory co prawda
nie przyspieszyl znacznie reakcji, ale pozwolil zachowa¢ duzo wigksza stabilnos¢
uzytego katalizatora.

Rysunek 4. System mieszania typu SpinChem rotating flow cell technology
Figure 4. SpinChem rotating flow cell technology - stirring system type

2. PROCESY KATALIZOWANE PRZEZ LIPAZE
Z BURKHOLDERIA CEPACIA (BCL)

Enzymem obecnie drugim co do czesto$ci stosowania w malotonazowych
produkcjach przemystowych, gtéwnie preparatéw specjalnych oraz farmaceutycz-
nych, jest lipaza izolowana z nieprzetrwalnikujacej Gram-(-) bakterii Burkholderia
cepacia (BCL) (niegdy$ Pseudomonas cepacia, PCL). Lipaza ta jest wykorzystywana
jako biokatalizator do wysoce enancjoselektywnych przeksztalcen w szczegélnosci
chiralnych drugorzedowych alkoholi [71, 72]. Wykazywana przez nig stereopre-
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ferencja determinowana jest przez budowe substratu, podczas gdy jej stereoselek-
tywnos¢ zalezy wylacznie od interakcji pomiedzy atomami centrum aktywnego
oraz substratu [73, 74]. Tréjwymiarowa struktura tego biatka (PDB ID: 10IL oraz
2LIP) zostala wyznaczona oraz opublikowana po raz pierwszy w roku 1997 przez
dwie niezaleznie pracujace grupy badawcze [75, 76]. Obecnie wigkszos¢ badan
nad mechanizmem dziatania BCL odbywa si¢ z wykorzystaniem struktury rentge-
nograficznej o otwartej konformacji oraz najlepszej uzyskanej jak dotad dla lipaz
rozdzielczo$ci krysztatu (1,10 A) (PDB ID: 1YS1) opublikowanej przez zespot Pro-
fesora Kazlauskasa (Rys. 5) [77]. Lipaza z Burkholderia cepacia jest bialkiem o masie
czgsteczkowej 33 kDa skladajacym sie z 320 reszt aminokwasowych zawierajgcym
jedna duza C-domeng oraz dwie mniejsze domeny U1 oraz U2. Domena C posiada
charakterystyczna topologie dla klasycznych a/f-hydrolaz z centralnie potozong
B-kartka uformowang z szesciu rownolegle ulozonych pasm oflankowanych przez
dwie a-helisy z jednej strony oraz cztery a-helisy z drugiej strony. Z kolei, domena
U1 zawiera trzy a-helisy, a domena U2 dwie polozone anty-réwnolegle wzgledem
siebie -pasma oraz dwie a-helisy. Triada katalityczna skladajgca sie z Asp 264,
His 286 oraz Ser 87 ulokowana jest w C-terminalnym koncu centralnej S-kartki.

k » N
HIS 286
- //
= 28 \

)

ASP 264

Rysunek 5. (A) Struktura 3D lipazy z Burkholderia cepacia (PDB ID: 1YS1). (B) Utozenie przestrzenne reszt
aminokwasowych (AK) wchodzacych w sklad tzw. ,triady katalitycznej” (Asp 264, His 286, Ser
87) nalezacej do centrum aktywnego BCL (wzajemne odlegtosci migdzy AK podane zostalty w
Angstremach). Struktura krystaliczna biatka enzymatycznego zostata pobrana z bazy Protein Data
Bank (PDB) oraz przetworzona za pomocg programu Pymol vs 0,99

Figure 5. (A) The 3D structure of lipase from Burkholderia cepacia (PDB ID: 1YS1). (B) The spatial orien-
tation of the amino acid residues (AAs) in the so-called “catalytic triad” (Asp 264, His 286, Ser 87)
belonging to the active-site of BCL (the mutual distance between the AAs are given in Angstroms).
Crystal structure of enzymatic protein was downloaded from the Protein Data Bank (PDB), and
processed using Pymol vs 0,99

Charakterystyczng cechg tej lipazy jest obecnos¢ kationu Ca*", ktéry stabilizuje
jej strukture IV-rzedowa poprzez oddzialywania z czterema atomami tlenu grup
karbonylowych nalezacych do Gln 292 i Val 296 oraz z tlenami grup bocznych reszt
aminokwasowych Asp 242 i Asp 288, a takze z dwoma czgsteczkami strukturalnej
wody (Rys. 6).
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Rysunek 6.  Oddziatywanie kationu Ca’ (rézowa, duza kula) z resztami aminokwasowymi Gln 292, Val 296,
Asp 242, Asp288 lipazy z Burkholderia cepacia oraz dwoma czasteczkami wody strukturalnej (nie-
bieskie, mate kulki). Rysunek utworzony zostal za pomocg programu UCSF Chimera vs 1.9

Figure 6. The interaction between the Ca** cation (pink, big ball) and amino acid residues Gln 292, Val 296,
Asp 242, Asp288 of lipase from Burkholderia cepacia and two molecules of structural water (blue,
small balls). High-resolution graphic was generated with UCSF Chimera vs 1.9

Ponizej zaprezentowano kilka przyktadow, gdzie BCL odgrywa kluczowa role
w otrzymywaniu niezwykle cennych substancji organicznych, ktérych skala pro-
dukcyjna nie przekracza kilkudziesieciu kilogramow.

Lipaza z Pseudomonas cepacia immobilizowana na polipropylenowych peret-
kach Accurel PP (Amano PS-30) jest katalizatorem w opracowanej przez firme Bri-
stol-Meyers Squibb przemystowej produkeji inhibitora reduktazy 3-hydroksy-3-me-
tyloglutarylo-koenzymu A (HMG-CoA) - [(3R,55)-89] (BMY 22089) (Schemat 25)
[78] - posiadajacego udowodnione dziatanie redukujgce stezenia frakcji tzw. ,,zlego”
cholesterolu (LDL) w osoczu krwi [79]. Przeprowadzona w skali 2,56 kg (9 mM,
4 gxlitr') katalizowana enzymatycznie enancjoselektywna transestryfikacja laktonu
86 octanem izopropenylu w warunkach kontroli kinetycznej w toluenie, umozliwila
otrzymanie odpowiedniego enancjomerycznie czystego octanu (3R,55)-87 (99,5%
ee) z wydajnoscig 48% oraz czystoscig 99,4% wg GC. Stwierdzono do$wiadczalnie,
ze enzym uzyty w tym procesie zachowywal peing aktywnos¢ katalityczng pod-
czas pieciu kolejnych cykli reakcyjnych. Wyizolowany chromatograficznie octan
(3R,58)-87 hydrolizowany byl w uktadzie dwufazowym bufor/toluen przy uzyciu
tego samego katalizatora (Amano PS-30), a powstaly zwiazek (3R,5S)-88 poddano
reakcji z chlorkiem piwaloilu w obecnosci pirydyny otrzymujac ostatecznie poza-
dany inhibitor (3R,5S)-89.
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Schemat 25. Chemoenzymatyczna synteza inhibitora reduktazy HMG-CoA [(3R,5S5)-89] z uzyciem lipazy
Amano PS-30

Scheme 25.  Chemoenzymatic synthesis of HMG-CoA reductase inhibitor [(3R,55)-89] by using Amano
PS-30 lipase

Koncern Bristol-Myers Squibb wykorzystuje takze inny proces przemystowy,
w ktorym kluczowg role odgrywa immobilizowana lipaza Amano PS-30. Jest nim
stereoselektywna hydroliza dioctanu (90, Schemat 26) — pdtproduktu w syntezie 93
- skutecznego antagonisty tromboksanu A2, bedacego srodkiem silnie obkurczaja-
cym naczynia krwionosne [80]. Lipaza Amano PS-30 uzyta w schtodzonym do 5°C
ukladzie dwufazowym bufor/toluen katalizowala hydrolize diooctanu 90 wysoce
stereoselektywnie, pozwalajac otrzyma¢ monooctan 91 o nadmiarze enancjome-
rycznym wynoszacym 99,3% z wydajnoscia rzedu 80%. Proces ten zoptymalizowano
w skali 80 litrowej, uzywajac 400 g substratu 90 (0,02 M, 5 gxlitr™'), a stosowany
enzym nadawal si¢ do powtdrnego uzytku w co najmniej pieciu kolejnych cyklach
reakcyjnych. Pozagdany monooctan 91 utleniono do odpowiedniego aldehydu, ktory
nastepnie zhydrolizowano chemicznie otrzymujac laktol 92, a ten z kolei przeksztat-
cono w ostateczny produkt farmaceutyczny 93 w wyniku zastosowania kilku pro-
stych reakcji chemicznych.
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Schemat 26. Chemoenzymatyczna synteza chiralnego antagonisty tromboksanu A2 93 katalizowana lipaza
Amano PS-30
Scheme 26. Chemoenzymatic synthesis of thromboxane A2 antagonist 93 catalyzed by Amano PS-30 lipase

Kolejnym godnym uwagi procesem biokatalitycznym prowadzonym w Bristol-
-Meyers Squibb, wykorzystujacym lipaze Amano PS-30, jest synteza popularnego
cytostatyku o doskonalych wlasciwos$ciach przeciwnowotworowych - (-)-paklitak-
selu (96, Schemat 27A) [81] oraz jego furanowego analogu 99 (Schemat 27B) [82].
Przedstawione ponizej syntezy opieraja sie w gléwnej mierze na enancjoselektywnej
hydrolizie racemicznego octanu cis-azetydynonu (rac-cis-94 lub rac-cis-97) kata-
lizowanej immobilizowang lipaza z Burkholderia cepacia. Oba rozdzielone kine-
tycznie diastereoizomery w postaci nieprzereagowanego (R)-octanu oraz powsta-
tego (S)-alkoholu uzyskiwane s3 z doskonalymi nadmiarami enancjomerycznymi
bliskimi 100% [nadmiary diastereizomeryczne (de) nie zostaly dla tych zwigzkéw
podane]. Technologia syntezy (-)-paklitakselu (96) zaprojektowana zostata dla
150-litrowego reaktora, w ktérym enzymatycznej hydrolizie poddaje si¢ racemiczny
substrat rac-cis-94 uzyty wilo$ci 1,2 kg na szarze (0,049 M, 10 gxlitr ') ze stala szyb-
koscig reakcji wynoszaca 0,12 gxlitr 'xgodz.”". Dodatkows zaletg opracowanej tech-
nologii jest mozliwos¢ selektywnego wytracania chiralnego pdtproduktu (3R,4S5)-94
za pomocg procedury stopniowego ochtadzania mieszaniny reakcyjnej do tempe-
ratury 5°C. Stwierdzono, ze zastosowanie wzglednie fagodnych warunkéw reakcji
(H,O; pH 7,05 29-30°C) pozwala na uzycie katalizatora w kolejnych 10 cyklach pro-
dukcyjnych bez jakichkolwiek widocznych spadkéw aktywnosci enzymu oraz czy-
sto$ci enancjomerycznej i wydajnosci otrzymywanego chiralnego zwigzku (3R,4S)-
94. Dalsza chemiczna hydroliza (R)-octanu (3R,4S5)-94 oraz kolejne 7 reakeji
prowadzi do otrzymania odpowiednio (-)-paklitakselu (96) oraz jego analogu 99.
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Schemat 27. Chemoenzymatyczna synteza (-)-paklitakselu (96) oraz jego analogu 99 z zastosowaniem lipazy
Amano PS-30

Scheme 27.  Chemoenzymatic synthesis of (-)-paclitaxel (96) and its analog 99 by using Amano PS-30 lipase

Innym przykltadem komercyjnie realizowanego procesu wykorzystujacego etap
biokatalityczny z udzialem lipazy Amano PS-30 jest opracowana przez koncern
Yakult Pharmaceuticals chemoenzymatyczna synteza irynotekanu (103, Schemat 28)
[83]. Lek ten bedacy polsyntetyczng pochodna kamptotecyny jest powszechnie sto-
sowany w terapiach agresywnych nowotwordw jajnika oraz jelita grubego. Obecnie
licencje na produkcje oraz jego sprzedaz odkupil amerykanski koncern Pharma-
cia and Upjohn Company. Strategicznie wazny chiralny tricykliczny lakton (S)-102
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otrzymywany jest w trzy etapowej syntezie, w ktérej diol (S)-100 petni role kluczo-
wego polproduktu. Diol ten (S)-100 otrzymywany jest w wyniku rozdzialu kine-
tycznego racemicznego substratu rac-100 za pomocg regio- oraz enacjo-selektywnej
transestryfikacji z uzyciem octanu izopropenylu w obecnosci lipazy Amano PS-30.
Warto doda¢, ze preparat enzymatyczny Amano PS-30, cho¢ juz sam w sobie jest
immobilizowang lipazg, to dodatkowo jeszcze zostal osadzony na Celicie 521. Reak-
cja enzymatyczna prowadzona byla w eterze tert-butylowo-metylowym (MTBE)
w temperaturze pokojowej, a otrzymywany po dwoch dniach praktycznie enancjo-
merycznie czysty diol (S)-100 (99% ee) z wydajnoscia 38% dla konwersji réwnej
60% nadawal si¢ do dalszej funkcjonalizacji. Dla zbednego enancjomeru (R)-101
opracowano chemiczng metode wtdrnej racemizacji, co dodatkowo zwiekszylo pro-
duktywnos¢ calego procesu. Przedstawiona nizej synteza zostala dostosowana do
skali pilotazowej, a ilo$¢ produkowanego chiralnego diolu (S)-100 wynosifa 35 kg
z jednej szarzy.

Chemiczny recycling

-

(0] (o} (o}
MeO.__N _Pr ! Lipaza Pseudomonas sp. ! MeO._N _Pr MeO.__N _Pr
2y o Q— P hmano a0, U ° 0 °
BnO. N i 3 BnO N , BnO XN
HO. octan izopropenylu, MTBE, temp. pok., 2 dni, HO ;(s) AcO &
OH konwersja = 60% OH OH
rac-100 (8)-100, 38%, 99% ee (R)-101
Pr = n-propyl
Bn = grupa benzylowa J 3 etapy
i
3 etapy
—_—
(5)-102 103 (Irynotekan)

Schemat 28. Chemoenzymatyczna synteza irynotekanu (103) katalizowana lipaza Amano PS-30
Scheme 28.  Chemoenzymatic synthesis of irinotecan (103) catalyzed by Amano PS-30 lipase

Jednym z nielicznych proceséw przemystowych, w ktorym stosuje si¢ natywna
lipaze z Burkholderia cepacia jest procedura opisana przez japonskich naukow-
cow z Uniwersytetu Prefektury Shiga oraz inzynierdéw firmy Sumitomo Chemical
Co. (Schemat 29) [84]. W tym przypadku wspolpraca na styku nauka-przemyst
zaowocowala opracowaniem wydajnej asymetrycznej syntezy enancjomerycz-
nie czystego (4R)-4-hydroksy-3-metylo-2-(prop-2-yn-1-ylo)cyklopent-2-en-1-onu
[(R)-105] prowadzonej w oparciu o rozdziat kinetyczny racemicznego estru rac-104
w reakcji enancjoselektywnej hydrolizy. Chiralny nieracemiczny alkohol (R)-105
otrzymywany w bardzo lagodnych warunkach [roztwér buforowy pH 7,0; 40°C]
oraz w relatywnie krétkim czasie (9,5 godzin) wykorzystywany jest nastepnie jako
potprodukt w syntezie analogéw hormondéw juwenilnych - pyretroidéw o doskona-
tych wlasciwosciach owadobdjczych oraz niskiej toksycznosci wobec ssakow.
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Schemat 29. Rozdzial kinetyczny octanu 2-metylo-4-okso-3-propargilocyklopent-2-en-1-olu (rac-104) katali-
zowany natywng lipaza z Burkholderia cepacia

Scheme 29.  Kinetic resolution of 2-methyl-4-oxo-3-propargylcyclopent-2-en-1-ol acetate (rac-104) catalyzed
by native lipase from Burkholderia cepacia

Opracowaniem technologii otrzymywania (R)-N-(tert-butoksykarbonylo)-3-
hydroksymetylopiperydyny [(R)-106] — waznego pélproduktu w syntezie inhibitora
tryptazy jako potencjalnego leku w terapii mastocytozy oraz innych choréb aler-
gicznych, zajmowano si¢ w laboratoriach koncernu Hoffmann la Roche. Jednakze
stosowanie klasycznych technik krystalizacyjnych z uzyciem benzylowych pochod-
nych kwaséw winowych lub katalizy enzymatycznej za pomoca lipazy izolowane;j
z Pseudomonas fluorescens nie przyniosto pozadanych efektoéw. Straty ponoszone
podczas krystalizacji diastereoizomerycznych soli kwasu winowego (wymagane
min. 5 cykli) oraz w trakcie chromatografii w przypadku procesu biokatalitycznego,
nie pozwolily poczatkowo na komercjalizacj¢ tego procesu. Dopiero opracowana
przez naukowcow z Bristol-Myers Squibb procedura rozdziatu kinetycznego race-
micznej N-(tert-butoksykarbonylo)-3-hydroksymetylopiperydyny (rac-106) z uzyciem
bezwodnika kwasu bursztynowego (63) wobec lipazy Amano PS immobilizowanej
na Accurel PP, zawieszonej w toluenie, umozliwita nie tylko otrzymanie obu form
stereoizomerycznych wyjsciowego alkoholu o wysokiej czystosci enancjomeryczne;j
(5)-107 (98,9% ee) oraz (R)-106 (>95% ee), ale takze prostg ich izolacje z miesza-
niny poreakcyjnej za pomocg ekstrakcji z uzyciem 5% wodnego roztworu NaHCO,
(Schemat 30) [85]. Oddzielona s6l sodowa hemibursztynianu (S)-107 Na* prze-
prowadzono w kwas, ktéry nastepnie poddawano hydrolizie, aby otrzyma¢ osta-
teczny produkt (S)-106 o bardzo wysokim enancjomerycznym wzbogaceniu (>98%
ee). Zaprojektowana technologia jest bardzo wydajna i prowadzona w 3 litrowym
reaktorze mieszalnikowym pozwala na uzycie 255 g substratu rac-106 (0,46 M, 99
gxlitr™).
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Schemat 30. Enzymatyczny rozdzial kinetyczny N-(tert-butoksykarbonylo)-3-hydroksymetylopiperydyny
(rac-106) katalizowany lipazg Amano PS immobilizowang na Accurel PP

Scheme 30.  Enzymatic kinetic resolution of N-(tert-butoxycarbonyl)-3-hydroxymethyl piperidine (rac-106)
catalyzed by Amano PS lipase immobilized on Accurel PP

Z kolei na Schemacie 31 przedstawiono proces z udzialem immobilizowanej
lipazy z Burkolderia cepacia (LIP-301 - Toyobo Corporation). Jest to opracowana
przez japonska firme Takeda Chemical Industries, Ltd. technologia otrzymywania
optycznie czynnej pochodnej 2,4-oksazolidynodionu (S)-111 - zwiazku obnizajg-
cego poziom glukozy we krwi [86]. Asymetryczne O-acetylowanie racemicznego
alkoholu rac-109 prowadzone w temperaturze 23°C za pomocg octanu winylu kata-
lizowane lipaza LIP-301 w obecnoéci sit molekularnych 4 A zawieszonych w toluenie
pozwolito w ciagu zaledwie 4 godzin otrzymac alkohol (S)-109 oraz octan (R)-110
o bardzo wysokim nadmiarze enancjomerycznym rzedu 96-98% oraz izolowanej
wydajnosci z zakresu 42-44%. Wydzielony chromatograficznie alkohol (S)-109
poddano nastepnie prostym przeksztalceniom chemicznym, w wyniku ktérych po
krystalizacji z mieszaniny aceton/2-propanol otrzymano niemal czysty enancjome-
rycznie produkt (S)-111 (99% ee). Kluczowy etap enzymatycznego rozdziatu kine-
tycznego rac-109 przeprowadzony byt dla skali 33 gramowej.
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Schemat 31.  Chemoenzymatyczna synteza nieracemicznej pochodnej 2,4-oksazolidynodionu (S)-111 katali-
zowana lipaza LIP-301

Scheme 31.  Chemoenzymatic synthesis of non-racemic 2,4-oxazolidinedione derivative (S)-111 catalyzed by
LIP-301 lipase

Firma Eisai Co., Ltd. jest twdrca technologii produkcji dichlorowodorku
pochodnej piperazyny [(S)-155] (E2050) - selektywnego antagonisty kanatu wap-
niowego - leku stosowanego w terapiach choréb ukiadu krazenia (Schemat 32)
[87]. Z posrod wielu przetestowanych lipaz w procesie rozdziatu kinetycznego race-
micznego 4-cyjano-5-metylo-4-fenyloheksanolu (rac-113) najbardziej efektywnym
pod wzgledem enancjoselektywnosci oraz szybkosci konwersji substratu okazal
sie immobilizowany preparat enzymatyczny firmy Wako Pure Chemical Industries
Ltd. (Japan) z Pseudomonas sp. Lipaza ta katalizowala przeksztalcenie 18 g rac-113
w taki sposdb, ze optycznie czynny nieprzereagowany alkohol (R)-113 otrzymywano
z przecietnym nadmiarem enancjomerycznym (33%), a powstaly octan (S)-114
2 97% ee dla konwersji réwnej 60%. Z powodu mato satysfakcjonujacych wynikow
postanowiono usprawnic¢ proces biotransformacji, stosujac podwojny rozdziat kine-
tyczny. Dzigki tej operacji uzyskiwano praktycznie enancjomerycznie czysty ester
(5)-114 (99% ee) z bardzo dobra wydajnoscia rzedu 87%. Dalsze chemiczne trans-
formacje chiralnego octanu (S)-114 przeprowadzono w sposob wydajny (pierwsze
trzy z czterech etapdw wykonano w jednym reaktorze, w tzw. procedurze ,,one-pot”),
otrzymujac enancjomerycznie czysty produkt (S)-115 (>99% ee) po krystalizacji
z faczna wydajnoscia 50%.
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Schemat 32.  Chemoenzymatyczna synteza selektywnego antagonisty kanalu wapniowego (S)-115 (E2050)
z uzyciem immobilizowanej lipazy z Pseudomonas sp.

Scheme 32.  Chemoenzymatic synthesis of the neuron-selective Ca’* channel blocker (S)-115 (E2050) by using
immobilized lipase from Pseudomonas sp.

Kolejnym przykladem uzycia BCL jako efektywnego katalizatora przeksztalcen
asymetrycznych jest chemoenzymatyczna technologia produkcji znanego fungicydu
- metalaksylu [(R)-118] (Schemat 33) [88]. Bezposrednim powodem opracowania
enzymatycznej $ciezki syntezy tego zwigzku byla che¢ zastgpienia metody bazuja-
cej na chiralnych chemicznych katalizatorach, ktéra nie nadawala si¢ do procedury
powigkszenia skali, a do tego optycznie czynny produkt (R)-118 uzyskiwany ta droga
byt niewystarczajaco czysty enancjomerycznie (95% ee). Zadania zmodernizowania
technologii jego produkcji podjeli si¢ naukowcy z koncernu LG Chem, Ltd., ktérzy
zastosowali rozdzial kinetyczny racemicznego estru 2-metoksyetylowego N-(2,6-
-dimetylofenylo)alaniny (rac-116) w reakcji enancjoselektywnej hydrolizy w ukfa-
dzie dwufazowym bufor/toluen katalizowanej immobilizowanym preparatem enzy-
matycznym Lipase PS na Sepabead EC-Butyl. Niewatpliwa zaletg zaprojektowanej
technologii jest mozliwos¢ nieskomplikowanej izolacji z mieszaniny poreakcyjnej
powstajacego enancjomerycznie wzbogaconego kwasu (R)-117 (96% ee) za pomoca
ekstrakeji z uzyciem 30% NaOH. Otrzymywany z wydajnoscig 34% kwas (R)-117
przeksztalcany jest nastgpnie w finalny produkt (R)-118, a nieprzereagowany ester
(S)-116, po racemizacji za pomocg aldehydu mastowego (tworzy z grupa aminowa
zasade Schiffa ulegajacg dynamicznej tautomeryzacji z migracja atomu wodoru przy
centrum stereogenicznym) wykorzystywany jest powtoérnie w tym procesie. Szarza
zoptymalizowana zostala dla skali 20 litrowej, w ktdrej uzywa sie 4 kg substratu
rac-116, a enzym stosowany w tym procesie zachowuje swoja petng funkcjonalnos¢
katalityczng nawet po 20 cyklach reakcyjnych.
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Schemat 33. Chemoenzymatyczna synteza metalaksylu (R)-118 katalizowana lipaza z Burkholderia cepacia im-
mobilizowang na Sepabead EC-Butyl

Scheme 33.  Chemoenzymatic synthesis of metalaxyl (R)-118 catalyzed by lipase from Burkholderia cepacia
immobilized on Sepabead EC-Butyl

UWAGI KONCOWE

Chociaz kataliza enzymatyczna z udzialem lipaz swoje poczatki datuje na lata
30-te XX w. za sprawg aktywno$ci naukowej Aleksandra Syma, to prawdziwa eksplo-
zja zastosowan metod biokatalitycznych w przemysltowej syntezie organicznej nasta-
pita dopiero kilka dekad pdzniej. Wigkszo$¢ procesow przemystowych, w ktorych
stosowane s3 obecnie lipazy, to procesy wielkolaboratoryjne lub rzadziej niskotona-
zowe, w tym m.in. produkcje cennych pétproduktow farmaceutykow, terapeutykow
oraz agrochemikaliow, a takze chemoenzymatyczne syntezy witamin, substancji
zapachowych i surowcéw kosmetycznych. Wsrdod technologii biochemicznych
syntezy zwiazkow o wysokiej wartoéci dodanej najchetniej wykorzystywanymi
biokatalizatorami sa: lipaza B z Candida antarctica (CAL-B) oraz lipaza z Burkhol-
deria cepacia (BCL). Niniejsza cz¢$¢ szerszego przegladu literaturowego przedsta-
wia 33 przyklady przemystowych zastosowan tych dwdch lipaz, ze szczegélnym
uwzglednieniem ich potencjalu katalitycznego w enancjoselektywnych reakcjach
estryfikacji lub hydrolizy odpowiednio chiralnych pochodnych drugorzedowych
alkoholi lub estréw. Trzeba w tym miejscu wyraznie zaznaczy¢, iz wiele z wymienio-
nych w niniejszym przegladzie proceséw nigdy nie doczekalaby si¢ realizacji w takim
wymiarze gdyby nie fenomen katalityczny lipaz. Wymiana proceséw chemicznych
na biotechnologiczne w wielu wypadkach nie tylko spowodowala redukcje ilosci
odpaddw i obnizenie calosciowych kosztéw produkeji, ale niejednokrotnie pozwo-
lita na przeprowadzenie w kluczowych etapach syntez nietypowych oraz nieosiggal-
nych dla tradycyjnej chemii reakeji zachodzacych z zachowaniem bardzo wysokiej
selektywnosci oraz czystosci. Zaprezentowane w tym przegladzie przyklady biotech-
nologii przemystowych dobitnie wskazuja, ze wszedzie tam gdzie fundamentalng
oraz pozadang zdolnoscig jest prowadzenie selektywnych reakeji zwigzkéw o zlozo-
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nej strukturze chemicznej [w tym skomplikowanych mieszanin (stereo)izomeréw
i/lub substancji posiadajacych w swej budowie czgsteczkowej liczne grupy funkcyjne
o réznorodnej reaktywnosci], tam nie ma praktycznie Zadnej alternatywy wobec
biokatalizy enzymatycznej. Totez jesli zalezy nam na zwigkszeniu konkurencyjno-
$ci oraz innowacyjnosci naszej gospodarki, rozwéj badan nad mozliwoscia zasto-
sowania metod biokatalitycznych w zaawansowanych technologiach otrzymywania
zwiazkow o wysokiej warto$ci dodanej oraz system ksztalcenia w tym zakresie
powinny by¢ zdecydowanie progresywne.
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