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ABSTRACT

Different methods for preparing nonracemic arylallylic alcohols are presented
in this work. A key feature was an application the biocatalyst as a mean to obtain
final products. These compounds play an important role in pharmaceutical industry,
because they are substrates in the synthesis of various important therapeutics [1-3].
Methods presented in this work are divided into five main groups:

1. enantioselective hydroxylation,
microbiological deracemization,
enzymatic kinetic resolution,
enzymatic dynamic kinetic resolution,

. enantioselective reduction.

First two methods use only microorganisms like bacteria [4, 5, 10], fungi [6-8] or
yeasts [11] as biocatalysts. Owing to the metabolic processes in the cells it was possi-
ble to obtain nonracemic arylallylic alcohol (results for method 2 are presented in
Table 1). Unfortunately, the data were insufficient to create direct correlation between
values of enantiomeric excess and types of applied microorganisms.

Methods 3 and 4 used only isolated enzymes as biocatalysts. They belong to two
classes: hydrolases and oxidoreductases. Oxidoreductases were used in the enzyma-
tic kinetic resolution based on the enantioselective oxidation [28] of one enantiomer
of the racemic arylallylic alcohol. Nevertheless, hydrolases [12-27], mainly lipases,
isolated from microorganisms are enzymes of common use in enzymatic kinetic reso-
lution. Owing to this method it was possible to obtain final products with excellent
enantioselectivity (results are presented in Tables 2 and 3). Because kinetic resolution
and dynamic kinetic resolution are related processes, in most cases similar enzymes
are used. The choice of lipases as biocatalysts for method 4 was caused by the fact
that they are able to catalyze enantioselective transesterification of arylallylic alcohols
or their acetates. Furthermore, racemization is very important factor for efficacy of
dynamic kinetic resolution processes. In most cases they are catalyzed by different
types of complexes based on palladium [30, 31] and ruthenium [32, 34]. Final pro-
ducts prepared by this method had very high enantiomeric excesses and yields up to
93% (results are presented in Tables 4 and 5).

The only method, presented in this work, that allowed to use both enzymes
[39-41] and microorganisms [35-38] as biocatalysts, was enantioselective reduction.
This method allows to obtain nonracemic arylallylic alcohols with excellent enantio-
meric excess and yields up to 85% (results are presented in Table 6).

In summary, all methods presented in this work show the advantages of biocata-
lysis as an alternative route to traditional chemical methods.

Gs v

Keywords: biocatalysis, nonracemic arylallylic alcohols, organic synthesis, enzymes,
microorganisms
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niczna, enzymy, mikroorganizmy
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- grupa acetylowa,

- esteraza acetylocholinowa
- podstawnik antranylowy

- lipaza z Candida antarctica

- reduktaza karbonylowa wyizolowana z drozdzy

Candida parapsilosis
- enancjoselektywnos¢
- nadmiar enancjomeryczny
- podstawnik etylowy, CH,CH,-

- dehydrogenaza mréwczanowa wyizolowana z droz-

dzy Candida boidinii
- podstawnik furylowy
- stala szybkosci reakcji

- zmutowana dehydrogenaza alkoholowa wyizolowana
z bakterii Themoanaerobacter ethanolicus

- dinukleotyd aminoadeninowy

- zredukowana forma dinukleotydu aminoadenino-

wego

- fosforan dinukleotydu aminoadeninowego
- zredukowana forma fosforanu dinukleotytu aminoa-

deninowego
- podstawnik naftylowy
- podstawnik fenylowy, C H,

- lipaza wyizolowana z bakterii Pseudomonas fluorescens

- tetrahydrofuran
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WSTEP

Biokataliza stanowi dziedzine nauki, ktéra w obecnych czasach dynamicznie
sie rozwija, poniewaz spelnia wszystkie wymagania zielonej chemii. Procesy bio-
katalityczne sg wykonywane za pomocg izolowanych enzymow, catych komorek:
roélinnych, zwierze¢cych lub mikroorganizméw, niezaleznie od ich postaci (komorki
zywe, liofilizowane itd.). Przeprowadzenie reakcji z udzialem catych komorek czy
enzymow czesto jest bardziej selektywne i mniej toksyczne od metod chemicznych.

W pracy przedstawiono zalety i mozliwosci biokatalizy w aspekcie syntezy nie-
racemicznych alkoholi aryloallilowych jako ogélnej metody umozliwiajacej otrzy-
manie waznych, dla przemystu chemicznego, farmaceutycznego oraz kosmetycz-
nego zwiazkow w enancjomerycznie czystej postaci.

Na Schemacie 1 przedstawiono ogélng budowe tej grupy zwiazkow.

OH
Rf\/FL\RZ

Schemat 1. Ogdlna budowa alkoholi aryloallilowych.
Scheme 1. General structure of arylallylic alcohols.

Najczesciej wystepujacymi podstawnikami w strukturze alkoholi aryloallilo-
wychsg; R = Ar, R, = CH,, R, = H- wtedy wigzanie podwdjne znajduje si¢ w $rodku
czasteczki oraz R, = H, R, = Ar, R, = H- w tym przypadku wigzanie podwdjne jest
terminalne. Natomiast struktury cykliczne tych alkoholi nalezg do wyjatkdw.

Nieracemiczne alkohole aryloallilowe s3 cennymi substratami w syntezie orga-
nicznej a szczegolnie w otrzymywaniu zwigzkdw biologicznie czynnych takich jak,
na przyktad, werapamil [1], baklofen [2] (Rys. 1), czy cukréw, ktore rzadko wyste-
puja w przyrodzie [3].

/
o)

Cl

Rysunek 1. Struktura werapamilu (po lewej) oraz baklofenu (po prawej).
Figure 1. Structure of verapamil (left) and baclofen (right).
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1. ENANCJOSELEKTYWNE HYDROKSYLOWANIE

Pierwsza metoda, ktéra nie jest zbyt powszechnie stosowana w syntezie nie-
racemicznych alkoholi aryloallilowych, jest enancjoselektywne hydroksylowanie,
nazwane takze biohydroksylowaniem. Metoda polega na wprowadzeniu grupy
hydroksylowej na miejsce atomu wodoru w pozycji benzylowej 3-arylopropenu (1).
Najprawdopodobniej reakcje tg katalizuje pojedynczy enzym lub kilka enzymow
ktore sa NAD(P)*-zaleznymi monooksygenazami. Mechanizm reakgji jak dotad nie
zostal poznany.

Proces przeprowadzono za pomocg roznych rodzajéw bakterii oraz grzybow
(Schemat 2).

OH
Z o i :
komorki bakterii =
. . >
lub drozdzy
! (R)-2

Schemat 2. Schemat mikrobiologicznego hydroksylowania.
Scheme 2. Schematic representation of microbial hydroxylation.

Chen i wspdltpracownicy [4] przeprowadzili enancjoselektywne hydroksylowa-
nie alkenu 1 za pomocg szczepu TA-5 bakterii Pseudomonas monteilli. Wymienione
mikroorganizmy nalezg do grupy bakterii degradujacych toluen lub etylobenzen.
W wyniku przeprowadzonych eksperymentéw z alkenu 1 otrzymano alkohol (R)-2
z 64% wydajnoscia i 92% nadmiarem enancjomerycznym.

W kolejnych badaniach wykorzystano bakterie Bacillius megaterium [5] co
umozliwilo otrzymanie alkoholu (R)-2 z 70% nadmiarem enancjomerycznym przy
49% konwersji; wartosci wydajnosci nie podano w publikacji, ale wydaje sie, ze nie
byta zbyt wysoka.

Uzura i wspolpracownicy wykonali badania nad enancjoselektywnym hydrok-
sylowaniem alkenu 1 komoérkami grzybow, Fusarium monoliforme, w ktorych zasto-
sowano szczep MS31, w fazie spoczynku [6-8]. W wyniku tych badan uzyskano
alkohol (R)-2 z 63% nadmiarem enancjomerycznym. Niestety, rOwniez w tym przy-
padku, nie podano wydajnosci reakgji.

Wydaje sie, ze kolejne badania nad reakcjag enancjoselektywnego hydroksylo-
wania substratu 1 i jego analogéw bedg mialy na celu opracowanie procedur, ktore
umozliwig otrzymanie odpowiednich produktéw z wyzszg wydajnoscig oraz o zde-
cydowanie wyzszej czysto$ci enancjomerycznej.
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2. MIKROBIOLOGICZNA DERACEMIZACJA

Metody chemiczne prowadzace do racemicznych alkoholi aryloallilowych sa
doskonale znane. Niestety, rozdzielenie otrzymanych racematdw jest procesem zlo-
zonym i wymagajacym duzego nakladu pracy i zazwyczaj kosztownym. Zdecydo-
wanie lepszym rozwigzaniem jest wykorzystanie koncepcji deracemizacji ogolnej
[9] polegajacej na przeksztalcaniu mieszaniny racemicznej w enancjomerycznie
czysty zwiazek.

W przypadku alkoholi ogélng idee procesu deracemizacji przez stereoinwersje
przedstawiono na Schemacie 3. Kazdy z enancjomer6w ulega dwdm reakcjom: enan-
cjoselektywnego utlenienia oraz nieselektywnej redukcji Poniewaz reakcja utlenia-
nia jest enancjoselektywna, jeden z enancjomeréw zostanie przeksztalcony w keton
z duzg przewagg. Keton ten bedzie redukowany do racemicznego alkoholu.

Jezeli stata szybkosci redukeji k , bedzie wyzsza od stalej szybkosci reakcji utle-
niania k enancjomeru preferowanego przez enzym, wtedy po kilku cyklach mozna
otrzymac enancjomerycznie czysty produkt z wydajnoscia bliska 100%.

red

OHYy
1
R R K,
O
R/||\R1 kred >k1>>k2
£ 4
k, -
OH
R/\ R’

Schemat 3. Mechanizm deracemizacji przez stereoinwersje alkoholi drugorzedowych.
Scheme 3. Deracemisation of secondary alcohols via stereoinversion.

Enzymami odpowiedzialnymi za katalizowanie tych reakcji sg dehydrogenazy,
obecne w komoérkach mikroorganizmow.

Mikrobiologiczng deracemizacje alkoholi aryloallilowych prowadzono z uzy-
ciem bakterii Pseudomonas paucimobilis [10], oraz drozdzy Candida parapsilosis
[11].
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/?\H Komorki drozdzy lub bakterii
R™ 'R?
(R, S)-3
Schemat 4.  Schemat mikrobiologicznej deracemizacji.
Scheme 4. Schematic representation of microbial deracemization.

Metodzie poddano niepodstawione racemiczne alkohole aryloallilowe
3a, 3b oraz 3¢, 3d, 3e, 3f, 3g, 3h, 3i zawierajgce grupe fenylowa z podstaw-
nikami w pozycji orto i para, a takze alkohole 3j, 3k o sterycznie rozbudo-
wanych grupach aromatycznych. W Tabeli 1 zestawiono wydajnosci reakcji
metoda nieracemicznych

oraz nadmiary enancjomeryczne otrzymanych ta
alkoholi (R)-3a-k.

QH
P R2
(R)-3

Tabela 1.
Table 1.
3 R R? (i/:) Wyc(l(e;(];;los'c' Biokatalizator
a Ph CH,=CH, 45 90 Pseudomonas paucimobilis [10]
b Ph CH, >99 75 Candida parapsilosis [11, 12]
c 4-CH,-Ph- CH,=CH CH, 98 72 Candida parapsilosis [11]
d 2-CH,-Ph- CH,=CH CH, 95 73 Candida parapsilosis [11]
e 4-OCH,-Ph-CH,=CH CH, >99 70 Candida parapsilosis [11]
f 2-OCH,-Ph-CH,=CH CH, 94 69 Candida parapsilosis [11]
g 4-Cl-Ph-CH,=CH CH, >99 79 Candida parapsilosis [11]
h 2-Cl-Ph- CH,=CH CH, 92 70 Candida parapsilosis [11]
i 2,4-Cl-Ph- CH,=CH CH, 90 68 Candida parapsilosis [11]
j 1-nafteno-CH,=CH, CH, 76 71 Candida parapsilosis [11]
k 9-antreno- CH,=CH, CH, 10 78 Candida parapsilosis [11]
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Poddanie alkoholi 3¢, 3e, 3g, zawierajacych w pierscieniu aromatycznym pod-
stawnik w pozycji 4, procesowi deracemizacji prowadzito do uzyskania zwigzkow,
z wyzszym nadmiarem enancjomerycznym od alkoholi 3d, 3f, 3h zawierajacych
analogiczne podstawniki w pozycji 2. Z kolei nadmiar enancjomeryczny uzyska-
nych w wyniku deracemizacji zwigzkow 3j i 3k posiadajacych sterycznie rozbudo-
wane grupy arylowe (naftylowq i antrylowa) malal ze wraz ze wzrostem jej wiel-
kosci. Widoczny jest rowniez spadek wartosci nadmiaru enancjomerycznego dla
alkoholu 3b, ktéry rézni sie od pozostalych, terminalnym polozeniem wigzania
podwdjnego.

Uzyskane wyniki pokazuja, ze mikrobiologiczna deracemizacja jest metoda
odpowiednig dla alkoholi posiadajacych proste i monopierscieniowe grupy aroma-
tyczne oraz wigzania podwojne potozone w srodku czasteczek. W takich przypad-
kach otrzymuje si¢ odpowiednie alkohole z doskonalymi wartosciami nadmiaréw
enancjomerycznych oraz dobrymi wydajno$ciami

3. ENZYMATYCZNY ROZDZIAL KINETYCZNY

Najpopularniejsza biokatalityczna metoda syntezy nieracemicznych alkoholi
aryloallilowych jest enzymatyczny rozdziat kinetyczny, ktorego idea zostata przed-
stawiona na Schemacie 5. W reakcji katalizowanej przez enzym state szybkosci
reakcji poszczegdlnych enancjomeréw moga si¢ znacznie rozni¢. W przypadku,
kiedy k >>k,, uzyskamy w przewadze zdecydowanie wigksza ilo$¢ produktu otrzy-
manego z szybciej reagujacego enancjomeru substratu a tym samym w mieszaninie
reakcyjnej bedzie rosto st¢zenie drugiego z enancjomerow.

k
(R)-substrat —= (R)-produkt

+ k,>>k,

(S)-substrat k2> (S)-produkt

Schemat 5. Schemat enzymatycznego rozdziatu kinetycznego.
Scheme 5. Schematic representation of enzymatic kinetic resolution.

W idealnym przypadku, jeden z enancjomeréw w catosci ulega danej reakcji,
za$ drugi pozostaje nieprzereagowany. Tym samym mozna bez problemu, meto-
dami fizycznymi, oddzieli¢ substrat od produktu.

Do zalet enzymatycznego rozdzialu kinetycznego nalezy prostota wykonania,
jednoetapowos¢ oraz niski koszt metody. Niestety mozna uzyskac tylko 50% wydaj-
no$¢ tego procesu.

Istniejg trzy warianty enzymatycznego rozdzialu kinetycznego umozliwiajace
otrzymanie nieracemicznych alkoholi aryloallilowych:
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- enancjoselektywna transestryfikacja racemicznych alkoholi aryloallilo-
wych,

- enancjoselektywna hydroliza estrow alkoholi aryloallilowych,

- enancjoselektywne utlenienie racemicznych alkoholi.

3.1. ENANCJOSELEKTYWNA TRANSESTRYFIKACJA

Sposréd wszystkich wariantéw, enancjoselektywna transestryfikacja jest naj-
cze$ciej stosowang procedura. Ogdlna idea procesu zostala przedstawiona na Sche-
macie 6.

Ji§
2

}O\H enzym _ )O\H + O R
R R’ donor grupy o R R R/\R1

acylowej R?O0OR?

4 4 5

Schemat 6. Schemat enancjoselektywnej transestryfikacji racemicznych octanéw aryloallilowych.
Scheme 6.  Enantioselective transesterification of racemic arylallylic acetates.

Biokatalizatorami w tej metodzie sg gtéwnie lipazy; natywne lub modyfiko-
wane poprzez: immobilizacje, oplaszczanie cieczami jonowymi [12] lub surfak-
tantami [13] oraz polaczenie z magnetycznymi nanoczasteczkami [14]. Mimo, ze
lipazy stanowig dominujaca grupe biokatalizatoréw, Martin-Matute i Backvall [15]
przeprowadzili (S)-stereoselektywny enzymatyczny rozdzial kinetyczny z zastoso-
waniem subtilizyny Carlsberga. Procz biokatalizatordéw, warianty enancjoselektyw-
nej transestryfikacji rdznig sie zastosowanym donorem grupy acylowej. Najcze$ciej
byt to powszechnie dostepny octan winylu, ktory jest nieodwracalnym czynnikiem
estryfikujgcym. Ponadto stosowano: walerian izopropenylu, maslan trifluoroetylu
oraz acetylooctan etylu, ktdry jednoczesnie pelnit role rozpuszczalnika[16].

Innym czynnikiem, istotnym dla prawidtowego przebiegu enzymatycznego
rozdzialu kinetycznego, jest dobor odpowiedniego rozpuszczalnika. W przedsta-
wionych wariantach stosowano niepolarne, aprotyczne rozpuszczalniki orga-
niczne: toluen, heksan, eter etylowy lub izopropylowy i tetrahydrofuran. Wyjat-
kiem byl rozdzial kinetyczny w cieczy jonowej, przeprowadzony przez Tsukade
i wspotpracownikéw([17].

W Tabeli 2 zestawiono produkty otrzymane za pos$rednictwem reakcji enancjo-
selektywnej transestryfikacji.
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Tabela 2.
Table 2.
5 Struktura produktu WY(?Z?Oéé E Literatura
a QM
@/\/\/ 42 70 [16]
OAc
b N 49 >1200 (18]
©/W bd 5200 [12]
50 >20 [19, 20]
OAc 47 >100 [23]
H bd >200 [12]
X 32 165 [17]
¢ 31 >200 [17]
52,1 >200 [22]
32 165 [14]
49 357 [15]
(@) (@)
oA
d @/\/\ 41 226 [16]
OAc
: 32 9 [19, 20]
e F bd 60 [23]
47 >1000 [21]
1
. 0] C,H,
©/K/ 51 30 [13]
OAc
g ©)‘\/\ 47 >20 (19, 20]

a - podana wartos¢ to konwersja
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5 Struktura produktu Wy((i:/i;los’c’ E Literatura
OAc
h ©/\/\/ 49 520 (19, 20]
OAc
i = 42 >20 [19, 20]
OAc
i ©/\/\// 44 520 (19, 20]
OAc
N
k ©\/0;/ 46 200 [25]
OAc
N
1 /©/\/ ) >1000 21]
Br
OAc
NP
m ©/\/ 41 >1000 [21]
F
OAc
N
n 45 >1000 [21]
MeO
MeO
| OAc
0 % bd 77 [26]

a — podana warto$¢ to konwersja
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Wydajnos¢

5 Struktura produktu (%) E Literatura
OAc
’ /O/\/\ 45 44 (15]
Cl

SIS
‘ N 52 105 [15]

OAc
S ©/O\©/\/\ 47 278 [15]
OAc
t ©/\© 4 645 [15]

a - podana wartos¢ to konwersja

Estry 5a i 5b, otrzymane zostaly z tego samego alkoholu i rdznig sie wylgcznie
czescig kwasowq pochodzacg od czynnika estryfikujacego. Z poréwnania metod ich
syntezy wynika, ze wyzsza enancjoselektywnos¢ reakcji osiggnieto stosujac rozdzial
kinetyczny z octanem winylu wobec lipazy z Burkholderia cepacia [18], gdy poréw-
nac to z reakcjg z acetylooctanem etylu wobec lipazy z Candida antarctica [16]. Naj-
wyzszg enancjoselektywnos¢ o wartosci powyzej 1200 uzyskano dodajgc do miesza-
niny reakcyjnej, siarkowych eteréw koronowych [12]. Niemniej jednak w przypadku
zwigzkow 5¢ i 5d, ktdre rowniez powstaly z tego samego alkoholu, transestryfikacja
acetylooctanem etylu byta bardziej enancjoselektywna oraz wydajna od wigkszos$ci
zastosowanych transestryfikacji octanem winylu, w ktdrej biokatalizatorem byla
lipaza z Burkholderia cepacia.

Sposréd wszystkich wariantéw otrzymywania octanu 5e, najskuteczniej-
szy okazal si¢ rozdzial kinetyczny z zastosowaniem Novozymu 435 [21]. Ponadto
w przypadku enancjoselektywnej transestryfikacji zwigzku 5f roznigcego sie od 5e
wylacznie grupa kwasows, z udziatem subtilizyny Carlsberga nastapil wyrazny spa-
dek enancjoselektywnosci oraz otrzymano ester o przeciwnej konfiguracji.

Octany 5h, 5i, 5j, 50 zawierajagce dodatkowe wigzania podwdjne w lancuchu
alifatycznym zostaly poddane transestryfikacji, ktorej enancjoselektywnos¢ wynio-
sta powyzej 20. W przypadku zwigzkéw 6h, 6i, 6j, dokltadna warto$¢ enancjoselek-
tywnosci nie jest znana, poniewaz autorzy publikacji przyjeli liczbe 20 jako gérng
warto$¢ podawanej enancjoselektywnosci. Uznali, iz rozdziat kinetyczny o takiej
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enancjoselektywnosci zapewnia calkowity rozdzial mieszaniny racemicznej. Ponie-
waz nadmiar enancjomeryczny otrzymanych produktéw przekraczal 95%, mozna
uznaé, ze ten wariant enzymatycznego rozdzialu kinetycznego jest odpowiedni do
otrzymywania alkoholi aryloallilowych o wiekszej liczbie wigzan nienasyconych.

Octany 5k, 51, 5m, 5n zawierajace terminalne wigzanie podwodjne oraz pod-
stawniki w pierscieniu aromatycznym, otrzymano z doskonala wydajnoscig i enan-
cjoselektywnoscig. Rozdzial kinetyczny prowadzono Novozymem 435, gdy octan
winylu pelnil role donora grupy acylowej [21, 25]. Roznica w wartosciach enancjo-
selektywnosci mogta by¢ spowodowana, zastosowaniem roznych rozpuszczalnikow:
toluenu w przypadku zwiazkow 51, 5m, 5n i eteru izopropylowego dla 5k.

Ponadto, w wyniku rozdzialu kinetycznego otrzymano z bardzo wysoka wydaj-
nosécia oraz enancjoselektywnoscia nieracemiczne octany 5r, 5s o rozbudowanej
przestrzennie grupie aromatycznej. Katalizatorem tej transestryfikacji byla lipaza
z Burkholderia cepacia, a donorem grupy arylowej — octan winylu [15].

Nalezy réwniez zwroci¢ uwage na fakt, ze zwigzek 5p o analogicznej strukturze
do 5¢ otrzymano z duzo gorszg enancjoselektywnoscig. Przyczyng mogta by¢ obec-
no$¢ podstawnika chlorowcowego w pierscieniu.

Octan 5t otrzymano z doskonalg enancjoselektywnoscig. Fakt ten moze wska-
zywa¢ na usztywnienie konformacyjne poprzez wprowadzenie ukladu cyklicznego,
odpowiadajace budowie centrum aktywnego enzymu. Analogiczny octan 5¢ o acy-
klicznej strukturze, w najlepszym przypadku zostal otrzymany z dwukrotnie mniej-
szg enancjoselektywnoscia [15].

3.2. ENANCJOSELEKTYWNA HYDROLIZA
Zdecydowanie mniej popularna metoda otrzymywania nieracemicznych alko-

holi aryloallilowych jest enancjoselektywna hydroliza [27], ktdra stanowi odwrot-
no$¢ enancjoselektywnej transestryfikacji (Schemat 7).

QAc Novozym 435 OAc + OH
R R - R” "R R/\R1
(R, S)-6 (R)-6 (S)-7

Schemat 7. Schemat enancjoselektywnej hydrolizy racemicznych octanéw.
Scheme 7.  Enantioselective hydrolysis of racemic acetates.

Enancjoselektywnej hydrolizie poddano szereg alkoholi aryloallilo-
wych, niepodstawionych oraz tych zawierajacych podstawniki elektrono-
donorowe lub elektronoakceptorowe w pierscieniu fenylowym. Wyniki
zestawiono w Tabeli 3.
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Tabela 3.

Table 3.
7 R R? Wyct:};)r)los'c' E Literatura
a Ph-CH=CH CH, 45 >100 (22]
b Ph CH=CH, 51,20 >100 [27]
c p-CN-Ph CH=CH, 49 >100 [27]
d p-Cl-Ph CH=CH, 48 >100 [27]
e p-O,N-Ph CH=CH, 51,30 >100 [27]
f p-CH,-Ph CH=CH, 530 >500 [27]
g 3-pirydyno CH=CH, 48,1° >100 [27]
h 1-naftylo CH=CH, 51,2 >100 [27]

a — podana wartos¢ to konwersja.
b - wydajno$¢ okreslona za pomocg NMR.

Wykazano, ze dogodnym biokatalizatorem tej reakeji jest Novozym 435. Zasto-
sowanie innych lipaz jest mozliwe, ale otrzymane wyniki sg znacznie gorsze. Ze
wzgledu na charakter procesu, niezbedne jest zastosowanie wodnego lub wodno-
organicznego $rodowiska reakcji.

Dla zwiazkéw 7¢, 7d, 7e czas reakcji, w tych samych warunkach, byt od 8 do 16
razy krétszy w poréwnaniu z innymi alkoholami. Wskazuje to na istnienie zwigzku
pomiedzyprzebiegiem hydrolizy,a obecnos$cia podstawnika elektronoakceptorowego
w pier$cieniu aromatycznym. Niezaleznie od rodzaju podstawnika aromatycznego
oraz usytuowania wigzania podwojnego, wszystkie produkty enancjoselektywnej
transestryfikacji otrzymano z doskonalg wydajnos$cia oraz enancjoselektywnoscia.

3.3. ENANCJOSELEKTYWNE UTLENIENIE
Musa [28] 1 wspdlpracownicy zaproponowali inny wariant rozdziatu kinetycz-

nego, polegajacy na enancjoselektywnym utlenieniu racemicznego alkoholu 8 przez
zmutowang dehydrogenaze z Themoanaerobacter ethanolicus (M-TEADH).
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W celu prawidlowego przebiegu redukeji, niezbedny byl dodatek katalitycznej
ilosci kofaktora: NADP*(H). Reakcje prowadzono w buforze Tris o pH 8 z dodat-
kiem acetonu, ktdry regenerowat kofaktor (Schemat 8).

QH M-TEADH
SOMA o
(R, S)-8  NAD(P)H NA D(P (S)-8
=< A\ )OJ\ ee: >99%

" 10 Konwersja: 50%

Schemat 8. Schemat enzymatycznego rozdzialu kinetycznego poprzez enancjoselektywne utlenienie.
Scheme 8. Schematic representation of kinetic resolution via enantioselective oxidation.

Enancjomer R substratu, ulegt enancjoselektywnemu utlenieniu, w wyniku
czego nastgpil znaczny wzrost udzialu enancjomerycznego alkoholu (S)-8 w mie-
szaninie reakcyjnej. Po zakonczeniu procesu alkohol ten otrzymano w enancjome-
rycznie czystej postaci.

Wydaje si¢, ze rozw6j enzymatycznej enancjoselektywnej reakeji utleniania
mozna polaczy¢ z enancjoselektywng reakcja redukcji katalizowang przez enzym
o przeciwnej stereopreferencji. Redukcja ta umozliwitaby przeksztalcenie ketonu
(np. 9) do alkoholu (np. (S)-8) o tej samej konfiguracji, co enancjomer nie ulegajacy
reakcji utleniania. Takie dzialanie umozliwitoby otrzymanie nieracemicznych alko-
holi aryloallilowych ze zdecydowanie wyzsza wydajnoscia niz 50%.

4. ENZYMATYCZNY DYNAMICZNY ROZDZIAL KINETYCZNY

Metodg syntezy nieracemicznych alkoholi aryloallilowych, ktéra obecnie
zyskuje coraz wieksza popularno$¢, jest dynamiczny rozdzial kinetyczny bedacy
polaczeniem enzymatycznego rozdziatu kinetycznego z reakcjg racemizacji in situ
[29]. Aby proces mogl przebiegac efektywnie, substrat poddawany jest reakcji race-
mizacji (Schemat 9). W nastepczej reakeji katalizowanej przez enzym kazdy z enan-
cjomerow substratu przeksztalcany jest w produkt z rézng szybkoscia, tak jak w roz-
dziale kinetycznym. Z tego wzgledu w enzymatycznym dynamicznym rozdziale
kinetycznym, moga by¢ rozpatrywane wylacznie reakcje enzymatyczne, ktérych
enancjoselektywnos¢ jest wyzsza od 30. Jezeli stata szybko$ci reakcji racemizacji k,
bedzie znacznie wyzsza od stalej szybkosci reakcji enancjomeru faworyzowanego
przez enzym k;, wtedy uzyska¢ mozna enancjomerycznie wzbogacony produkt
z wydajnoscia bliska 100%.
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k
(R)-substrat —— (R)-produkt
k K>k >>k,

3

k
(S)-substrat ——-2-—» (S)-produkt

Schemat 9.  Schemat enzymatycznego dynamicznego rozdziatu kinetycznego.
Scheme 9.  Schematic representation of enzymatic dynamic kinetic resolution (DKR).

Czynnikami racemizujacymi, powszechnie stosowanymi w DKR sg kompleksy
rutenu lub palladu.

4.1. DYNAMICZNY ROZDZIAL KINETYCZNY Z ZASTOSOWANIEM KOMPLEKSOW
PALLADU

Po raz pierwszy dynamiczny rozdzial kinetyczny octanéw aryloallilowych
zastosowano do otrzymania cyklicznego alkoholu 12 (Schemat 8). W reakcji tej
pofaczono racemizacje kompleksem palladu(II): PACl (MeCN), (M1) oraz enan-
cjoselektywna hydrolize katalizowana przez esteraz¢ acetylocholinowa (AChE) lub
lipaze z Pseudomonas fluorescens (PSL).

Ph Ph e
Wydajnosé: 81%
oac PSt - OH
Bufor pH 7, 40°C ee: 96%
Czas: 19 dni

(+)-12 (+)-13

!

Ph Ph Wydajnos¢: 47%
.OAc AChE - .OH
Bufor pH 7, 40°C

ee: 85%

Czas: 25 dni
(-)-12 (-)-13

Schemat 10. Schemat dynamicznego rozdzialu kinetycznego octanu aryloallilowego 13.
Schem 10.  DKR of arylallylic acetate 13.

Wykonane eksperymenty umozliwily otrzymanie nieracemicznego alkoholu
aryloallilowego 13 o przeciwnych konfiguracjach, ktére zalezaly od zastosowanego
enzymu. Niestety, aby uzyskac rozsagdng konwersje nalezato bardzo dlugo prowadzi¢
eksperymenty, co ogranicza praktyczne zastosowanie tej metody.

Inny DKR octanéw aryloallilowych zastosowali Choi i wspoélpracownicy.
W tym wariancie wykorzystano kompleks palladu(0): Pd(PPh,), (M2) jako czynnik
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racemizujacy [31]. W reakeji enzymatycznej zastosowano lipaze z Candida antarc-
tica, ktora katalizowala przeniesienie grupy acylowej z substratu na 2-propanol.

OAc AL OH
: 2-propanol :

(R)-14 THF, 40°C (R)-15

5% mol M2
OAc
AN
R
(S)-14

Schemat 11.  Schemat dynamicznego rozdziatu kinetycznego z kompleksem M2.
Scheme 11.  Schematic representation of DKR with palladium complex M2.

Alkohole otrzymane przedstawiong metoda zamieszczono w Tabeli 4.

Tabela 4.
Table 4.

Wydajnosé ee
= : %) (%)
a Ph 71 98
b 4-Me-Ph 70 98
C 4-Cl-Ph 67 97
d 2-naftylo 78 >99
e 2-furylo 61 98

Wszystkie alkohole aryloallilowe otrzymano z dobra wydajnoscig oraz wysokim
nadmiarem enancjomerycznym. Alkohol 15d, zawierajacy rozbudowana sterycznie,
grupe naftylowa, uzyskano z najwyzsza wydajnoscia oraz doskonalym nadmiarem
enancjomerycznym. Monopodstawione, w pozycji 4 pierécienia fenylowego, alko-
hole 15b i 15¢ otrzymano z podobng wydajnoscig i nadmiarem enancjomerycznym
do niepodstawionego alkoholu 15a. Alkohol 15b uzyskano z najnizsza wydajnoscia,
jednakze wartos¢ ta nie rézni si¢ drastycznie od pozostatych.
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Ograniczenie przedstawionej metody jest zwigzane ze strukturg substratu,
poniewaz reakcje mozna zastosowa¢ wylgcznie do acyklicznych octanéw arylo-

allilowych.

2.2. DYNAMICZNY ROZDZIAL KINETYCZNY Z ZASTOSOWANIEM KOMPLEKSOW RUTENU

Précz komplekséw palladu, jako czynniki racemizujgce stosuje sie kompleksy
rutenu. Pierwiastek ten nalezy do grupy metali przej$ciowych, ktéry moze przyjmo-
waé wartosciowosci od 0 do VII. Jego popularnos¢, jako czynnika racemizujacego
wynika z fatwosci tworzenia kompleksdw, co umozliwia projektowanie kompleksow
o zroznicowanych strukturach oraz relatywnie niskiej cenie.

M3: X=CI M5: R=NH-iPr
M4: X=H M6: R=Ph

Schemat 12.  Struktura kompleksow rutenu stosowanych w DKR alkoholi aryloallilowych.
Scheme 12.  Structures of ruthenium complexes employed as racemization agents for the DKR of arylallylic
alcohols.

W przeciwienstwie do enzymatycznego dynamicznego rozdziatu kinetycznego
katalizowanego kompleksami palladu, w ktérym otrzymywane sa bezposrednio
alkohole aryloallilowe, w tym wariancie metody uzyskiwane sg nieracemiczne estry,
ktére mozna bez problemu przeksztalci¢ w odpowiednie alkohole.

OH lipaza OAc
R™R R™R
(R)>-16 (R)-16
kompleks Ru Tl
OH
R R'
(S)-16

Schemat 13. Schemat dynamicznego rozdziatu kinetycznego z racemizacjg in situ kompleksami rutenu.
Scheme 13.  Schematic representation of DKR with in situ racemization catalyzed by ruthenium complexes.
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Okazalo sig, Ze najlepszymi biokatalizatorami tej reakeji sg lipazy: Novozym
435 oraz wyizolowana z bakterii Burkholderia cepacia.
Produkty otrzymane tg metoda zestawiono w Tabeli 5.

Tabela 5.
Table 5.
Wydajnos¢ ee .
17 Struktura produktu (%) (%) Literatura
AcO
a 62 80,6 [32]
93 98 [32]
b 89 99 [33]
83 99 [34]
c 92 >99 [32]
86 >99 [34]
d 83 98,9 [32]
81 98,9 [34]
. 92 98,8 (32]
88 99 [34]
c 90 >99 [32]
83 >99 [34]
g 94 >99 [32]
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Wydajno$¢ ee

(%) (%) Literatura

17 Struktura produktu

DAC

O
X
h 90 >99 (32]
i ©/ O\©/\/\ 93 >99 [32]

i 0 X - 86 99 (34]

Z danych przedstawionych w Tabeli 5 wynika, ze metoda dziata bardzo dobrze
dla substratow posiadajgcych wigzanie podwdjne pomiedzy grupami hydroksylowg
a arylowa (17b-17j) oraz zdecydowanie gorzej dla alkoholi z terminalnie polozo-
nym wigzaniem podwdjnym (17a).

Rozdzialowi poddano alkohol fenylowy (17b), oraz inne, posiadajace prze-
strzennie rozbudowane grupy aromatyczne (17g, 17h, 17i, 17j), oraz monopodsta-
wione w pier§cieniu aromatycznym (17¢, 17d, 17e). W kazdym przypadku, otrzy-
mano produkty z dobrym lub bardzo dobrym nadmiarem enancjomerycznym oraz
porzadna wydajnoscia. W przypadku, gdy dany zwigzek byl otrzymywany wiecej
niz jedng metoda, wyzsza wydajnos¢ uzyskiwano stosujac racemizacj¢ kompleksem
M5 wraz z enancjoselektywng transestryfikacja Novozymem 435 [32].

5. ENZYMATYCZNA ENANCJOSELEKTYWNA REDUKCJA

Metoda ta polega na wykorzystaniu zdolno$ci dehydrogenaz do enancjoselek-
tywnej redukeji (zwanej tez asymetryczna redukcja) ketonéw do alkoholi. Asyme-
tryczna redukcja nie jest ograniczona 50% procentowym limitem wydajnosci, co ma
miejsce w przypadku KR. Z tego wzgledu, t3 metodg mozna uzyska¢ enancjome-
rycznie czysty produkt z wysoka wydajnoscia.

Enancjoselektywna redukcja moze by¢ przeprowadzona za pomoca calych
komorek mikroorganizméw lub izolowanych enzymow.

Mikroorganizmami zdolnymi do katalizowania asymetrycznej redukeji keto-
néw aryloallilowych sg bakterie Rhodococcus ruber [35-37] oraz drozdze Geotri-
chum candidum [38] (Schemat 14).
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OH

AN R Bakterie lub drozdze - R

18 (S)-19

(S)-19a: R=CF,, ee=94%, biokatalizator: Geotrichum candidum

(S)-19b: R=CH,, ee >99%, biokatalizator: Rhodococcus ruber

Schemat 14. Schemat asymetrycznej redukcji z udzialem mikroorganizmaow.
Scheme 14.  Schematic representation of microbiologically mediated asymmetric reduction.

W wyniku reakgji z tymi drobnoustrojami, powstajg produkty o bardzo wyso-
kim nadmiarze enancjomerycznym.

W przypadku, gdy reakcja enancjoselektywnej redukgji jest katalizowana przez
izolowane enzymy- dehydrogenazy, niezbedny jest dodatek katalitycznej ilosci kofak-
tora-NAD(P)*, umozliwiajacego prawidlowe dzialanie biokatalizatora. Ponadto, ze
wzgledu na dezaktywacje dehydrogenaz w rozpuszczalnikach organicznych, reakcje
nalezy prowadzi¢ w wodnym lub wodno-organicznym $rodowisku.

Najpowszechniej stosowang procedurg jest sprzezenie enzymatycznej asyme-
trycznej redukeji ketonu aryloallilowego z utlenianiem 2-propanolu do acetonu
(Schemat 15). Umozliwia to regeneracje kofaktora, a dodatkowo 2-propanol ulatwia
rozpuszczenie hydrofobowych ketonow. Stosowanymi biokatalizatorami sg enzymy
bakteryjne wyizolowane z gatunkéw Rhodoccocus, Thermoanaerobacter, katali-
zujace redukcje (S)-enancjoselektywng oraz Lactobacillius katalizujacy redukcje
(R)-enancjoselektywna.

o OH
Dehydrogenaza
R/\)l\ m ot /\)\*

R
18 (R) lub (S)-19
NAD(P)H NAD(P)*

0O <U OH
A AN

21 20

Schemat 15.  Schemat enzymatycznej asymetrycznej redukeji.
Scheme 15.  Schematic representation of enzymatic asymmetric reduction.

W Tabeli 6 zestawiono wyniki uzyskane dla szeregu alkoholi aryloallilowych,
otrzymanych ta metoda.
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Tabela 6.
Table 6.
Wydajnos¢ (%) ee (%)
19 R Literatura
R S R S

85 80 >99 >99 [39]
b Ph - 64° - >99 [40]
522 582 >99 >99 [41]
77 70 >99 >99 [41]
c 0-MeO-Ph ) 480 } 599 (42]
d | p-Cl-Ph 84 79 >99 >99 [39]
e 4-Me-3-NO,-Ph 80 77 >99 >99 [39]
f m-Me-Ph 67 66 >99 >99 [39]
g m-CF -Ph 74 70 >99 >99 [39]
h | p-(CH,CO)-Ph 21 9 >99 >99 [39]
i p-(EtOOC)-Ph 60 80 >99 >99 [39]
i | p-(CH,COHN)-Ph 74 70 >99 >99 [39]
k | p-NO,-Ph 822 90? >99 >99 [41]
1 p-Me-Ph 63 60° >95 >99 [41]

a — podana warto$¢ to konwersja

Enancjoselektywna redukcja umozliwia otrzymanie enancjomerycznie czy-
stych alkoholi aryloallilowych, gléwnie monopodstwionych w pozycjach 2, 3 lub
4 piercienia aromatycznego, podstawnikami elektronodonorowymi lub elektrono-
akceptorowymi. Najnizszg wydajnos$¢ otrzymano w przypadku alkoholu (R)-19h,
co bylo spowodowane powstawaniem produktéw ubocznych spowodowanych
redukcjg drugiej grupy karbonylowej. Bardzo duzg zaletg tej metody jest fakt, ze
polozenie oraz charakter elektronowy podstawnikéw nie ma negatywnego wpltywu
na wydajnos¢ oraz enancjoselektywnos¢ reakeji. W kazdym przypadku, otrzymano
enancjomerycznie czysty produkt z dobrg wydajnoscia.

Enancjoselektywng redukcje mozna réwniez przeprowadzi¢ wedtug innej pro-
cedury, w ktdrej stosuje sie dwa sprzezone enzymy: reduktaze karbonylowg z Can-
dida parapsilosis (CPCR) i dehydrogenaz¢ mréwczanowa z Candida boidinii (FDH)
[42]. CPCR redukuje nienasycony keton aryloallilowy (18b) oraz aceton (21), nato-
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miast FDH utlenia mréwczan sodu (22) do dwutlenku wegla (23), wspomagajac
regeneracje kofaktora.

CPCR oH . ..
e Wydajnosé¢: 77%
ee: >99%
NAD )H NAD(P)' (S)-19b .
Czas: <14 dni

A

c02 HCOONa
23 22

Schemat 16. Schemat enzymatycznej redukgji z zastosowaniem sprzezonych enzymow.
Scheme 16.  Schematic representation of asymmetric reduction with coupled enzymes.

W rezultacie otrzymano alkohol (S)-19b z bardzo dobrym nadmiarem enan-
cjomerycznym oraz dobrg wydajnoscia. Niestety, czas reakcji wynosi okoto dwoch
tygodni, co powaznie ogranicza zastosowanie tej metody. Ponadto osiggniete wyniki
s gorsze od uzyskanych z zastosowaniem wylacznie jednego enzymu, w ktérym
zwiazek (S)-19b zostal otrzymany z 80% wydajnoscig w duzo krétszym czasie [39].

PODSUMOWANIE

W pracy przedstawiono zestawienie biokatalitycznych metod syntezy nierace-
micznych alkoholi aryloallilowych.

Najczesciej stosowany, enzymatyczny rozdzial kinetyczny alkoholi aryloal-
lilowych jest dobrze poznang i zoptymalizowang dla tej grupy zwiazkéw metoda.
W wigkszosci przypadkow, alkohole otrzymane za pomoca tej metody sa enancjo-
merycznie czyste i uzyskiwane z wydajnoscia okoto 50%, czyli bliskg maksymalne;.

Metody enzymatycznego dynamicznego rozdzialu kinetycznego, enancjoselek-
tywnej redukcji oraz mikrobiologicznej deracemizacji stosowane celem otrzymania
tej grupy zwiazkow sa poréwnywalne pod wzgledem wydajnosci i nadmiaru enan-
cjomerycznego otrzymanych alkoholi. Niestety s3 one zoptymalizowane wylacz-
nie dla alkohol acyklicznych, w ktorych wiazanie podwdjne znajduje sie w $rodku
czasteczki.

Enancjoselektywne hydroksylowanie aromatycznych alkenéw ma marginalne
znaczenie, poniewaz w pracach na ten temat badano wylacznie reaktywnos¢ jed-
nego substratu. Wydaje si¢, Zze metoda ta bedzie dalej intensywnie rozwijana.

Przedstawione w pracy metody sa konkurencyjne dla klasycznych metod che-
micznych. Poniewaz spetniajg zalecenia ,,zielonej chemii’, w tym nie obciazajg sro-
dowiska naturalnego, to z calg pewnoécig ich rozwoj oraz optymalizacja warunkéow
reakcji beda kontynuowane.
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