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ABSTRACT

Biotransformations are processes, in which chemical reactions are catalyzed
by isolated enzymes or whole cells containing them. Among the biocatalysts, lipa-
ses are the most commonly used chiral selectors that exhibit high chemo-, regio-,
and stereo-selectivity toward wide spectrum of organic compounds of xenobiothic
nature. Moreover, lipases are very stable and active in organic solvents, as well as in
neat solvents or in supercritical fluids in the absence of added water. Biotransforma-
tions by using lipases can be carried out at high substrate concentrations, at ambient
temperature and neutral pH, without need for addition of cofactors, application of
high pressures, extremely harsh reaction conditions or complex chemical appara-
tus. In addition, processes based on efficient biocatalytic technologies has proven
to be beneficial for the chemical industry, as the lipases are able to catalyze reac-
tions, which are not easily conducted by classical methods or in other cases allow
reactions, which can replace several chemical steps. The above mentioned features
of lipase-based biotransformations often cause significant improvement in energy
efficiency (savings), and lead to a reduction in waste generation thereby making
manufacturing processes even more economically attractive and environmentally
acceptable.

Since the mid-1980s the use of biotransformations with lipases in industry for
the production of high added-value compounds, including pharmaceuticals, vita-
mins, cosmetics, fragrances and flavors, diagnostic preparations and therapeutics,
high-tonnage preparation of agrochemicals, modified foods, nutraceuticals, deter-
gents, polymers, advanced materials and biofuels has steadily increased.

In this part of the review article on industrial applications of lipases, next group
of popularly utilized enzymes relevant for the production of high added-value che-
micals are described. It was also shown on several examples that enzymatic cataly-
sis can significantly simplify manufacturing processes of complex structures being
green and economical alternative for conventional chemical-based processes.

Keywords: lipases, industrial applications, biocatalysis, enantiomerically pure com-
pounds

Stowa kluczowe: lipazy, zastosowania przemystowe, biokataliza, zwigzki enancjome-
rycznie czyste
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WPROWADZENIE

Biotechnologia jest uwazana za jedng z dziedzin, ktéra moze decydowac
o prawidlowym rozwoju gospodarki w XXI wieku i co za tym idzie o postepie
cywilizacyjnym oraz technicznym. Bardzo wazng role w rozwoju tej dziedziny
odgrywa kataliza enzymatyczna, wchodzaca w sklad tzw. ,biatej biotechnologii”
Zaletg biokatalizy z udzialem enzymow lub catych komoérek mikroorganizmow jest
mozliwos$¢ prowadzenia wysoce chemo-, regio- i stereo-selektywnych przeksztalcen
zwigzkow organicznych w duzo prostszy i efektywniejszy sposob anizeli za pomoca
konwencjonalnych reakcji chemicznych. Ponadto zastosowanie biokatalizatoréow
umozliwia czgsto realizacje procesdw, ktore z uzyciem klasycznych metod sg bardzo
skomplikowane lub catkowicie niemozliwe do wykonania. Wprowadzenie biokata-
lizy do wielu istniejgcych juz technologii chemicznych zagwarantowato zachowanie
»czystosci produkeji” z mozliwoécig recyklingu, obnizenie nakltadéw na energie,
redukeje liczby etapow syntezy oraz zmniejszenie ilo$ci powstawania niebezpiecz-
nych dla srodowiska odpadéw. Co wigcej, mozliwos¢ zastapienia drogich i trudnych
w uzyciu syntetycznych katalizatoréw, bazujacych czgsto na toksycznych komplek-
sach metali grup przejsciowych, przez biodegradowalne enzymy powoduje, ze bio-
transformacje zalicza si¢ do tzw. ,,zielonej chemii”. Dzieki wyzej wymienionym zale-
tom, rozne galezie przemystu coraz chetniej wykorzystuja enzymy, w tym przede
wszystkim lipazy, do wytwarzania produktéw o wysokiej warto$ci dodanej. Dzisiaj
lipazy, gtéwnie z uwagi na ogromna réznorodnos¢ zastosowan, stanowig niezwykle
wazna, z praktycznego punktu widzenia, grupe enzymow [1-3]. Poniewaz ich natu-
ralnymi substratami sg lipidy (triglicerydy, triacyloglicerole) znalazly one przede
wszystkim szerokie zastosowanie w przemysle ttuszczowym [4-13]. Jednakze lipazy
z powodzeniem wykorzystywane sg réwniez w wielu innych galeziach przemystu,
stuzac jako katalizatory do wytwarzania modyfikowanej zywnosci [14-22], w tym
nutraceutykow [23-33] oraz witamin [34-39] dla przemystu spozywczego i/lub
paszowego, a takze farmaceutykow [40-58], agrochemikaliow [59-66], kosmetykow
[67], zwigzkow zapachowych i smakowych [68-75], polimerow (w tym biodegrado-
walnych polimerdw) [76-85], srodkdw pioracych (np. komponentéw detergentdw,
surfaktantéw etc.) [86-88], biopaliw [89-102] oraz zaawansowanych materiatow
uzytkowych [103-107]. Lipazy stosuje si¢ coraz czg$ciej w przerobie surowcow
odnawialnych [108], w przemysle papierniczym [109, 110] czy w ochronie srodowi-
ska przy utylizacji zuzytych olejow i smaréw [111-113] oraz biodegradacji toksycz-
nych ksenobiotykdw [114].

W pierwszej czesci przegladu literaturowego zaprezentowano dwie najczesciej
stosowane w przemysle lipazy, tj. lipaze B z Candida antarctica (CAL-B) oraz lipaze
z Burkholderia cepacia (BCL). Celem niniejszej czesci jest przedstawienie praktycz-
nych metod syntezy enancjomerycznie wzbogaconych zwigzkéw o okreslonych
wlasciwosciach uzytkowych, w tym m.in. aktywnych substancji farmaceutycznych
(API) przy uzyciu innych lipaz. Ponizej zaprezentowano przyklady przemystowych
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biotransformacji z uzyciem lipaz pochodzenia bakteryjnego, grzybowego oraz zwie-
rzecego, w kolejnosci od najczesciej do najrzadziej stosowanych biokatalizatordw.

1. PROCESY KATALIZOWANE PRZEZ LIPAZE
Z PSEUDOMONAS FLUORESCENS (PFL)

Lipaza izolowana z bakterii tlenowej Pseudomonas fluorescens (PFL) jest obok
lipazy B z Candida antarctica oraz lipazy z Burkholderia cepacia najczesciej stosowa-
nym enzymem w kinetycznych rozdzialach mieszanin racemicznych. PFL jest jednak
zdecydowanie rzadziej uzywana w procesach przemystowych pomimo swojej duzej
skutecznosci w dzialaniu, szerokiej tolerancji substratowej, do$¢ niskiej cenie ryn-
kowej oraz calkiem sporej stabilno$ci operacyjnej jak na katalizator, ktory dostepny
jest gtéwnie w postaci natywnej (zachowuje pelng aktywnos¢ nawet w temperaturze
60-70°C). Niestety dos¢ powazna wadg natywnej lipazy z Pseudomonas fluorescens
jest forma bardzo drobnego bezowego proszku, w ktorej wystepuje, a ktory to w spo-
sob znaczny utrudnia jej skuteczne oddzielanie od skladnikéw mieszaniny pore-
akcyjnej, uniemozliwiajac przez to w wigkszoéci przypadkow powtorne jej wyko-
rzystanie. By¢ moze wlasnie ta ucigzliwos¢ jest gtéwna przyczyna, iz technolodzy
siegaja zdecydowanie czesciej po inne lipazy. Co ciekawe, pomimo uplywu wielu lat
od momentu pierwszej skutecznej proby wyizolowania PFL oraz przeprowadzonych
licznych badan nad zastosowaniem jej w syntezie asymetrycznej [115, 116], mozna
$mialo stwierdzi¢, ze nadal niewiele wiadomo na temat tego enzymu. Powodem jest
brak jednoznacznej struktury krystalicznej, co w znaczny sposob utrudnia badania.
Poczatkowo btednie sadzono, ze lipaza ta jest zblizona budowa do innego enzymu
wydzielanego z Pseudomonas fluorescens, a mianowicie karboksyloesterazy (PFC)
(Rys. 1) [117].

Rysunek 1. (A) Struktura 3D karboksyloesterazy z Pseudomonas fluorescens (PFC) (PDB ID: 1AUO). (B)
Ulozenie przestrzenne reszt aminokwasowych (AK) wchodzacych w sklad tzw. ,triady katalitycz-
nej” (Asp 168, His 199, Ser 114) nalezacej do centrum aktywnego PFC (wzajemne odleglo$ci mie-
dzy AK podane zostaly w Angstremach). Struktura krystaliczna bialka enzymatycznego zostala
pobrana z bazy Protein Data Bank (PDB) oraz przetworzona za pomocg programu Pymol vs 0,99

Figure 1. (A) The 3D structure of carboxyloesterase from Pseudomonas fluorescens (PFC) (PDB ID: 1AUO).
(B) The spatial orientation of the amino acid (AAs) residues in the so-called “catalytic triad”
(Asp 168, His 199, Ser 114) belonging to the active-site of PFC (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
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Obecnie, dzigki znajomosci jej sekwencji aminokwasowej (liczacej 617 AK)
dostepnej na stronie internetowej bazy UniProtKB o kodzie: QOPM63_PSEFL [118]
oraz na podstawie przeprowadzonej analizy poréwnawczej polegajacej na wyszuki-
waniu homologii strukturalnej z uzyciem internetowej bazy SRS@EBI [119], przy-
puszcza si¢ jak potencjalnie wyglada PFL. I tak, na podstawie analizy poréwnawczej
stwierdzono, Ze jest ona w 88% homologiem innego taksonomicznie zblizonego don
enzymu - lipazy z Pseudomonas sp. MIS30 (Rys. 2) [120].

Rysunek 2. (A) Struktura 3D lipazy z Pseudomonas sp. MIS38 (PDB ID: 2Z8X). (B) Ulozenie przestrzenne
reszt aminokwasowych (AK) wchodzacych w sktad tzw. ,triady katalitycznej” (Glu 77, His 30,
Ser 28) nalezacej do centrum aktywnego [wzajemne odleglosci migdzy AK podane zostaly
w Angstremach]. Struktura krystaliczna biatka enzymatycznego zostata pobrana z bazy Protein
Data Bank (PDB) oraz przetworzona za pomocg programu Pymol vs 0,99

Figure 2. (A) The 3D structure of lipase from Pseudomonas sp. MIS38 (PDB ID: 2Z8X). (B) The spatial
orientation of the amino acid (AAs) residues in the so-called “catalytic triad” (Glu 77, His 30,
Ser 28) belonging to the active-site (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

Po zastosowaniu odpowiednich metod komputerowych, w tym narzedzi do
modelowania poréwnawczego (MOE align tool), modeli homologii, modeli subtel-
nych z uzyciem minimalizacji energii calkowitej oraz lokalnej, jak réwniez analizy
wynikow wykreséw Ramachandrana [wykresow wartosci miedzyczasteczkowych
katéw torsyjnych ¢ (fi) wzgledem wartosci katow y (psi), obrazujacych dozwolone
i niedozwolone rotacje w tancuchu peptydowym] ustalono, ze PFL zlozona jest
z dwdch strukturalnie réznych domen, ktorych rdzen skfada sie z fS-kartki pota-
czonej kilkoma rzadko ulozonymi petlami. Domena zawierajaca triade katalityczng
(Ser 207, His 313, Asp 255) wykazuje klasyczny dla hydrolaz typ pofaldowania
cylindra (a/f-pofatdowanie).

Preparat natywnej lipazy z Pseudomonas fluorescens (Amano PS) zastosowano
m.in. do rozdzialu kinetycznego 4-endo-butanoiloksy-Z-oksabicyklo[3.3.0]okt-7-
en-3-onu (1) polegajacego na diastereoselektywnej hydrolizie w buforze fosforano-
wym (Schemat 1) [121-123]. Nizej przedstawiony proces enzymatyczny zostal opra-



85 LAT KATALIZY ENZYMATYCZNE]J LIPAZAMI. CZESC IT 437

cowany w skali 2,4 kg uzytego substratu 1 przez angielska firme Celltech Group plc,
a rozdzielone w ten sposob enancjomery wydzielone chromatograficznie w postaci
powstalego alkoholu (-)-2 (>99% ee) oraz nieprzereagowanego estru (+)-1 (92% ee)
postuzyly odpowiednio do syntezy bardzo skutecznego leku antywirusowego stoso-
wanego w przypadku zakazen HIV [karbowiru (3)] oraz makrocyklicznego laktonu
o wlasciwosciach antybiotycznych [brefeldyny A (4)], ktérego dzialanie polega na
hamowaniu wczesnej sekrecji bialek migdzy retikulum endoplazmatycznym a apa-

ratem Golgiego.
io,

Oi Oy Lipaza Pseudomonas fluorescens HO H g 2 H

Z (Amano PS) Z
¢] o= o=

bufor fosforanowy (0,1 M KH,PO,) pH 7,0, NaOH,

H H
25 °C, 10-20 godz.
1 (-)-2, 47%, >99% ee  (+)-1, 50%, >92% ee
8 etapow J J >6 etapow

3 (Karbowir) 4 (Brefeldyna A)

Schemat 1. Chemoenzymatyczna synteza karbowiru (3) oraz brefeldyny A (4) katalizowana natywna lipaza
z Pseudomonas fluorescens (Amano PS)

Scheme 1. Chemoenzymatic synthesis of carbovir (3) and brefeldin A (4) catalyzed by native lipase from
Pseudomonas fluorescens (Amano PS)

Zastosowanie przez hiszpanska firme Vita-Invest S.A. natywnej lipazy
z Pseudomonas fluorescens w procedurze hydrolitycznego rozdzialu kinetycz-
nego 2-hydroksy-4-fenylobutanianu etylu (rac-5) przyczynilo si¢ do opracowa-
nia wydajnej technologii produkcji enalaprylu (7) - leku nalezacego do grupy
inhibitor6w konwertazy angiotensyny, wykazujacego dzialanie hipotensyjne
i stosowanego w terapii nadci$nienia tetniczego oraz w innych schorzeniach
ukladu sercowo-naczyniowego (Schemat 2) [124]. Kluczowy do jego syntezy,
optycznie czynny prekursor — a-hydroksy ester (R)-5 - otrzymywano w skali
10 gramowej z bardzo wysoka czystoscig optyczna (99% ee) po 23 godzinach reakcji
dla konwersji substratu rac-5 wynoszacej 55%. Co ciekawe, enzym pomimo natyw-
nej formy, ze wzgledu na zastosowanie bardzo fagodnych warunkéow reakeji [woda/
acetonitryl/bufor; pH 7,5; 25°C] mogt zosta¢ uzyty powtoérnie co najmniej w kolej-
nych 10 cyklach.
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OH

WOEt Lipaza Pseudomonas fluorescens w OAAH/
(0]

Ho0O, CH3CN, 15 mM bufor fosforanowy pH 7,5,
rac-5 25 °C, 23 godz., konwersja = 55% (R)-5, 99% ee (S)-6, 92% ee

l J 3-4 etapy
O [\Q
(S)
(Sj/,, COOH
HN™

OEt

(R)
o}

7 (Enalapryl)

Schemat 2.  Chemoenzymatyczna synteza enancjomerycznie wzbogaconego enalaprylu (7) z uzyciem natyw-
nej PFL
Scheme 2.  Chemoenzymatic synthesis of enantiomerically enriched enalapril (7) by using native PFL

Lipaza z Pseudomonas fluorescens zostala réwniez zastosowana przez koncern
Merck & Co., Inc. w technologii otrzymywania kwasu [(3R)-4-(4-chlorobenzylo)-7-
fluoro-5-(metylosulfonylo)-1,2,3,4-tetrahydrocyklopenta[b]indol-3-ylo]octowego
[(R)-10] - chiralnego antagonisty receptora prostaglandyny D2 (DP) stosowanego
w leczeniu alergicznego niezytu nosa (ANN) (Schemat 3) [125, 126]. Zoptymali-
zowane medium reakcyjne zawierajgce dimetyloformamid oraz bufor fosforanowy
pozwalajacy na utrzymanie lekko zasadowego srodowiska (pH 8,0) umozliwia efek-
tywne katalizowanie hydrolizy racemicznego estru rac-8 przez immobilizowang
lipaz¢ Amano AK-AE W ciggu 40 godzin prowadzenia reakcji w temperaturze
28°C zastosowana lipaza katalizuje z 50% konwersja wysoce enancjoselektywna
transformacje niepotrzebnego (S)-enancjomeru racematu rac-8 w optycznie czysty
kwas (8)-9 (>99% ee), pozostawiajac pozadany (R)-enancjomer w postaci nieprze-
reagowanego enancjomerycznie czystego indolowego estru (R)-8 (>99% ee). W celu
zwiekszenia produktywnosci procesu, kwas (S)-9 poddawany jest recyklingowi
przez estryfikacje z jednoczesng epimeryzacja realizowang z uzyciem dicyklohek-
syloaminy oraz 4-chlorobutan-1-olu w obecnosci kwasu siarkowego. Zoptymalizo-
wany proces realizowany jest okresowo w skali 400 litrowej z zastosowaniem 40 kg
racemicznego substratu rac-8.
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Estryfikacja-epimeryzacja (dicykloheksyloamina, 4-chlorobutan-1-ol, HoSO,, AT)

R l Q " Lipaza Pseudomonas fluorescens | F. F ‘
S (Amano AK-AF) ;
\ \ [R) * N\ (s
H CO,Et 200 mM bufor fosforan potasu / DMF 25% (v/v), ” “—CO,Et H COOH

pH 8,0, 28 °C, 40 godz., konwersja = 50%

rac-8 (R)-8, >99% ee (5)-9, >99% ee
Jl etapy
F

N\ (R)

O= Ss —COOH

H;C

Cl

(R)-10

Schemat 3. Chemoenzymatyczna synteza antagonisty receptora prostaglandyn D2 (DP) [(R)-10] katalizo-
wana lipazg Amano AK-AF

Scheme 3. Chemoenzymatic synthesis of prostaglandin D2 receptor antagonist [(R)-10] catalyzed by Amano
AK-AF lipase

2. PROCESY KATALIZOWANE PRZEZ LIPAZE Z CANDIDA RUGOSA (CRL)

Kolejnym, chetnie stosowanym w laboratoriach oraz przemysle biokatalizato-
rem jest lipaza z patogennego grzyba Candida rugosa (CRL) (formalnie Candida
cylindracea, CCL) (Rys. 3). Mikroorganizm ten wytwarza rdézne izoformy lipaz
(Lip1, Lip2, Lip3), ktore znacznie réznig sie od siebie wlasciwosciami katalitycznymi
[127]. Kazdy gen koduje tancuch polipeptydowy skladajgcy sie z 534 reszt amino-
kwasowych o lacznej masie czasteczkowej rzedu 60 kDa [128]. CRL jest zfozona
z pojedynczej domeny biatkowej z charakterystycznym dla hydrolaz pofaldowaniem
typu a/f. Bialkowe rusztowanie zbudowane jest z centralnej 11-skretnej S-kartki
oraz N-terminalnej 3-skretnej S-kartki [129]. Obie struktury krystaliczne tego
enzymu, wystepujace zardéwno w konformacji otwartej (PDB ID: 1CRL) jak row-
niez zamknietej (PDB ID: 1GZ7) dostepne sg za posrednictwem bazy PDB. Lipaza
z Candida rugosa jest bardzo uniwersalnym enzymem przejawiajacym szczegélnie
wysoka aktywnos$¢ katalityczng w reakcjach estryfikacji i transestryfikacji triacyl-
gliceroli, a takze hydrolizy i alkoholizy wielu hydrofobowych estréow. Dzieki swym
doskonalym wlasciwosciom, CRL znalazta wszechstronne zastosowanie gléwnie
przy produkcji modyfikowanych cukréw, olejow oraz kwaséw tluszczowych wyko-
rzystywanych w przemysle spozywczym oraz perfumeryjnym [130-135]. Cechg
charakterystyczna tej lipazy oprocz faktu, ze w sklad jej triady katalitycznej zamiast
kwasu asparaginowego (Asp) wchodzi kwas glutaminowy (Glu), jest posiadanie
bardzo szerokiej i tatwo dostepnej kieszeni zlokalizowanej wokoét centrum aktyw-
nego [136]. To sugerowaé moze, Ze enzym ten powinien katalizowac¢ skuteczne prze-
ksztalcenia licznej grupy ksenobiotykdw, wlacznie z tymi o bardzo rozbudowanych
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strukturach, ktore nie s3 w stanie dyfundowac do centrow katalitycznych innych
lipaz o wezszych kieszeniach. Niestety, wielko$¢ tej kieszeni, w ktdrej znajduje si¢
centrum aktywne, stanowi dodatkowo tez wade, gdyz uniemozliwia w wielu przy-
padkach zachowanie pozadanej selektywnosci wobec biotransformowanych czgste-
czek. Najprawdopodobniej wlasnie z tym faktem wigze si¢ mala ilo$¢ zastosowan
przemystowych tego enzymu. Niemniej jednak, trzy zaprezentowane ponizej tech-
nologie opracowane w skali multi-kilogramowej zastuguja na wyréznienie.

\ =T

/ GLU342

a

Rysunek 3. (A) Struktura 3D lipazy z Candida rugosa (PDB ID: 1TRH) wystepujacej w konformacji nieak-
tywnej. (B) Ulozenie przestrzenne reszt aminokwasowych (AK) wchodzacych w sklad tzw. ,triady
katalitycznej” (Glu 341, His 449, Ser 209) nalezacej do centrum aktywnego CRL (wzajemne odle-
glosci miedzy AK podane zostaly w Angstremach). Struktura krystaliczna biatka enzymatycznego
zostala pobrana z bazy Protein Data Bank (PDB) oraz przetworzona za pomocg programu Pymol
vs 0,99

Figure 3. (A) The 3D structure of lipase from Candida rugosa (PDB ID: 1TRH). (B) The spatial orientation
of the amino acid (AAs) residues in the so-called “catalytic triad” (Glu 341, His 449, Ser 209) be-
longing to the active-site of CRL (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

Historycznie pierwszym, w pelni komercyjnym procesem biokatalitycznym
zudzialem lipazy z Candida rugosa (cylindracea) jest opracowana przez miedzynaro-
dowy koncern Pfizer Inc. przemystowa metoda syntezy farmakologicznie czynnego
(S)-(+)-enancjomeru ibuprofenu [(S)-12] (deksibuprofenu) - jednego z najlepiej
sprzedajacych sie niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych (Schemat 4) [137-139].
Enancjomerycznie wzbogacony kwas (25)-2-[4-(2-metylopropylo)fenylo]propa-
nowy [(85)-12] (96% ee) otrzymywany jest w wyniku rozdzialu kinetycznego pole-
gajacego na enancjoselektywnej hydrolizie racemicznego estru 2-metoksyetylowego
kwasu 2-[4-(2-metylopropylo)fenylo]propanowego (rac-11) katalizowanej immo-
bilizowang lipaza CCL w ukladzie dwufazowym w temperaturze 20°C.
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O | Lipaza Cadida rugosa ' H
| (Candida cylindracea) .
O\/\O/ (_y __________ B 0 O\/\O/ . S OH
(o) O o

Bufor pH 5,0, 20 °C

rac-11 (R)-11 (5)-12, 96% ee (Ibuprofen)

Schemat 4.  Chemoenzymatyczna synteza farmakologicznie aktywnego (S)-enancjomeru ibuprofenu [(S)-12]
z zastosowaniem lipazy z Candida rugosa immobilizowanej na porowatej membranie

Scheme 4.  Chemoenzymatic synthesis of pharmacologically active (S)-enantiomer of ibuprofen [(S)-12] by
using lipase from Candida rugosa immobilized on the porous membrane

Koszty wydzielania produktéw rozdzialu kinetycznego z medium reakcyj-
nego stanowig istotng czes$¢ kosztow catej produkcji, stanowiac o jej efektywnosci
ekonomicznej. Rozdzial kwasu i estru jest stosunkowo prosty, nie mniej w firmie
Pfizer postanowiono zastosowal alternatywny sposob rozdzialu enancjomerow
przy produkgji deksibuprofenu [(S)-12]. Uzyto ukladu dwoch polaczonych reakto-
réw membranowych wyposazonych w selektywne przegrody filtracyjne wykonane
z odpowiednich polimeréw. W pierwszym reaktorze zachodzi katalizowana lipaza
enancjoselektywna hydroliza (S)-estru i oddzielenie metoksyetanolu, a w drugim
oddzielenie nieprzereagowanego (R)-estru od deksibuprofenu [(S)-12] (Sche-
mat 5). Membrana w pierwszym reaktorze spetnia obok swej funkeji rozdzielczej,
réwniez role katalizatora przemiany racemicznego estru rac-11, gdyz dodatkowo
w jej porach, w sposob niekowalencyjny, ,,uwieziony” zostal enzym. Zastosowanie
w tym przypadku techniki membranowej nie tylko zmniejszylo zuzycie energii
oraz materialdw, ale takze w sposéb prosty umozliwilo oddzielenie katalizatora od
produktow reakeji. Co wigcej, poniewaz rozpuszczalno$¢ hydrofobowego estru rac-
11 w wodzie jest znacznie ograniczona (<1 mM), zastosowanie dwukomorowego
reaktora z membrang oddzielajacg oraz stabilizujacg obie fazy (H,O/organiczna)
umozliwilo ograniczenie uzycia duzych objetoéci obu cieczy. Membrana poza wyzej
wymienionymi zasadniczymi funkcjami (rozdzielczg i katalityczng), korzystnie
wplywa na stan rownowagi w ukladzie reagentéw poprzez zagwarantowanie sukce-
sywnego usuwania powstajacego kwasu (§)-12 z medium reakcyjnego. Ta operacja
jest mozliwa dzieki zastosowaniu dodatkowego modulu membranowego w postaci
ekstraktora, w ktérym powstajacy optycznie czynny kwas (S)-12 wymywany jest na
biezgco za pomocg roztworu buforowego o zasadowym pH. Ostatecznie, aby otrzy-
mac finalny produkt (S)-12, pH roztworu powstalej soli tego kwasu doprowadzano
odpowiednio do odczynu kwasnego. Natomiast w fazie organicznej pozostaje wow-
czas nieprzereagowany chiralny ester (R)-11, ktory poddany racemizacji moze by¢
ponownie wykorzystywany.
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Schemat 5. Schemat technologiczny produkgji deksibuprofenu [(S)-12]
Scheme 5. Technological scheme for the production of dexibuprofen [(S)-12]

Bardzo ciekawg przemystowa metode regioselektywnej hydrolizy penta-
octanowej pochodnej glukozy 13 do tetraoctanu glukozy (14 lub 15) w obecno-
$ci immobilizowanej lipazy z Candida rugosa opracowala firma Vita-Invest S.A.
(Schemat 6) [140]. Olbrzymiag zaletg tego procesu jest mozliwos¢ prostego stero-
wania regioselektywno$cig reakcji enzymatycznej za pomocg zmiany pH roztworu.
W przypadku gdy kwasowos¢ medium reakcyjnego ustali si¢ na poziomie pH 5,0
otrzymuje si¢ z bardzo wysoka selektywnoscia oraz wydajnoscia (86%) 2-O-deacy-
lowana pochodng 14. Natomiast gdy srodowisko reakeji bedzie obojetne (pH 7,0),
wowczas przewazajacym produktem reakeji izolowanym z wydajnoscia 76% jest
6-0O-deacylowana pochodna glukozy 15. Metoda zaprezentowana przez hiszpan-
skich inzynieréw stanowi bardzo atrakcyjny sposob otrzymywania nieracemicz-
nych, nienaturalnych pochodnych glukozy. Co wiecej, w technologii tej wykorzy-
stuje si¢ stosunkowo tanig i tatwo dostepna pentaacetylo-f-D-glukopiranoze (13),
a samg reakcje prowadzi si¢ w tagodnych warunkach (roztwoér buforu z dodatkiem
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acetonitrylu, w temperaturze 25°C). Dodatkowym atutem procesu jest zastosowa-
nie lipazy z Candida rugosa immobilizowanej na oktylo-sefarozie (Octyl-Sepharose
CL-4B), co pozwolito zwiekszy¢ jej aktywno$¢ hydrolityczng prawie 100-krotnie
w poréwnaniu z natywnym enzymem oraz powtornie zastosowac ja w co najmniej
kilkunastu cyklach reakcyjnych.

0 oH

OAc O | Lipaza Candida rugosa Ac o : Lipaza Candida rugosa
AcO 0 {CRL na Octyl-Sepharose CL-4B): 50 0 {CRL na Octyl-Sepharose CL-4B):  pco 0
AcO. AcO AcO
AcO bufor fosforanowy, 15% CHzCN, AcO bufor fosforanowy, 15% CH3CN, AcO
OH

pH 5,0, 25 °C, 86% OAc pH 7,0, 25 °C, 76% OAc
14 13 15

Schemat 6.  Regioselektywna hydroliza 1,2,3,4,6-penta-O-acetylo-B-D-glukopiranozy (13) katalizowana przez
lipaze z Candida rugosa immobilizowang na Octyl-Sepharose CL-4B

Scheme 6. Regioselective hydrolysis of 1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-B-D-glucopyranose (13) catalyzed by lipase
from Candida rugosa immobilized on Octyl-Sepharose CL-4B

Kolejnym przykladem komercyjnego uzycia lipazy z Candida rugosa jest opra-
cowana przez dunska firme Novo Nordisk A/S technologia otrzymywania optycznie
czynnego (-)-ormeloksyfenu [(3R,4R)-(-)-18] — selektywnego modulatora recep-
torow estrogenowych, stosowanego gtéwnie jako niehormonalny, niesteroidowy
lek antykoncepcyjny (Schemat 7) [141]. (-)-Ormeloksyfen [(3R,4R)-(-)-18] wyko-
rzystywany jest rowniez w leczeniu nieprawidlowych krwawien z macicy wywoly-
wanych mie$niakami tego narzadu, w terapiach raka piersi, a takze w profilaktyce
osteoporozy. Kluczowy do jego syntezy chiralny, nieracemiczny zwigzek posredni
(3R,4S5)-(-)-17 otrzymywany jest w wyniku zastosowania bardzo prostego i wydaj-
nego rozdziatu kinetycznego polegajacego na hydrolizie racemicznego heksanianu
rac-cis-16 katalizowanej lipaza z Candida rugosa immobilizowana na hydrofobo-
wym porowatym nosniku Accurel®. W warunkach rozdzialu kinetycznego prowa-
dzonego w acetonitrylu z dodatkiem wody, w temperaturze pokojowej, uzyskiwano
po 5 godzinach 50-procentowg konwersje estru rac-cis-16 w odpowiedni nierace-
miczny fenol (3R,45)-(-)-17 o nadmiarze enancjomerycznym >95% z wydajnoscia
28% przy enacjoselektywnosci reakcji E>100. Co prawda proces zostal zoptymali-
zowany zaledwie w skali 10 gramowej, ale nieprzereagowany ester (3S,4R)-(-)-16
(85% ee) izolowany z wydajnoscia 62% mozna poddawa¢ powtérnemu rozdzialowi.
Uzyty w procesie katalizator stosowany byl bez znacznych strat aktywnosci oraz
selektywnosci w co najmniej kilku cyklach reakcyjnych.
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Schemat7. Chemoenzymatyczna  synteza  enancjomerycznie  wzbogaconego  (-)-ormeloksyfenu
[(3R,4R)-(-)-18] z zastosowaniem lipazy z Candida rugosa immobilizowanej na Accurel®

Scheme 7. Chemoenzymatic synthesis of enantiomerically enriched (-)-ormeloxifene [(3R,4R)-(-)-18] by
using lipase from Candida rugosa immobilized on Accurel®

3. PROCESY KATALIZOWANE PRZEZ LIPAZE
Z THERMOMYCES LANUGINOSUS (TLL)

Enzymem réwniez wartym omoéwienia jest lipaza izolowana z Thermomyces
lanuginosus (TLL) (formalnie Humicola lanuginosus). Enzym ten sktada sie¢ z poje-
dynczego tancucha polipeptydowego zbudowanego z 269 reszt aminokwasowych.
Jego masa czasteczkowa wynosi 31 700 g/mol (ok. 30 kDa), a punkt izoelektryczny
(pI) ma warto$¢ 4,4. Lipaza ta posiada sferyczny ksztatt o wymiarach 35 A x 45 A
x 50 A i zawiera centralnie potozong 8-skretna B-kartke z piecioma polaczonymi
ze sobg a-helisami (Rys. 4). Kieszen aktywna ulokowana w hydrofobowej szczeli-
nie zawiera typowa dla hydrolaz triade katalityczng (Ser-His-Asp) i przestaniana
jest przez powierzchnie amfipatycznej a-helikalnie skreconej petli skladajgcej
sie z 86-93 reszt aminokwasowych [142]. Fragment ten ulega swobodnej rotacji
i odgrywa w biatku role ruchomego ,wieczka”, bronigcego dostepu do centrum kata-
litycznego. Lipaza TLL z racji na swoja duza aktywnos$¢ w temperaturach 55-60°C,
z jej maksimum przypadajacym na pH w okolicach 9,0 (cho¢ niektdre zrédia podaja
pH 11-12), zaliczana jest do tzw. ,termo-stabilnych alkalifiléw”, szczegolnie skutecz-
nych w procesach hydrolitycznych. Poza licznymi zastosowaniami przemystowymi,
takimi jak produkcja srodkéw pioracych czy biopaliw, modyfikacja olejow oraz
tluszczéw z przeznaczeniem dla sektora spozywczego (w tym m.in. przetworstwo
tluszczéw mlecznych oraz synteza glicerydéw dla margaryn), enzymatyczna degra-
dacja polimerdw, zuzytych olejow i przepracowanych smaréw, a takze oczyszczanie
$ciekéw technologicznych z przemystu miesnego [143], najciekawszymi z punktu
widzenia tematyki tego przegladu s3 technologie poswiecone produkeji substancji
biologicznie aktywnych.
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SER 146

Rysunek 4. (A) Struktura 3D lipazy z Thermomyces lanuginosus (PDB ID: 1IDTE). (B) Ulozenie przestrzenne
reszt aminokwasowych (AK) wchodzacych w sklad tzw. ,triady katalitycznej” (Asp 201, His 258,
Ser 146) nalezacej do centrum aktywnego TLL (wzajemne odlegtosci miedzy AK podane zostaly
w Angstremach). Struktura krystaliczna biatka enzymatycznego zostata pobrana z bazy Protein
Data Bank (PDB) oraz przetworzona za pomoca programu Pymol vs 0.99

Figure 4. (A) The 3D structure of lipase from Thermomyces lanuginosus (PDB ID: 1DTE). (B) The spatial
orientation of the amino acid (AAs) residues in the so-called “catalytic triad” (Asp 201, His 258,
Ser 146) belonging to the active-site of TLL (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

Przykladem jest opracowana przez technologoéw ze szwajcarskiej firmy Roche
Vitamins AG chemoenzymatyczna metoda syntezy octanu a-tokoferolu (22, Sche-
mat 8) — estrowej pochodnej jednego z gtéwnych sktadnikéw witaminy E o bardzo
silnych wlasciwosciach antyoksydacyjnych [144, 145]. W procesie tym wykorzy-
stano tani i tatwo dostepny a-izoforon (19), ktéry w wyniku kilku etapowej syntezy
z uzyciem klasycznych reakcji chemicznych przeksztalcono w dioctan trimetylohy-
drochinonu (20). Zwiazek ten nastepnie poddano regioselektywnej hydrolizie kata-
lizowanej immobilizowang na hydrofobowym polipropylenowym no$niku (Accurel
MP1001) lipazg z Thermomyces lanuginosus. Dzigki zastosowaniu immobilizowa-
nego preparatu TLL, zawieszonego w nasyconym wodg eterze tert-butylowo-mety-
lowym (MTBE), otrzymano w sposob praktycznie ilosciowy odpowiedni mono-
octan 21 (z konwersja 100%), bez nawet §ladowych iloéci zanieczyszczen drugim
regioizomerem czy produktem calkowitej hydrolizy (trimetylohydrochinonem). Co
wiecej, zastosowanie matrycy Accurel MP1001 umozliwilo 10-krotne zwiekszenie
aktywnosci hydrolitycznej enzymu bez negatywnego wplywu na wyniki regioselek-
tywnosci nawet w podwyzszonej temperaturze (55°C). Warto zwroci¢ uwage, ze przy
pomocy opracowanej metodologii mozliwa byta nie tylko wysoce regioselektywna
enzymatyczna hydroliza dioctanu 20, ktérej nie sposob przeprowadzi¢ wylacznie
za pomocg metod chemicznych, ale rowniez catkowite zastgpienie dotychczas sto-
sowanego w przemysle newralgicznego etapu kondensacji trimetylohydrochinonu
izofitolem w obecnosci kwasnego chlorku cynku, ktéra wymaga uzycia bardzo kosz-
townego 2,3,6-trimetylofenolu jako substratu. Dodatkowo, produkcja a-tokoferolu
w postaci pochodnej octanowej 22 zwigksza jego odporno$¢ na dzialanie promienio-
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wania UV co powoduje, Ze jest on chetniej wykorzystywany jako przeciwutleniacz
w produktach spozywczych i/lub jako surowiec kosmetyczny wchodzacy w sktad
kremoéw, ze wzgledu na mozliwos¢ dluzszego ich przechowywania.

' Lipaza Thermomyces lanuginosus
AcO 9 _ (Lipaza TLL na Accurel MP1001) AcO
OAc MTBE (1% H20), 50 °C, 12 godz. OH
konwersja = 100%
20 21
kilka etapow l J kilka etapow
0 AcO
7@ o
19 22

Schemat 8.  Chemoenzymatyczna synteza racemicznego octanu a-tokoferolu (22) katalizowana lipaza
z Thermomyces lanuginosus immobilizowang na Accurel MP1001

Scheme 8. Chemoenzymatic synthesis of racemic a-tokopherol (22) catalyzed by lipase from Thermomyces
lanuginosus immobilized on Accurel MP1001

Innym przykladem zastosowania lipazy z Thermomyces lanuginosus jest opra-
cowana przez firme Pfizer bardzo wydajna chemoenzymatyczna synteza kwasu
(5)-(+)-3-aminometylo-5-metyloheksanowego [(S)-25, pregabaliny] (Schemat 9)
- lipofilowej pochodnej kwasu y-aminomastowego (GABA) stosowanej w leczeniu
epilepsji, bolu neuropatycznego, fobii spolecznej oraz zespotu leku uogoélnionego
[146]. Metoda otrzymywania tego leku polega na enzymatycznej hydrolizie race-
micznego estru etylowego kwasu 2-karboksyetylo-3-cyjano-5-metyloheksanowego
(rac-23) za pomocg wodnego roztworu hemihydratu dioctanu wapnia katalizo-
wanej immobilizowang lipazg TLL dostepna w handlu w postaci usieciowanego
agregatu (Lipolase®). Reakcja prowadzona jest w skali 10 kg rac-23 w warunkach
kontroli kinetycznej w temperaturze pokojowej przez 24 godziny, utrzymujac pH
w zakresie neutralnym za pomoca ciaglego dodawania 30% (w/w) wodnego roz-
tworu wodorotlenku sodu. Rozdzial kinetyczny stereoizomeréw chiralnego diestru
rac-23 przerywany przy konwersji 45-48% umozliwia otrzymanie optycznie czyn-
nego kwasu (S)-2-karboksyetylo-3-cyjano-5-metyloheksanowego [(S)-24] o nad-
miarze enancjomerycznym siegajacym >98%. Nieprzereagowany f-cyjanodiester
(R)-23 wykorzystywany jest ponownie w tym procesie dzieki optymalnie dobranym
warunkom jego racemizacji w §rodowisku zasadowym. Aktywny farmaceutycznie,
enancjomerycznie czysty produkt (S)-25 (>99% ee) otrzymywany jest w wyniku
szeregu klasycznych reakcji chemicznych, z taczng wydajnoscig rzedu 40-45% po
wszystkich etapach syntezy, uwzgledniajac w tym pojedynczy cykl zawrotowy zbed-
nego enancjomeru (R)-23.
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Chemiczny recycling
[21 wt % etanolan sodu w EtOH (1,1 equiv), 80 °C, 8-16 godz.]
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Schemat 9.  Chemoenzymatyczna synteza pregabaliny [(S)-25] katalizowana lipaza z Thermomyces lanugino-
sus w formie usieciowanego agregatu (Lipolase®)

Scheme 9.  Chemoenzymatic synthesis of pregabalin [(S)-25] catalyzed by lipase from Thermomyces lanugi-
nosus as a cross-linked enzyme aggregate (Lipolase®)

4. PROCESY KATALIZOWANE PRZEZ LIPAZE
Z RHIZOMUCOR MIEHEI (RML)

Omawiajgc temat biokatalizy przemystowej z zastosowaniem lipaz nie sposéb
nie wspomnie¢ o enzymie, ktéry w biotransformacjach zwiazkéw organicznych
odegral jedna z kluczowych rdl. Jest nim odkryta w roku 1973 zewnatrzkomoérkowa
lipaza z grzyba Rhizomucor miehei (RML) (formalnie Mucor miehei) zbudowana
z 269 aminokwasow o facznej masie czgsteczkowej rzedu 31 600 Da [147] oraz
punkcie izoelektrycznym (pI) wynoszacym 3,8 (Rys. 5).
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Rysunek 5. (A) Struktura 3D lipazy z Mucor miehei (PDB ID: 3TGL). (B) Ulozenie przestrzenne reszt ami-
nokwasowych (AK) wchodzacych w sktad tzw. ,triady katalitycznej” (Asp 203, His 257, Ser 144)
nalezacej do centrum aktywnego RML (wzajemne odleglosci miedzy AK podane zostaly
w Angstremach). Struktura krystaliczna biatka enzymatycznego zostata pobrana z bazy Protein
Data Bank (PDB) oraz przetworzona za pomoca programu Pymol vs 0,99

Figure 5. (A) The 3D structure of lipase from Mucor miehei (PDB ID: 3TGL). (B) The spatial orientation of
the amino acid (AAs) residues in the so-called “catalytic triad” (Asp 203, His 257, Ser 144) belon-
ging to the active-site of RML (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

&

Inne Zrédio podaje, ze RML charakteryzuje si¢ nieco mniejszg masg czastecz-
kowg (29 472 Da) oraz nieco innym punktem izoelektrycznym (plI 3,5) [148]. Z racji
na fakt, iz RML byla pierwsza lipaza, ktdrej strukture krystaliczng wyznaczono z
wysoka rozdzielczoscig rzedu 1,9 A, mechanizmy jej aktywacji oraz funkcjonowania
zostaly poznane jak dotad najlepiej [149]. W bazie PDB zdeponowane sg struktury
tego enzymu, zaréwno w konformacji zamknietej (3TGL) [150] jak i w otwartej
(4TGL) [151]. Poczatkowo enzym ten stosowany byl powszechnie do modyfikacji
zywnosci [152], ale od momentu kiedy okazalo sie, iz wykazuje on bardzo wysoka
aktywno$¢ oraz stabilno$¢ w réznych warunkach procesowych, wliczajac w to uzy-
cie bezwodnych rozpuszczalnikéw organicznych, ptynéw w stanie nadkrytycznym
czy detergentdw, zaczeto szybko odkrywac dla niego znacznie uzyteczniejsze zasto-
sowania przemystowe. I tak, RML stal si¢ popularnym katalizatorem w modyfika-
cjach tluszczow i olejow [153], produkcji biopaliw, syntezy estréw zapachowych,
modyfikacji strukturalnych cukréw, steroli, stanoli oraz steroidéw, a skonczywszy
na rozdziale mieszanin racemicznych pochodnych kwaséw karboksylowych, alko-
holi i estréw [154]. Enzym ten, produkowany obecnie przez firme Novozymes, jest
ogolnie dostepny w sprzedazy zaréwno w postaci rozpuszczonej (Palatase 2000 L)
jak rowniez immobilizowanej (Lipozyme RM IM). W preparacie immobilizowanym
no$nikiem stuzagcym do unieruchamiania RML jest zywica jonowymienna Duolite
ES 562, przygotowywana na bazie kopolimeru fenolowo-formaldehydowego.

Z pos$réd licznych zastosowan przemystowych lipazy RML, jedna z najbardziej
spektakularnych jest opracowana przez brytyjskie przedsiebiorstwo biotechnolo-
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giczne Celltech Group plc produkcja syntetycznego aminokwasu - (S)-tert-leucyny
[(8)-29] (Schemat 10) [155]. Zwigzek ten, ze wzgledu na swoje wlasciwosci gtéwnie
zwigzane ze sterycznie rozbudowang grupg fert-butylows, jest niezmiernie cennym
blokiem budulcowym dla wielu chiralnych pomocnikéw, ligandéw oraz organoka-
talizatorow stosowanych w syntezie asymetrycznej. Do waznych przykladéw sub-
stancji chemicznych o tym charakterze, zsyntetyzowanych w oparciu o strukture
(S)-tert-leucyny, naleza m.in.: (i) 4-tert-butylo-3-propionylo-oksazolidyn-2-on,
(ii) 4-izopropylo-2-metylo-4,5-dihydro-oksazol oraz (iii) {1-[(difenylofosfanylo)-
metylo]-2,2-dimetylo-propylo}-dimetyloamina. Oprdécz tego, (S)-fert-leucyna
[(5)-29] jest doskonalym lipofilowym komponentem wielu syntetycznych bialek
oraz peptydomimetykéw o zastosowaniu medycznym, gdyz dzieki rozgalezionej
grupie tert-butylowej chroni ich wigzania amidowe przed hydrolizg z udziatem pep-
tydaz, pozwalajac w rezultacie otrzymac zwiazki o lepszej stabilno$ci metaboliczne;.
Przedstawiona na ponizszym schemacie przemyslowa synteza tego aminokwasu
(5)-29 polega w gltéwnej mierze na wykorzystaniu immobilizowanej lipazy z Mucor
miehei (Novo Lipozyme IM) katalizujacej enancjoselektywna alkoholize racemicz-
nego 4-tert-butylo-2-fenylo-1,3-oksazol-5(4H)-onu (rac-26) z uzyciem bezwod-
nego n-butanolu. Rozdzial kinetyczny chiralnego azalaktonu rac-26 przebiega
z jednoczesna racemizacjgy in situ nieprzereagowanego (R)-enancjomeru (R)-26,
biegnaca przez stadium 4-tert-butylo-2-fenylo-1,3-oksazol-5-olu (28). W zwigzku
z tym, Ze do racemizacji azalaktonu dochodzi samorzutnie gdy tylko stezenie (R)-26
w roztworze przekroczy 20%, totez proces ten z formalnego punktu widzenia raczej
zaliczy¢ nalezy do enzymatycznego dynamicznego rozdziatu kinetycznego (EDKR)
anizeli klasycznego rozdzialu kinetycznego. Powstaly w tym czasie ester butylowy
kwasu (25)-2-(benzoiloamino)-3,3-dimetylobutylowego [(S)-27] jest trwaly i moze
by¢ z powodzeniem przeksztalcany do enancjomerycznie czystego aminokwasu
(5)-29 (>99% ee). Wyzej opisany EDKR racemicznego substratu rac-26 przeprowa-
dzony byl w skali 138 gramowej. Pamieta¢ jednak nalezy, ze odbezpieczanie grupy
aminowej powinno by¢ prowadzone w warunkach zasadowych, albowiem hydro-
liza wigzania amidowego w warunkach kwasowych powodowataby spontaniczng
re-cyklizacje z odtworzeniem stereochemicznie labilnego azalaktonu i w zwigzku
z tym cze$ciowa racemizacje, przyczyniajacg si¢ do znacznego zanieczyszczenie pro-
duktu (8)-29 przeciwnym enancjomerem.



450 P. BOROWIECKI

>/ [o] 28 >/ 0
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, “..(R)
o J Lipaza Mucor miehei o)

O, /—/7
S
)
N= ; (Novo Lipozyme IM) N= NH
---------------------- ¥ (¢]
n-BuOH, izooktan, 50 °C, 24 godz., 220 rpm.

rac-26 (R)-26 (9)-27, 61%, >99% ee

J J kilka etapow

O
s
MOH
NH,
(5)-29, >90%, >99% ee (po krystalizacji)

Schemat 10. Chemoenzymatyczna synteza (S)-tert-leucyny [(S)-29] przy uzyciu immobilizowanej lipazy
z Mucor miehei (Novo Lipozyme IM)

Scheme 10.  Chemoenzymatic synthesis of (S)-tert-leucine [(S)-29] by using immobilized lipase from Mucor
miehei (Novo Lipozyme IM)

Drugim bardzo ciekawym przykladem przemystowego zastosowania lipazy
z Rhizomucor mieheijest produkcja (R)-2-(2-aminobutylo)-3-chlorotiofenu [(R)-32].
Proces ten zostal zrealizowany przez dwczesnie funkcjonujaca na rynku farma-
ceutycznym firme Zeneca (obecnie Astra Zeneca) i polegal na rozdziale kinetycz-
nym racemicznego 1-(3-chlorotiofen-2-ylo)butan-2-olu (rac-30) w reakeji tran-
sestryfikacji maslanem winylu katalizowanej Lipozymem 1M (Schemat 11) [156].
W wyniku tej reakcji otrzymywano mieszaning odpowiedniego estru butylowego
(R)-31 oraz nieprzereagowanego alkoholu (S)-30. Po wydzieleniu alkoholu (S)-30
oraz poddaniu go reakcji aminowania w warunkach procedury Mitsunobu, otrzy-
mywano ostatecznie (2R)-1-(3-chlorotiofen-2-ylo)butan-2-amine [(R)-32] - wazny
potprodukt w syntezie lekéw na nadcisnienie tetnicze, pochodnych adenozyny.
Reakcja enzymatycznego rozdziatu kinetycznego rac-30 prowadzona byla w skali
24 gramowej.
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Schemat 11. Chemoenzymatyczna synteza (R)-2-(2-aminobutylo)-3-chlorotiofenu [(R)-32] z zastosowaniem
immobilizowanej lipazy z Rhizomucor miehei (Lipozyme 1M)

Scheme 11.  Chemoenzymatic synthesis of (R)-2-(2-aminobuthyl)-3-chlorothiophene [(R)-32] by using
immobilized lipase from Rhizomucor miehei (Lipozyme 1M)

5. PROCESY KATALIZOWANE PRZEZ LIPAZY:
CAL-A, PPL, BPL, SML ORAZ SC-YM-1

W ostatniej czesci niniejszego przegladu poswieconego przemystowemu zasto-
sowaniu katalizy enzymatycznej z udzialem lipaz w syntezie optycznie czynnych
zwigzkow o wysokiej wartosci dodanej, przedstawiono kilka procesow, ktore cie-
sz3 sie olbrzymim sukcesem komercyjnym, a w ktorych to kluczowsa role odegraty
nastepujace enzymy: lipaza A z Candida antarctica (CAL-A), wieprzowa lipaza
trzustkowa (PPL), lipaza z Burkholderia plantarii (BPL), lipaza z Serratia marcescens
(SML) oraz lipaza z Chromobacterium (szczepu SC-YM-1).

Chemoenzymatyczna synteza znanego leku antydepresyjnego — paroksetyny
(35,4R)-35 - z zastosowaniem lipazy A z Candida antarctica (CAL-A) opracowana
przez hiszpanska firme Vita-Invest S.A. jest jednym z nich (Schemat 12) i stanowi
skuteczng alternatywe dla metody chemicznej opatentowanej i przez diugi czas
stosowanej przez przedsigbiorstwo SmithKline Beecham [157]. Kluczowy w tej
syntezie wysoce enancjomerycznie wzbogacony kwas (3S,4R)-4-(4-fluorofenylo)-
6-oksopiperydyno-3-karboksylowy [(3S,4R)-34] (>98% ee) otrzymywany jest
w reakcji enzymatycznej hydrolizy racemicznego estru etylowego rac-trans-33
w roztworze buforowym z dodatkiem acetonitrylu. Najlepsze wyniki dla zastoso-
wanego rozdziatu kinetycznego estru rac-trans-33 uzyskano stosujac lipaz¢ CAL-A
immobilizowang kowalencyjnie na agarze z dodatkiem polietylenoiminy (PEI).
Dzigki zastosowaniu tej formy enzymu mozliwe byto wydajne otrzymanie optycz-
nie czynnego kwasu (35,4R)-34 z konwersja substratu wynoszaca 58% w tagodnych
warunkach temperaturowych oraz pH. Reakcja enzymatyczna przeprowadzona
zostala w skali 318 gramowej, uzywajac 30 mM roztworu rac-trans-33.
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Schemat 12.  Chemoenzymatyczna synteza paroksetyny [(3S,4R)-35] z zastosowaniem lipazy A z Candida
antarctica immobilizowanej na agarze-PEI

Scheme 12.  Chemoenzymatic synthesis of paroxetine [(35,4R)-35] by using lipase A from Candida antarctica
immobilized on agar-PEI

Kolejnym przykladem zastosowania katalizy enzymatycznej na skale prze-
mystowa jest opracowana przez holenderska firme chemiczng DSM chemo-
enzymatyczna synteza estru (2R)-oksiran-2-ylometylowego kwasu butano-
wego [(R)-37] (Schemat 13) [158-160]. Poniewaz optycznie czynny oksiran
(R)-37 stanowi cenny polprodukt w syntezie wielu skutecznych i powszechnie
stosowanych w terapii nadci$nienia tetniczego lekéw B-adrenolitycznych [tzw.
(S)-B-blokeréw], jego produkcja w skali $wiatowej wynosi obecnie 10 ton/rok
i jest czwartym co do wielkosci biotechnologicznym procesem przemystowym
z uzyciem lipaz, zaraz po enzymatycznej produkcji masta kakaowego wynoszacej
dla poréwnania 104 ton/rok oraz dwdch innych technologiach, o ktérych mowa
ponizej [patrz: synteza (R)-1-fenyloetyloaminy oraz diltiazemu]. Zestawiajac ze
sobg korzysci wynikajace z zastosowania réznych sposobéw otrzymywania czy-
stych (S)-enancjomeréw pochodnych aryloksypropyloamin, nalezy podkresli¢, ze
opracowana przez holendersky firme DSM enzymatyczna metoda kinetycznego
rozdzialu hydrolitycznego mieszaniny racemicznej rac-37 jest niezmiernie pro-
sta, wydajna i co za tym idzie ekonomicznie bardziej uzasadniona w poréwnaniu
np. z bezposrednig syntezg z zastosowaniem wygodnych, ale bardzo kosztownych
handlowych enancjomeréw (R)-(-)- i (S)-(+)-epichlorohydryny. W zaprezento-
wanej ponizej metodzie syntezy (S)-f-blokeréw substratem jest bardzo tania race-
miczna epichlorohydryna rac-36, ktéra poddawana jest hydrolizie do glicydolu
z jednoczesng jego estryfikacjg przy uzyciu chlorku kwasu mastowego w srodowisku
zasadowym. Otrzymany racemiczny ester kwasu mastowego rac-37 hydrolizowany
jest nastepnie w sposob catkowicie stereoselektywny do optycznie czynnego glicy-
dolu (R)-38 (>99% ee) oraz nieprzereagowanego maslanu (R)-37 (>99% ee). Proces
ten katalizowany jest przez jedng z najtanszych dostepnych na rynku lipaz, a mia-
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nowicie lipaze¢ PPL bedaca ekstraktem z trzustki wieprzowej. Istotnym czynnikiem
jest mozliwo$¢ regeneracji tego enzymu, poniewaz wystepuje on w formie immobi-
lizowanej na komercyjnie dostepnym ztozu - aktywowanej dietyloaminoetanolem
agarozie [DEAE-Sepharose, Pharmacia Biotech (Uppsala, Sweden)]. Dodatkowo,
zastosowanie bardzo fagodnych warunkéw procesowych, w tym uzycie roztworu
buforowego z dodatkiem 1,4-dioksanu, utrzymywanie pH obojetnego oraz niskiej
temperatury (25°C), umozliwia niewielkie zuzycie katalizatora. Nieprzereagowany
ester enancjomerycznie czystego glicydolu (R)-37 poddawany jest nastgpnie szere-
gowi prostych reakeji chemicznych, dobranych w taki sposob, iz straty w catkowitej
wydajnosci oraz czystoséci optycznej otrzymywanych (S)--blokeréw sa minimalne.
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AN
o > 0 My 7 OH + v7 O
o O bufor 256 mM fosforan sodu / 1,4-dioksan 10% (Vv), pH 7,0, o o
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Schemat 13.  Chemoenzymatyczna synteza optycznie czynnych (S)-f-blokeréw otrzymywanych w oparciu
o rozdzial kinetyczny butanianu glicydolu (rac-37) katalizowanego ekstraktem (wyciagiem) lipazy
z trzustki wieprzowej (PPL) immobilizowanym na modyfikowanej agarozie (DEAE-Sepharose)

Scheme 13.  Chemoenzymatic synthesis of optically active (S)-f-blockers obtained on the basis of kinetic reso-
lution of glycidyl butyrate (rac-37) catalyzed by porcine pancreatic lipase (PPL) extracts immobi-
lized on modified agarose (DEAE-Sepharose)

Innym przykladem wdrozenia przemystowego o duzym znaczeniu dla gospo-
darki $wiatowej jest opracowana przez koncern BASF AG produkcja enancjomerycz-
nie czystej (R)-1-fenyloetyloaminy [(R)-42] - cennego pdtproduktu wykorzystywa-
nego w syntezie farmaceutykéw oraz pestycydéw (Schemat 14) [161, 162]. Firma
BASF AG w procesie dynamicznego rozdzialu kinetycznego racemicznej aminy
rac-42 zastosowata doé¢ rzadko uzywang lipaze z Burkholderia plantarii immobili-
zowang na poliakrylanie (DSM 6535). Do racemizacji zbednego (S)-42 zapropono-
wano w tym przypadku katalizator palladowy, ktory jest znacznie mniej toksyczny
od powszechnie uzywanych w tym celu katalizatoréw rutenowych. Stosujac lipaze
DSM 6535 zawieszona w mieszaninie eteru fert-butylowo-metylowego (rozpusz-
czalnik) i etylometoksyoctanu (donor grupy acylowej) otrzymywano po 5 godzi-
nach prowadzenia reakcji mieszaning (R)-2-metoksy-N-(1-fenyloetylo)acetamidu
[(R)-43] (>99% ee) oraz nieprzereagowanej aminy (S)-42 (93% ee) z bardzo wysoka
enancjoselektywnoscig (E>200). Rozdzial tej mieszaniny metoda ekstrakcyjng lub
za pomoca destylacji pozwolil na otrzymanie obu enancjomerdéw z wydajnoscia
>45% przy zalozeniu, iz reakcje przerywano dokfadnie przy konwersji wynoszace;j
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50%. Proces prowadzony jest w systemie przeptywowym w sposob polciagly w skali
1,65 M (200 gxlitr™') uzytego substratu rac-42.
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Schemat 14. Rozdzial kinetyczny racemicznej 1-fenyloetyloaminy (rac-42) katalizowany immobilizowana
lipazg z Burkholderia plantarii (DSM 6535)

Scheme 14.  Kinetic resolution of racemic 1-phenylethylamine (rac-42) catalyzed by lipase from Burkholderia
plantarii (DSM 6535)

Kolejnym przyktadem wysoce wydajnego procesu biotechnologicznego
z zastosowaniem lipaz jest przemyslowa produkcja diltiazemu [(2S,35)-46] -
pochodnej benzotiazepiny, bedacej substancja czynng leku z grupy antagonistow
wapnia (blokujgcych kanal wapniowy typu L), stosowanego w leczeniu nadci$nienia
tetniczego oraz choroby niedokrwiennej serca (Schemat 15) [163, 164].
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Schemat 15. Chemoenzymatyczna synteza diltiazemu [(25,35)-46] katalizowana rekombinowang lipaza
z Serratia marcescens (Sr41 8000)

Scheme 15.  Chemoenzymatic synthesis of diltiazem [(25,35)-46] catalyzed by recombinant lipase from
Serratia marcescens (Sr41 8000)

Chemoenzymatyczna synteza tego zwiazku (2S,3S)-46 opracowana zostata
w 1993 roku przez japonskie przedsiebiorstwo farmaceutyczne Tanabe Seiyaku Co.,
Ltd., obecnie wchodzace w sklad Mitsubishi Chemical Holdings. Niezbedny chiralny
potprodukt - racemiczny ester metylowy kwasu trans-3-(4-metoksyfenylo)glicydo-
wego (rac-trans-44) - poddawany jest stereoselektywnej hydrolizie w warunkach
kontroli kinetycznej celem uzyskania odpowiedniego diastereoizomeru (2R,3S)-44
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wykorzystywanego do dalszych przeksztalcen. W toku doglebnych badan poswieco-
nych hydrolitycznemu rozdzialowi kinetycznemu rac-trans-44 stwierdzono, iz ide-
alnym katalizatorem jest zewngtrzkomodrkowa lipaza z rekombinowanej Gram-(-)
bakterii Serratia marcescens zwanej takze Paleczkg krwawg (lub cudowng). W celu
zwiekszenia jej aktywnos$ci oraz stabilnos$ci operacyjnej, lipaza z Serratia marce-
scens (Sr41 8000) zostala dodatkowo immobilizowana na odpowiedniej warstwie
utworzonej z gabek morskich z uzyciem techniki adsorpcyjnej z podcisnieniem.
Caly proces enzymatyczny prowadzony jest w ukladzie dwufazowym (bufor/
toluen) w lekko zasadowym $rodowisku (pH 8,5), w temperaturze 22°C w reaktorze
z zamontowang pdlprzepuszczalng, hydrofilowa, widknisto-kanalikowa membrang
wykonang z poliakrylonitrylu (Schemat 16). Ponadto, ustalono eksperymentalnie,
ze nieprzereagowany enancjomerycznie czysty ester (2R,35)-44 (99,9% ee) izolo-
wany z mieszaniny reakcyjnej z wydajnosciag rzedu 40-45% jest jednoczesnie inhi-
bitorem kompetycyjnym dla stosowanej lipazy. Z kolei, powstajacy w toku reakeji
enzymatycznej optycznie czynny kwas (25,3R)-45 jest bardzo niestabilny w panu-
jacych warunkach i ulega spontanicznej dekarboksylacji z utworzeniem 4-metok-
syfenylacetalaldehydu (47). Aldehyd ten 47, podobnie jak tworzacy sie w reakcji
metanol, dezaktywuje enzym, w zwigzku z czym musi by¢ wymywany z mieszaniny
poreakcyjnej w sposob ciaglty w postaci wodorosiarczynowego adduktu 48. Specjal-
nie zaprojektowany reaktor membranowy (Sepracor Inc. Massachusetts, USA) (Sche-
mat 16) nie tylko umozliwia skuteczne przeprowadzenie tej operacji jednostkowej,
ale rowniez w znaczny sposob upraszcza calg synteze diltiazemu [(2S,35)-46], skra-
cajac liczbe jej etapoéw z 9 do tylko 5. Ponadto, zastosowanie reaktora membrano-
wego oprocz zwigkszenia aktywnosci katalizatora, dodatkowo wydluza czas jego
pracy do { ;= 127 godz., co w poréwnaniu z klasycznym reaktorem emulsyjnym jest
ok. 30-krotnie lepszym wynikiem. Proces prowadzony w systemie przeplywowym
w sposdb okresowy w skali < 0,6 M (< 125 g x litr™") uzytego substratu rac-trans-44
pozwala uzyska¢ 40 kg optycznie czynnego prekursora diltiazemu (2R,3S)-44
w jednej szarzy. Nalezy stanowczo podkresli¢, ze obecnie produkcja nieracemicz-
nego diltiazemu [(25,35)-46] wyzej opisang metodg enzymatyczng prowadzona jest
w wielu przedsigbiorstwach (m.in. DSM) i wynosi ponad 100 ton/rok.
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Schemat 16. (A) Schemat technologiczny syntezy diltiazemu [(2S,35)-46] w przeplywowym reaktorze mem-
branowym; (B) Budowa oraz mechanizm dzialania membrany

Scheme 16.  (A) Technological scheme for the synthesis of diltiazem [(25,3S)-46] in the flow-through catalytic
membrane reactor; (B) Structure and mechanism of action of the membrane

Innym ciekawym przyktadem chemoenzymatycznej metody syntezy jest otrzy-
mywanie inhibitora kinazy bialkowej B (PKB albo Akt) — chlorowodorku ipataser-
tibu [(S,R,R)-54] - opracowana przez wspolpracujace ze sobg amerykanskie firmy
farmaceutyczne: Array BioPharma Inc. oraz Genentech, Inc. (Schemat 17) [165]. Jed-
nym z etapow tej zmudnej i do$¢ skomplikowanej syntezy jest etap enzymatyczny,
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w ktérym racemiczny triester rac-49 (27,6 kg) hydrolizowany jest w srodowisku
buforu fosforanowego (pH 7,5) za pomocg odpowiedniej lipazy, pozyskiwanej ze
zmutowanego szczepu bakteryjnego Chromobacterium (SC-YM-1). Po 19 godzi-
nach prowadzenia reakcji w temperaturze 0°C w warunkach kontroli kinetycz-
nej, otrzymywano praktycznie czysty enancjomerycznie ester trimetylowy kwasu
(R)-2-metylopropano-1,1,3-trikarboksylowego [(R)-49] (12,9 kg, 99,8% ee) z bar-
dzo wysoka wydajnosdcig 94% przy konwersji wynoszacej 50%. Co ciekawe, uzyty
w tym procesie enzym wykazywal podczas hydrolizy racematu rac-49 niezgodna
z regula Kazlauskasa [166], nietypowa dla lipaz (S)-stereopreferencje wzgledem
biotransformowanych enancjomerdw, pozostawiajac w mieszaninie reakcyjnej wol-
niej reagujacy (R)-izomer triestru. Enancjomerycznie czysty triester (R)-49 pod-
dawany jest nastepnie reakcji z octanem formamidyny w warunkach zasadowych
(MeONa/MeOH) czego efektem jest wydzielanie (R)-3-(4,6-dihydroksypirymi-
dyn-5-ylo)butanianu metylu (DHP) [(R)-50] (8,7 kg) o bardzo wysokiej czystosci
chemicznej (>99%), o doskonalym nadmiarze enancjomerycznym (99,9% ee) oraz
z wysoka wydajnoscig (74%). Ostateczny produkt wieloetapowej syntezy — ipataser-
tib [(S,R,R)-54] - otrzymywany jest w postaci monochlorowodorku w ilosci 3,23 kg
z pojedynczej szarzy produkcyjnej, z doskonalg czystoscig zaréwno chemiczng
(99,7%) jak réwniez enancjomeryczng (>99% ee).
Cl o
T,

52

‘ j 13 etapow

CHg Lipaza Chromobacterium CHg cl o
MeO,C CO,Me (SC-YM-1) MeO,C CO,Me —
(R) $J OH Y
CO,Me bufor fosforanowy (NapHPOy), CO,Me H CIHN
pH 7,5,0°C, 19 godz., BocN” 2
rac-49 konwersja = 50% (R)-49, 94%, 99,8% ee /]\ 5 o
(8)-583, 55% (total), 8 etapow N
HN?Z > NHzO0Ac  >99,9% czyst., >99,9% ee PW ai [ j
NaOMe/MeOH
ﬁoc N CHs
N
(>
M o 10 etapéw N CHs N O(F:_)|
CO,Me A
NEYW\/ 20— N'k A (S,R,A)-54 (Ipatasertib),
N/ OH N/ ") 99,7% czyst., >99% ee
OH
(R)-50 (DHP), 74%, (R.R)-trans-51, 48% (total),
>99% czyst., 99,9% ee 98,4% czyst., 98,9% de

Schemat 17. Chemoenzymatyczna synteza monochlorowodorku ipatasertibu [(S,R,R)-54] z uzyciem lipazy
z Chromobacterium (SC-YM-1)

Scheme 17.  Chemoenzymatic synthesis of ipatasertib monohydrochloride [(S,R,R)-54] by using lipase from
Chromobacterium (SC-YM-1)
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UWAGI KONCOWE

Niniejszy przeglad literaturowy po$wigcony biokatalitycznym metodom z uzy-
ciem lipaz dobitnie przedstawia jak wielki potencjal tkwi w katalizie enzymatycznej
i jak cennym narzedziem w przemyslowej syntezie organicznej sg lipazy. W wigk-
szosci wyzej zaprezentowanych przykladow uzycie lipaz jako biokatalizatorow
spowodowalo powiekszenie wydajnosci otrzymywania cennych produktéw w duzo
krétszym czasie oraz w znacznie prostszy i bardziej przyjazny dla srodowiska spo-
sob anizeli przy zastosowaniu klasycznej katalizy chemicznej. Zdecydowana wigk-
sz0$¢ przedstawionych w przegladzie procesow cieszy si¢ do dzi$§ pelnym sukcesem
komercyjnym, a przedsiebiorstwa ktdre zdecydowaly si¢ zainwestowaé w techno-
logie biochemiczne z udzialem lipaz podniosty swojg konkurencyjno$¢ na arenie
miedzynarodowej. Nie oznacza to oczywiscie, ze przemystowe zastosowania lipaz i
ogodlnie rzecz biorac metod biokatalitycznych zostaly wyczerpane. Wrecz przeciw-
nie, pomimo iz prace badawcze poswiecone lipazom w rozpuszczalnikach orga-
nicznych trwaja juz od ponad 85 lat, to jak wynika z doniesien wiatowej literatury,
odkrywane sg ciagle nowe, dotad nie brane pod uwage, a rownie efektywnie katali-
zowane przez nie reakcje (tzw. promiskuityzm katalityczny lipaz) [167-171]. Zatem
mozemy by¢ zupelnie pewni, ze ta dynamicznie rozwijajaca sie dziedzina naukowa
w najblizszych dekadach stanowi¢ bedzie potezny impuls dla powstawania nowych
malotonazowych technologii syntez produktéw o wysokiej wartoéci dodanej o bar-
dzo duzym znaczeniu gospodarczym.
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