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1. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW.

AcCl - chlorek kwasu octowego

Ac;0 — bezwodnik kwasu octowego

AcOEt — octan etylu

AcOH - kwas octowy

t-Bu — grupa tert-butylowa

DCC - diimid kwasu 1,3-dicykloheksylowego
DMAP - 4-(N,N-dimetyloamino)pirydyna

DME - 1,2-dimetoksyetan

DMSO - dimetylosulfotlenek

e.e. — nadmiar enancjomeryczny

HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa
imm. - immobilizowane

konw. - konwersja

lipaza Amano P - lipaza z Pseudomonas fluorescens
lipaza Amano PS - lipaza z Pseudomonas fluorescens
lipaza Novozym 435 — lipaza z Candida antarctica
Np - grupa naftylowa

PCL - lipaza z Pseudomonas cepacia

Ph — grupa fenylowa

PLE - esteraza z watroby Swini

i-Pr — grupa izo-propylowa (CH3),CH-

i-Pr,0 - eter izopropylowy

rac — mieszanina racemiczna

THF — tetrahydrofuran

TLC - chromatografia cienkowarstwowa

p-TsOH — kwas p-toluenosulfonowy



2. WSTEP.

Rozwdj wspoélczesnej chemii organicznej zwiazany jest silnie z ochrona srodowiska
naturalnego. Stosowane procedury technologiczne musza by¢ procedurami, ktére sa przyjazne
srodowisku. Wynika wigc z tego, Ze zainteresowanie procesami nie wywierajacymi zlego wptywu
na otoczenie bedzie coraz wigksze.

Biokatalizatory jakimi sa enzymy speiniaja wyzej wymienione wymagania i umozliwiaja
prowadzenie réznorodnych reakcji chemicznych w tagodnych warunkach. Wysoka specyficzno$¢
substratowa enzyméw wykorzystywana jest w szeregu procesach chemicznych. Poniewaz enzymy
przyspieszaja kinetyke okreslonej reakcji przez znaczne obnizenie jej energii aktywacji, dlatego tez
procesy z ich zastosowaniem prowadza do otrzymania znacznie mniejszej ilosci produktéw
ubocznych.

Poniewaz enzymy sa katalizatorami szeregu proceséw chemicznych warto uzmystowi¢
sobie jak bardzo ztozona jest ich struktura, co dobrze obrazuje ponizsza ilustracja dehydrogenazy
alkoholowej. Dla poréwnania umieszczono struktur¢ katalizatora cynchoidynowego (po prawej),

ktérego dziatanie zostanie p6zniej omowione.




3. CEL PRACY.

Chemia lekéw jest preznie rozwijajaca si¢ dziedzina nauki. Stale poszukuje si¢ nowych,
efektywniejszych metod syntezy tej klasy zwiazkow, spetniajacych wymagania zwiazane z ochrong
srodowiska naturalnego. Poniewaz aktywno$¢ biologiczna kazdego leku zwiazana jest z jego
budowa przestrzenna, poszukuje si¢ metod syntezy enancjomerycznie lub diastereoizomerycznie
czystych zwiazkéw organicznych, ktére sa sktadnikami lub substratami w syntezie tych zwiazkow.

Doskonatym przyktadem zwiazku, ktérego dzialanie lecznicze jest zwiazane z jego
czynnoscia optyczng jest (-)-Paroksetin' (1). Lek ten jest selektywnym antagonista receptora
serotoninowego odpowiedzialnego za stany depresyjne i lgkowe. Wykazano, ze w znacznym
stopniu aktywno$¢ tego zwiazku zwiazana jest z ugrupowaniem 3-fenyloglutarowym obecnym w

jego strukturze.

Ugrupowanie to mozna znalez¢ rowniez w strukturze wielu innych lekéw. Jednym z nich
jest, stosowany w leczeniu astmy, antagonista receptora neurokininowego NK, zwiazek 27,
natomiast drugi to antagonista receptora CCR5 zwiazek 3°. Ten ostatni receptor jest migdzy innymi
odpowiedzialny za przenoszenie wirusa HIV-1 do wngtrza komorki.

Kluczowym etapem syntezy Paroksetinu (1) jest desymetryzacja diestru metylowego kwasu
3-(4-fluorofenylo)glutarowego prowadzaca do otrzymania optycznie czynnego odpowiedniego
monoestru o okreslonej konfiguracji. Obecnie reakcjg¢ ta wykonuje si¢ jako proces enzymatycznej
hydrolizy substratu. Niestety, oznacza to, ze odpowiedni enzym jest w tej reakcji tracony. Ponadto
wyodregbnienie produktu ze srodowiska reakcji, jakim jest woda, jest bardzo trudne 1 kosztowne.
Analogiczne reakcje chemiczne prowadza do substratow wymienionych juz lekéw.

Dlatego tez istnieje pilna potrzeba opracowania nowej, ogdélnej metody otrzymywania

optycznie czynnych monoestréw kwaséw 3-aryloglutarowych. Celem moich badafh jest wigc



opracowanie metody syntezy wymienionych zwiazkéw. W celu uzyskania peinej kontroli nad
stereochemicznym przebiegiem tej reakcji niezbg¢dne jest takze opracowanie metody okreslania
konfiguracji absolutnych uzyskiwanych produktéw.

Ponadto w niniejszej pracy postaram si¢ ustali¢ jaki wptyw na enancjoselektywnos$¢ reakcji

enzymatycznej ma uzycie réznych alkoholi oraz rozpuszczalnikow.



4. CZESC TEORETYCZNA.

Substratem stosowanym w syntezie chiralnych monoestréw kwaséw 3-aryloglutarowych sa
odpowiednie kwasy lub ich bezwodniki. Poniewaz bezwodniki, ktére stosowatem jako substraty
do reakcji enzymatycznych, otrzymywane sa z odpowiednich kwaséw omawiam ogdlne metody

syntezy tej klasy zwiazkow koncentrujac sig na ich syntezie.

4.1. METODY SYNTEZY KWASOW 3-ARYLOGLUTAROWYCH.
Generalna metoda syntezy kwasow glutarowych (E), ktére posiadaja podstawnik w pozycji

3 opiera si¢ na kilkuetapowej sekwencji reakcji ¥ (Schemat 1).

R\‘ R' R R
0o H O R* O
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R = CO,H, CO,Me, CO,Et
R!=H, Me, Et
R2=aryl

Schemat 1.

Pierwszym etapem tego procesu jest generowanie karboanionu z reagenta karbonylowego
(A) przez zasade. Powstaty karboanion atakuje wegiel karbonylowy w aldehydzie (B). Powstaty
addukt stabilizowany jest przez odej$cie czasteczki wody z utworzeniem o,fB-nienasyconego
zwiazku karbonylowego (C). Nastgpnie do wiazania podwdjnego powstatego produktu, przytacza
si¢ druga czasteczka nukleofila (A) dajac odpowiedni produkt reakcji Michaela, ester (D). W
kolejnej przemianie uzyskany zwiazek jest poddany reakcjom hydrolizy i dekarboksylacji,
prowadzacych do kwasu glutarowego (E).

Zaprezentowana metoda jest procesem zlozonym. Stosujac do reakcji stechiometryczna
ilo§¢ zwiazkéw (A) i (B) mozna otrzymaé o,f-nienasycony zwiazek (C), ktéry mozna nastepnie
uzy¢ do reakcji Michaela z innym reagentem karbonylowym.

Omawiana metoda syntezy ma swoje ograniczenia. Najwazniejsze z nich to rodzaj
zastosowanego aldehydu aromatycznego oraz charakter podstawnikéw znajdujacych si¢ w
pierscieniu aromatycznym tegoz aldehydu. Podstawniki elektronoakceptorowe wptywaja
korzystnie na wydajno$¢ reakcji kondensacji przez zmniejszenie gestosci elektronowej na
karbonylowym atomie wegla aldehydu aromatycznego, natomiast podstawniki elektronodonorowe

zwigkszaja owa gestos¢, co w znamienny sposéb obniza wydajnos¢ reakcji kondensacji.



4.1.1. Trzyetapowa metoda syntezy kwaséw 3-aryloglutarowych.
Aromatyczne pochodne kwasu 3-aryloglutarowego 6 posiadajace podstawniki halogenowe
w pier§cieniu aromatycznym zostaly otrzymane zgodnie z ponizej przedstawionym schematem

reakcji.

R R
R R’ R'
R' o o
MOEt KOH AcCl
piperydyna 85-90°C AT
temp. pok.
H (6]
EtO,C CO,Et HO,C COH 0 0 o
4 5 6 7
a:R=F R!=H
b:R=ClL R!I=Cl

Schemat 2.

W reakcji kondensacji acetylooctanu etylu z aldehydem 4-fluorobenzoesowym (4a)
otrzymano ester etylowy kwasu 24-diacetylo-3-(4-fluorofenylo)glutarowego (Sa) z 69%
wydajnoscia. Zwiazek ten poddano reakcjom hydrolizy i dekarboksylacji otrzymujac odpowiedni
kwas 6a, ktory nastepnie przeksztalcono przy uzyciu chlorku kwasu octowego w bezwodnik kwasu
3-(4-fluorofenylo)glutarowego (7a). Wydajnos¢ ostatniego etapu wyniosta 94%° (Schemat 2).

Stosujac wyzej opisana metodg, otrzymano réwniez bezwodnik kwasu 3-(3,4-dichlo-
rofenylo)glutarowego (7b) z catkowita wydajnos$cia wynoszaca 43 %°.

Przedstawiona metoda syntezy bezwodnikow aromatycznych wydaje si¢ by¢ bardzo
atrakcyjna ze wzgledu na tatwa dostepno$¢ i niski koszt reagentéw oraz wysoka wydajnosé
poszczegblnych etapéw syntezy.

Podobng sekwencj¢ reakcji zastosowano w syntezie kwasu 3-(4-fert-butylofenylo)glu-
tarowego (10). Substratami do reakcji kondensacji byty aldehyd p-fert-butylobenzoesowy (8) i

cyjanooctan etylu.

1. kwas Meldruma
oo _BtOH.NaOH _ AcCl
plrohdyna 2 H+

Schemat 3.
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W reakcji kondensacji katalizowanej pirolidyna otrzymano zwigzek posredni, ktory bez
wydzielania poddany zostat reakcji Michaela z druga czasteczka cyjanooctanu etylu dajac diester 9.
Zwiazek ten poddano reakcjom hydrolizy i dekarboksylacji roztworem kwasu Meldruma z
wodorotlenkiem sodu w  etanolu, otrzymujac po zakwaszeniu kwas = 3-(4-tert-
butylofenylo)glutarowy (10) z 50% wydajnoscia. Zwiazek ten poddany reakcji cyklizacji
chlorkiem kwasu octowego zostat przeksztalcony w bezwodnik 11 z wydajnoscia 95%’

(Schemat 3).

4.1.2. Dwuetapowa metoda syntezy kwasow 3-aryloglutarowych.
Tanie i dostgpne reagenty, jakimi sa pochodne kwasu cynamonowego, sa takze substratami

w syntezie aromatycznych bezwodnikéw kwasu glutarowego® (Schemat 4).

1. NaOH
CHz<C02) Me, _2.AcCl _ AcCl
MeONa/ MeOH
CO,Me

CO,Me MeO,C CO,Me
a: R=Cl, R!=Me
b:R=H,R!'=H
c:R=F, R!=H

Schemat 4.

Ester metylowy kwasu p-chlorocynamonowego (12a), poddano reakcji z malonianem
dimetylu i metanolanem sodu w suchym THF. Otrzymany z 85% wydajnoscia ester 13a poddano
reakcjom hydrolizy i dekarboksylacji wodnym roztworem chlorku sodowego z dodatkiem DMSO,
otrzymujac diester metylowy kwasu 3-(4-chlorofenylo)glutarowego (6a) z wydajnoscia wynoszaca
79%°. Zwiazek ten po uprzedniej hydrolizie do kwasu 3-(4-chlorofenylo)glutarowego mozna
podda¢ cyklizacji chlorkiem kwasu octowego otrzymujac bezwodnik kwasu 3-(4-chlorofe-
nylo)glutarowego (Schemat 4).

W podobny sposéb do wyzej przedstawionej metody dokonano syntezy bezwodnika kwasu
3-fenyloglutarowego (7b). W reakcji kwasu cynamonowego z malonianem dietylu i etanolanem
sodu w etanolu otrzymano ester 13b z wydajnoscia 68%, ktéry nastgpnie poddano reakcjom
hydrolizy i dekarboksylacji wodorotlenkiem potasu do kwasu 3-fenyloglutarowego (6b). Kwas ten
w reakcji z chlorkiem kwasu octowego zostat przeksztalcony w odpowiedni bezwodnik 7b z
wydajnoscia 65%'° (Schemat 4).

Analogiczna sekwencje reakcji zastosowano w celu otrzymania kwasu 3-(4-fluorofe-

nylo)glutarowego (6¢) z catkowita wydajnoscia wynoszch70%” (Schemat 4).
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Zaprezentowana metoda, ktorej kluczowym etapem jest reakcja addycji Michaela do
pochodnych kwasu cynamonowego, wydaje si¢ by¢ bardzo atrakcyjna ze wzgledu na uzyskiwane

wysokie wydajnosci poszczegdlnych reakcji.

4.2. MODYFIKACJA GRUPY AROMATYCZNEJ KWASOW 3-ARYLOGLUTAROWYCH.
Podstawnik aromatyczny kwasu glutarowego mozna poddawaé szeregu modyfikacjom

uzyskujac nowe pochodne juz znanych zwiazkéw.

OMe OMe OMe
NO, NO,
1. AcOH, Ach AcCl
2. HNO,4 toluen
HO,C  CO,H HO,C  COH 0o N0
14 15 16
Schemat 5.

Przyktadem zastosowania tej koncepcji jest reakcja nitrowania kwasu 3-(4-metoksyfe-
nylo)glutarowego (14) prowadzaca do kwasu 3-(4-metoksy-3-nitrofenylo)glutarowego (15) z 87%
wydajnoscia. Kwas ten poddano reakcji cyklizacji chlorkiem kwasu octowego, otrzymujac z 94%
wydajnos$cia odpowiedni bezwodnik ' (16) (Schemat 5).

Ta koncepcje mozna takze zastosowa¢ do syntezy halogenowanych pochodnych kwasu
3-fenyloglutarowego.

Kwas 3-fenyloglutarowy zostal poddany reakcji bromowania w wyniku ktdérej otrzymano
kwas 3-(4-bromofenylo)glutarowy z 65% wydajnoscia”.

Przedstawione podejscie wydaje si¢ by¢ bardzo atrakcyjnym, ale nie znajduje w literaturze

SZEerszego zastosowania.

4.3. CHEMICZNE METODY DESYMETRYZACJI BEZWODNIKOW KWASOW 3-ARYLOGLUTAROWYCH.
4.3.1. Chemiczna desymetryzacja bezwodnikéw kwaséw 3-aryloglutarowych alkaloidami
cynchoidynowymi.

Alkaloidy cynchoidynowe stuza jako katalizatory wielu reakcji chemicznych. Stosowane sa

rowniez w reakcji desymetryzacji bezwodnikéw kwasu glutarowego.

12



Pierwsza klase katalizatoréw reprezentuje zwiazek o strukturze A'*. Katalizatory tego typu
réznig si¢ migdzy soba podstawnikiem R przy atomie we¢gla w grupie naftylowej oraz konfiguracja
na chiralnych atomach wegla, ktéra ostatecznie decyduje o konfiguracji absolutnej powstalego
monoestru kwasu 3-fenyloglutarowego. Drugi typ katalizatoréw cynchoidynowych przedstawia
zwiazek typu B. Rozbudowane podstawniki (DHQD) przy pierscieniu aromatycznych sprzyjaja

podniesieniu czystosci optycznej produktu.

Katalizator A (5 mol%)
MeOH, toluen
temp. pok.

07 >o" o HO,C ~ CO,Me
7 17

Schemat 6.

Desymetryzacja bezwodnika kwasu 3-fenyloglutarowego (7) prowadzona w toluenie i
etanolu z 5% molowa iloscia katalizatora A, data ester metylowy kwasu 3-fenyloglutarowego (17) z
wydajnoscia 99% i nadmiarem enancjomerycznym wynoszacym 48%'> (Schemat 6).

Opisana metode charakteryzuje niewatpliwie duza wydajno$¢ chemiczna, lecz otrzymany
monoester cechuje niska czysto$¢ optyczna.

4.3.2. Chemiczna metoda syntezy chiralnych monoestréw kwaséw glutarowych
wykorzystujaca koncepcje chiralnych pomocnikéw.

Optycznie czynne monoestry kwasu glutarowego na drodze chemicznej mozna otrzymacé
rOwniez poprzez utworzenie diastereoizomerycznych pochodnych z chiralnymi aminami lub
alkoholami (chiralne pomocniki). Po rozdzieleniu otrzymanych pochodnych na diastereoizomery
metodami fizycznymi w kolejnym etapie sa usuwane wprowadzone jednostki chiralne (pomocniki),
co prowadzi do optycznie czystych monoestrow.

Znane sa przyklady zastosowania jako chiralnego pomocnika [-mentolu'®, R-1-

(naftylo)etyloaminy™'” lub optycznie czynnego 1-naftyloetanolu’®.
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Koncepcja zastosowania jako chiralnego pomocnika (S)-1-(1-naftylo)etanolu przedstawiona

jest na Schemacie 7.

Me O R O O R O
R Np/\OwOMe Howowle
18A 17A

Me 1. DMAP,
. CH,CI, H,/Pd
07 0 N0 Np OH 2.CH,N, '\;/le o) R 0 100% 0 B 0
Np~ O OMe HO OMe
18B 17B

Schemat 7.

W reakcji z (S)-1-(1-naftyl)etanolem otrzymano diastereomeryczne pochodne kwasu
glutarowego. Zastosowano pomiar protonowego rezonansu jadrowego (‘"H NMR) w celu okre$lenia
proporcji uzyskanych diastereoizomerow.

Zauwazono, ze zmiana wielkosci podstawnika R wplywa znacznie na proporcje
uzyskiwanych diastereoizomeréw, a nawet jak to ma miejsce dla grupy tert-butylowej (L.p. 5)

dochodzi do odwrdcenia proporcji diastereoizomeréw (Tabela 1).

Tabela 1.
L.p. R 18A:18B
1 Me 16:1
2 Et 14:1
3 i-Pr 7:1
4 Ph 8:1
5 t-Bu 1:3

Po rozdzieleniu diastereoizomerow 18A i 18B, poddano je reakcji redukcji katalitycznej
otrzymujac optycznie czynne monoestry kwasu glutarowego. Reakcje redukcji przeprowadzono ze

100% wydajnoscia stosujac katalizator palladowy umieszczony na weglu aktywnym16 (Schemat 7).

4.4. ENZYMATYCZNE METODY DESYMETRYZA CJI BEZWODNIKOW KWASOW
3-ARYLOGLUTAROWYCH.

Jak dotad nie zamieszczono w literaturze zadnych informacji zwigzanych z desymetryzacja
enzymatyczng bezwodnikéw kwaséw 3-aryloglutarowych.

Badania nad reakcjami desymetryzacji aromatycznych bezwodnikéw kwasu glutarowego,

katalizowanymi lipazami, rozpoczeto w Zaktadzie Technologii i Biotechnologii Srodkéw

Leczniczych PW.
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Lipaza imm.
P S——

+ R'OH
(0] (0]
R’
HO (0]
O~ 0" "0
7 17
a:R=Cl R! = Me, Et, Bu, Bn
b:R=H
c: R=MeO

Schemat 9.

Przeprowadzone badania nad zastosowaniem enzyméw do katalizowania reakcji
desymetryzacji bezwodnika 3—feny10g1utar0weg020 (7) alkoholami wykazaly, ze zwiazki te reaguja
z enzymami nie dajac oczekiwanych produktow. Dopiero zastosowanie immobilizowanych
enzymow doprowadzito do uzyskania pozadanych produktéw (Schemat 9).

Najwyzsze wartosci indukcji asymetrycznej uzyskano w reakcji bezwodnika kwasu
3-(4-metoksyfenylo)glutarowego (7c¢), katalizowanej immobilizowang lipaza Amano PS. Réwnie
dobrymi enzymami w reakcji desymetryzacji bezwodnikéw kwasu 3-fenyloglutarowego okazaty si¢
Chirazym A i Novozym 435.

Przebadano réwniez jaki wptyw na enancjoselektywnos¢ reakcji ma zastosowanie réznych
rozpuszczalnikéw. Jako reakcj¢ modelowa wybrano estryfikacj¢ bezwodnika kwasu 3-fenylo-
glutarowego (7a) etanolem, katalizowanej Novozymem 435 (Schemat 9). Wybrano rozpuszczal-
niki, ktére réznily si¢ miedzy soba polarnoscia, ggstoscia oraz innymi wlasciwosciami
fizykochemicznymi. Pozwolilo to na wyodrgbnienie grupy rozpuszczalnikéw, w ktorych reakcja
desymetryzacji bezwodnika kwasu 3-fenyloglutarowego przebiega z najwyzszymi warto$ciami
nadmiar6éw enancjomerycznych i jednocze$nie w najkrétszym okresie czasu.

Do tych rozpuszczalnikow naleza etery. Eter izopropylowy stosowany jako rozpuszczalnik
w reakcjach enzymatycznych daje najwyzsze wartosci proporcji enancjomeréw i najkrotszy czas
trwania reakcji.

Sprawdzono réwniez jaki wplyw na przebieg reakcji desymetryzacji ma zastosowanie
roznych alkoholi.  Najwyzsze warto$ci indukcji asymetrycznej otrzymano w reakcjach
bezwodnikéw kwasu 3-fenyloglutarowego z etanolem, podobnie duze nadmiary enancjomeryczne
uzyskano w reakcji tworzenia estru allilowego kwasu 3-fenyloglutarowego.

W kilku przypadkach, opierajac si¢ na danych literaturowych, przypisano konfiguracje
absolutne uzyskanym produktéw. Niestety, problem okreslenia ich konfiguracji absolutnych nie

zostal rozwiazany.
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4.5. DESYMETRYZACJA HYDROLITYCZNA DIESTROW KWASOW 3-ARYLOGLUTAROWYCH.
Czynne optycznie monoestry kwaséw 3-aryloglutarowych (17) mozna otrzymac z diestréw

kwasu glutarowego 21 w wyniku reakcji selektywnej hydrolizy substratow katalizowanej enzymami

(Schemat 11).

R® H RS H
PLE
—_—
pH=7, 20°C
RIO,C  CO,R! R10,C CO,H
21 17

a: Rl=Me, R2=Ph

b: R!=Me, R2= CH,Ph

c: R'=Et, R2=3,4-2CI-C,H,4
d: R'=Et, R2= p-C1-C;H,

Schemat 11.

Esteraza z watroby $wini (PLE), ktéra nie wymaga drogich w uzyciu kofaktoréw, katalizuje
reakcje selektywnej hydrolizy 3-podstawionych diestréw kwasu glutarowego 217 Otrzymuje si¢
optycznie czynne monoestry kwasu glutarowego z wysokimi nadmiarami enancjomerycznymi.

Reakcje hydrolizy prowadzono w 20°C w pH = 7. Odpowiednie pH mieszaniny reakcyjnej
utrzymywano przez zastosowanie buforu fosforanowego. W obydwu przypadkach, gdy uzyto jako
substrat estry metylowe kwasu 3-fenylo-(21a, R' = Me, R? = Ph) i 3-benzyloglutarowego (21b,
R' = Me, R? = CH,Ph) otrzymano monoestry 17a i 17b o konfiguracji absolutnej S z nadmiarami
enancjomerycznymi wynoszacymi odpowiednio 54 1 81 %7

Réwniez inne enzymy stosowane byly w reakcjach desymetryzacji estrow kwasu
3-fenyloglutarowego. Stosujac Lipaze Amano P otrzymano z 82% wydajno$cia monoester etylowy
kwasu 3-(3,4-dichlorofenylo)glutarowego (17¢) o konfiguracji absolutnej (S)24 (Schemat 15).

Stosujac a-chymotrypsyng otrzymano z wydajnoscia 92% i nadmiarem enancjomerycznym 97%

monoester etylowy kwasu 3-(4-chlorofenylo)glutarowego® (17d).

a: R'=H, R2=Ph
b: R'=H, R2= CH,Ph

Rys. 1.

Wysoka enancjoselektywnos¢ reakcji prowadzonych z udziatem enzyméw wynika ze $cisle

okreslonej budowy centrum aktywnego. Wyr6zni¢ w nim mozna dwa specyficzne miejsca; duza
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petle, w ktérej umiejscawia si¢ bardziej rozbudowany podstawnik aromatyczny (R% i mata petle, w

ktérej lokuje si¢ atom wodoru (R') (Rys. 1). Takie ulozenie substratu sprawia, iz atak grupy

hydroksylowej seryny moze nastapi¢ tylko na jedna z grup estrowych uzytego diestru.
Katalizatorami tych reakcji sa odpowiednie enzymy, a uzyskiwany produkt musi byc¢

wyodregbniany ze srodowiska reakcji jakim jest woda, co znacznie podnosi koszty catego procesu.

4.6. METODY SYNTEZY LAKTONOW Z MONOESTROW KWASOW 3-ARYLOGLUTAROWYCH.
4.6.1. Selektywna redukcja grupy karboksylowej monoestrow kwaséw 3-aryloglutarowych.
Selektywna redukcja grupy karboksylowej monoestrow kwaséw 3-aryloglutarowych
prowadzona jest do hydroksyestréw kwaséw 3-aryloglutarowych, ktére dalej sa laktonizowane do
odpowiednich laktonéw.
Zwiazkami redukujacymi kwasy karboksylowe do odpowiednich alkoholi sa zwiazki boru.
Odczynniki te, przez swoja chemoselektywnos¢, sa atrakcyjnymi reagentami do syntezy optycznie

czynnych laktonéw.

'R® 'R* R' R?
~ BH;-SMe, ; toluen, p-TsOH <
T THF AT
THF

HO,C  CO,Me HOH,C  CO,Me o X0

17 24 25
a:R!=H, R2=Ph
b: R! = H, R? = CH,Ph

Schemat 13.

W wyniku reakcji estru metylowego kwasu (35)-3-fenyloglutarowego (17a) z kompleksem
borowodoru z siarczkiem dimetylu otrzymano odpowiedni alkohol (3R)-5-hydroksy-3-fenylopenta-
nian metylu (24a). Zwiazek ten po hydrolizie kwasowej zostal poddany reakcji laktonizacji z
uzyciem kwasu p-toluenosulfonowego w toluenie prowadzacej do (+)-(45)-4-fenylotetrahydropy-
ran-2-onu (25a) z 53% wydajnoscia® (Schemat 13).

Analogiczng sekwencj¢ reakcji zastosowano w celu otrzymania (+)-(4S5)-4-benzylo-
tetrahydropyran-2-onu (25b) z wydajno$cia 98%.

Warto zauwazyC, ze powstajace laktony maja taka sama konfiguracje absolutna na
asymetrycznym atomie wegla co uzyte do ich syntezy, czynne optycznie, monoestry kwasu
glutarowego.

Przytoczona metoda redukcji wydaje si¢ by¢ atrakcyjna ze wzgledu na wysokie wydajnosci
z jakimi otrzymuje si¢ laktony, jednakze atut ten jest pomniejszony z powodu nieprzyjemnego

charakteru uzywanego kompleksu borowodoru z siarczkiem dimetylu. Redukcja grupy kwasowe;j
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monoestrow kwasu 3-fenyloglutarowego moze by¢ prowadzona zar6wno gazowym borowodorem
jak 1 odpowiednimi zwiazkami boru. Jako, ze te ostanie charakteryzuja si¢ znacznie wigksza
trwato$cia znalazly szersze zastosowanie w literaturze.

Wada wymienionych zwiazkow jest niemozliwos¢ uzycia ich do redukcji monoestrow
allilowych kwaséw 3-aryloglutarowych. Ugrupowanie allilowe pod wptywem borowodoru ulega
funkcjonalizacji. Warto zauwazy¢, iz gazowy borowodor nie redukuje grupy nitrowej. Umozliwia

to otrzymywanie pochodnych kwasu 3-aryloglutarowego posiadajacych grupy nitrowe.

4.6.2. Selektywna redukcja grupy estrowej monoestréow kwasow 3-aryloglutarowych.

W poprzednim paragrafie przytoczono metode selektywnej redukcji grupy karboksylowej
czynnych optycznie monoestréw kwaséw 3-aryloglutarowych. Warto tu rowniez zwréci¢ uwage na
mozliwos¢ selektywnej redukcji grupy estrowej tych zwiazkow.

Do chemoselektywnych odczynnikéw stosowanych do redukcji grupy estrowej naleza
borowodorek litu oraz rézne modyfikowane borowodorki tego pierwiastka.

W przeciwienstwie do reakcji z udzialem borowodoru utworzone laktony wykazuja
przeciwng konfiguracje absolutng na asymetrycznym atomie wegla w stosunku do wyjsciowego
monoestru. Przyczyna tego jest zmiana starszenstwa podstawnikow w utworzonym produkcie

laktonizacji.

R
R
1. LiBH,
2.-H,0
_—
lub
0 0 1. LiClO,, NaBH,
R 1 2. _Hzo
HO o~
(e} (6]
17 25
a: R=CIl, RI=Et
b:R=H, Ri=H
Schemat 14.

W wyniku reakcji prowadzonej w suchym DME monoestru etylowego kwasu (3R)-3-(4-
chlorofenylo)glutarowego (17a) z borowodorkiem litu otrzymano kwas (35)-3-(4-chlorofenylo)-5-
hydroksypentanowy, ktéry poddano bezposrednio reakcji laktonizacji prowadzacej do (45)-(4-chlo-
rofenylo)tetrahydro-2H-pyran-2-onu (25a) z wydajnos$cia catkowita 76%> (Schemat 17).

Zastosowanie do reakcji redukcji monoestrow kwasu glutarowego borowodorku sodu nie
prowadzi do otrzymaniem odpowiedniego laktonu. Jest to zwigzane z niska aktywnosScia tego

odczynnika. Istnieje jednak mozliwo$¢ generowania bezposrednio w reakcji borowodorku litu z
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borowodorku sodu oraz soli litu. Lakton, (45)-4-fenylotetrahydro-2H-pyran-2-on (25b) otrzymany
zostal ta metoda z 62% wydajnoécia(15 (Schemat 14).

Poréwnujac koszty stosowanych w obydwu reakcjach odczynnikéw mozna stwierdzié, iz
metoda z wykorzystaniem borowodorku sodu do redukcji grupy estrowej monoestréw kwasow

3-aryloglutarowych ze wzgledow ekonomicznych jest bardziej optacalna.

5. WNIOSKI I PODSUMOWANIE CZESCI LITERATUROWETJ.

Przedstawione sposoby otrzymywania optycznie czynnych monoestrow kwasow
3-aryloglutarowych mozna podzieli¢ na metody katalizowane enzymami oraz pozostate. Jednakze
w literaturze nie zamieszczono zadnych informacji na temat otrzymywania tych zwiazkéw na
drodze enzymatycznej desymetryzacji odpowiednich bezwodnikéw.

Zaprezentowane w przegladzie literaturowym metody otrzymywania optycznie czynnych
monoestrow kwasow 3-aryloglutarowych obarczone sa pewnymi wadami. Pierwsza z nich, metodg
desymetryzacji bezwodnika kwasu glutarowego alkaloidami cynchoidynowymi, charakteryzuje
niewatpliwie duza wydajno$¢ chemiczna, lecz po stronie minuséw trzeba odnotowac to, iz wymaga
ona uzycia drogich, optycznie czynnych katalizatoréw, a ponadto otrzymane monoestery cechuje
niska czystos¢ optyczna.

O wiele bardziej skomplikowang i czasochtonng jest metoda tworzenia diastereoizomeréw z
bezwodnikow kwasu glutarowego. Po pierwsze - wymaga ona uzycia czynnego optycznie
reagenta; po wtore - Kkonieczne jest pdzniejsze rozdzielenie uzyskanej mieszaniny
diastereoizomeréw celem poddania ich nastgpnie redukcji gazowym wodorem w obecnoSci
drogiego katalizatora. Koniecznym jest przypomnienie, iz proces uwodornienia jest niebezpieczny
ze wzgledu na wybuchowe wiasciwosci mieszaniny tlenu z wodorem, co w przypadku
zastosowania metody na skal¢ przemystowa, naktada niezwykle wysokie rygory technologiczne
celem zachowania wzgledéw bezpieczenstwa.

Hydroliza enzymatyczna diestrow kwasu 3-fenyloglutarowego prowadzona jest w
srodowisku  wodnym o sciSle kontrolowanym pH 2z uzyciem nieimmobilizowanych
biokatalizatoréw. Zastosowanie srodowiska wodnego w reakcji z organicznymi reagentami stwarza
wiele probleméw z wyodrgbnieniem otrzymanych produktéw, a takze zastosowanie
nieimmobilizowanych enzyméw prowadzi do utraty ich po zakonczonej reakcji co w znaczny
sposob wptywa na koszty otrzymywania optycznie czynnych monoestréw kwaséw

3-aryloglutarowych na skal¢ przemystowa.
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Dlatego tez celowym wydaje si¢ podjecie proby znalezienia metody otrzymywania
chiralnych monoestréw kwaséw 3-aryloglutarowych katalizowanej enzymami immobilizowanymi,
co w dalszej perspektywie umozliwi zastosowanie jej na skal¢ przemystowa.

W celu uzyskania pelnej kontroli nad stereochemicznym przebiegiem tej reakcji, niezbgdne

jest takze opracowanie metody okreslania konfiguracji absolutnych uzyskiwanych produktéw.
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6. WYNIKI BADAN WEASNYCH.

6.1. SYNTEZA BEZWODNIKOW I RACEMICZNYCH MONOESTROW KWASOW
3-ARYLOGLUTAROWYCH.

Do syntezy bezwodnikéw kwaséw 3-aryloglutarowych zastosowano metode oparta na
reakcji kondensacji acetylooctanu z odpowiednim aldehydem aromatycznym, zgodnie z metoda
opisang w paragrafie 4.1.1 dla syntezy aromatycznych pochodnych kwaséw 3-aryloglutarowych

(Schemat 15).

R R
R R’ R'
R' 0] (0]
AN KOH AcCl
piperydyna 85-90°C AT
temp. pok.
H 0O
HO,C CO_H
z 2 0~ "0~ Yo
4 5 6 7
a:R=CLR'=Cl
b:R=F,R'=H

Schemat 15.

W wyniku reakcji addycji odpowiednich aldehydéw 4 do acetylooctanu otrzymano
odpowiednie estry etylowe kwasu 2,4-diacetylo-3-fenyloglutarowego (Sa) i (Sb) z wydajnosciami
wynoszacymi odpowiednio 63 i 66%. Reakcja dekarboksylacji i hydrolizy zasadowej zwiazkéw 5
doprowadzita do otrzymania kwaséw 3-fenyloglutarowych (6) z wydajnosciami: 86% dla zwiazku
6a, 46% dla 6b. Z otrzymanych kwaséw w reakcji odwodnienia, chlorkiem kwasu octowego,
otrzymane zostaly bezwodniki: 7a z wydajnoscia 72% oraz bezwodnik 7b z wyzsza wydajnoscia,
wynoszaca 90%.

Racemiczne monoestry kwasu 3-fenyloglutarowego (rac-17) otrzymano zgodnie z reakcja
przedstawiona na Schemacie 16. Metoda ta polegata na ogrzewaniu przez 2 godziny bezwodnikéw

kwaséw 3-aryloglutarowych z odpowiednimi alkoholami w pirydynie®.

R
R
R2OH pirydyna
* AT
=
(0] (0] (0]
7 rac-17
R2 = Me, Et, Bu, Bn, All aaR=CLR!'=Cl
b:R=F, Rl=H
c:R=0Me, R =H

Schemat 16.
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Wydajnosci z jakimi otrzymano monoestry kwaséw 3-aryloglutarowych zabrane sa w
Tabeli 2.

Tabela 2. Racemiczne monoestry kwasow 3-aryloglutarowych.

L.p. 17 R; Wydajnos¢ (%)
1 Me 97
2 Et 88
3 17a Bu 99
4 Bn 49
5 All 75
6 Me 85
7 Et 91
8 17b Bu 86
9 Bn 86

10 All 89
11 17¢ Et 85

Wszystkie zwiazki zostaly w petni scharakteryzowane dostgpnymi metodami analitycznymi.

6.2. SYNTEZA RACEMICZNYCH LAKTONOW Z MONOESTROW KWASOW 3-ARYLOGLUTAROWYCH.

Odpowiednie laktony z monoestréw kwaséw 3-aryloglutarowych otrzymano trzema
r6znymi metodami (Schemat 17). Dwie pierwsze polegaty na selektywnej redukcji grupy estrowe;j
monoestru kwasu 3-aryloglutarowego do odpowiednich alkoholi. W metodzie A uzyto do redukcji
grupy estrowej borowodorek litu. Procedura syntezy byla analogiczna do przedstawionej w
paragrafie 4.6.2. metody syntezy laktonéw. W metodzie B jako odczynnik redukujacy uzyto
tanszego, ale znacznie mniej selektywnego, glinowodorku litowego. Ostatnia metoda syntezy
laktonéw, metoda C opierata si¢ na selektywnej redukcji grupy kwasowej monoestrow kwasu
3-aryloglutarowego. Odczynnikiem ktory zastosowano do redukcji wymienionej grupy funkcyjnej
byl kompleks borowodoru z siarczkiem dimetylu w tetrahydrofuranie. Zastosowana procedura byta
analogiczna do tej, oméwionej w paragrafie 4.6.1, ktéra stuzyta do syntezy laktonéw. Otrzymane w
wyniku redukcji produkty poddano reakcji laktonizacji.

Opisane wyzej metody zastosowano do syntezy 4-(4-fluorofenylo)tetrahydro-2H-pyran-2-
onu (rac-25b, L.p. 2). Wydajnosci otrzymanych z poszczegélnych metod laktonéw przedstawione

sqg w Tabeli 3.
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RI
1. Metoda: A, B lub C

0 2.-H,0
HO OEt
(0] (0]
rac-17 rac-25
25a:R=Cl, RI=Cl
25b:R=F, R!'=H
25¢:R=H,R!'=H
25d: R=ClL,R!'=H
25¢: R=0Me, R! =H
Schemat 17.

Redukcja grupy estrowej borowodorkiem litu (metoda A) prowadzi zawsze, z duza
wydajnoscia 1 niezaleznie od rodzaju uzytego monoestru kwasu 3-aryloglutarowego, do

hydroksykwasu. Ta metoda zostata wybrana do syntezy pozostatych laktonéw (rac-25a,c-e).

Tabela 3. Racemiczne laktony kwasu 3-aryloglutarowego.

L.p. | rac-25 | Metoda® | Wydajnos¢ (%)
1 25a A 47
2 25b A,B,C 76, 18, 61
3 25¢ A 19
4 25d A 43
5 25e A 63

“ A: LiBHy; B: LiAIH,; C: BH3-S(Me),

Dysponujac racemicznymi wzorcami produktéw podjeto badania nad enzymatyczna metoda
syntezy chiralnych monoestréw kwasow 3-aryloglutarowych. Byl to bowiem zasadniczy cel

podjetych badan.

6.3. WPLYW NOVOZYMU 435 1 UZYTEGO ALKOHOLU NA REAKCJE SYNTEZY CHIRALNYCH
MONOESTROW KWASOW 3-ARYLOGLUTAROWYCH.
W reakcji desymetryzacji wybranych bezwodnikéw kwaséw 3-aryloglutarowych ré6znymi

alkoholami, katalizowanej Novozymem 435, otrzymano optycznie czynne monoestry (Schemat 18).
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temp. po. HO o HO o

0O O O o} 6}
7 (35)-17 (3R)-17 (4R)-25 (45)-25

R? = Me, Et, Bu, Bn, All

R R
R 1 R 4 R 1 R 1 R 1
1. LiBH,, THF
Novozym 435 + 2. H+_,
0 < 0 o} (0] 3.-H,0 + :
(o\/\Lo

7a:R=Cl, R'=Cl
7b:R=F, RI=H
7c:R=H,R!'=H
7d:R=ClL, R =H
7e: R =0Me, Rl =H

Schemat 18.

W Tabeli 4 zestawiono wydajnosci oraz czas prowadzenia reakcji desymetryzacji
bezwodnikow kwaséw 3-aryloglutarowych. Nie mozna bytlo wykaza¢ jaka jest konfiguracja
otrzymanych produktéw biorac pod uwage tylko znak skrecalnosci wtasciwej. Dlatego wszystkie
monoestry przeksztalcone zostaty w laktony, ktére dla kazdego z chiralnych estréw sa identyczne.
W zwiazku z czym z bezposredniego poréwnania znaku skrecalnosci wilasciwej mozna bylo
okresli¢ ich konfiguracjg¢. A wigc takze konfiguracji monoestréw, ktére byty ich substratami.

Reakcje desymetryzacji bezwodnikéw kwaséw 3-aryloglutarowych przebiegaja najlepiej dla
alkoholu metylowego oraz etylowego. Réwnie wysokie warto$ci wydajnosci chemicznej uzyskano
dla alkoholu allilowego. Uzycie alkoholu butylowego oraz benzylowego znacznie wptywa na czas
prowadzonej reakcji. Réwnie duzy wptyw na przebieg reakcji ma rodzaj uzytego bezwodnika.
Istotnymi réznicami w wynikach reakcji bezwodnikéw kwasu 3-(3,4-dichlorofenylo)glutarowego,
3-(4-chlorofenylo)glutarowego i 3-(4-metoksyfenylo)glutarowego sa czasy trwania reakcji.
Prawdopodobnie jest to spowodowane istotng réznica rozpuszczalnosci tych zwiazkow.

W wigkszo$ci otrzymane monoestry nie sg opisane w literaturze, dlatego tez nie mozna
bezposrednio przypisa¢ im konfiguracji absolutnej. Optycznie czynne laktony 25c-e sa dobrze
znane i opisane w literaturze. Korzystajac z tego faktu przetransformowano otrzymane w wyniku
reakcji enzymatycznej monoestry 17¢-d w odpowiednie chiralne laktony 25c-e. Okazalo sig, ze
wszystkie otrzymane laktony maja konfiguracj¢ absolutna (R). W zastosowanej procedurze syntezy
laktonéw dochodzi do inwersji konfiguracji absolutnej na chiralnym atomie wegla. Z faktu tego
wynika to, iz wszystkie uzyte do reakcji estry maja konfiguracje absolutna (S) (L.p. 11 — 25).

Laktony 25a,b nie sa opisane w literaturze. Absolutna konfiguracje przypisano na
podstawie danych literaturowych dotyczacych chiralnego estru etylowego kwasu 3-(3,4-dichlofe-
nylo)glutarowego (L.p. 2)*°. Otrzymany ester ma konfiguracje absolutng (S). Tak wiec otrzymany
w nastgpnym kroku lakton ma konfiguracje absolutng (R). W wyniku transformacji pozostatych

optycznie czynnych estrow kwasu 3-(3,4-dichlorofenylo)glutarowego (17a) w laktony, mozliwe
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bylo przypisanie im absolutnej konfiguracji (S) na podstawie znaku skregcalnosci optycznej

laktonéw (L.p. 2-5).

Tabela 4. Chiralne monoestry i laktony kwaséw 3-aryloglutarowych.

Monoestry (17) Laktony (25)
L) 17 e W{%‘%‘%‘)‘W' (}Sﬁ) Konfig.'| Wyd.(%) | Konfig. Eg]lfgh)b L(‘élgg]glj
1 Me 80 -/5 S 35 R -8.07
2 Et 66/76 -/5 S 37 R -7.10
3 | 17a | Bu 40/40 -/5 S 60 R -3.54 -
4 Bn 44/88 -/5 S 37 R -1.82
5 All 30/62 -/5 S 62 R -4.96
6 Me 90 27/- S 49 R -3.24
7 Et 89 20/- S 67 R -1.69
8 | 17b | Bu 44 -/25 S 15 R -3.15 -
9 Bn 40 /7 S 67 R -1.76
10 All 76 /7 S 41 R -4.91
11 Me 80 -/5 S 52 R -5.71
12 Et 72 -/4 S 34 R 517 | 1380 (5)*
13 | 17¢ | Bu 93 17 S 46 R 711
14 Bn 61 32| s 27 R 206 | OB
15 All 85 -/9 S 47 R -4.07
16 Me 34 -/5 S - - -
17 Et 61 -/4 S 36 R -8.72
18 | 17d | Bu 53 23 | s 62 R | -455 e:?fg;;z%
19 Bn 47 -/33 S 16 R -2.97
20 All 64 17 S 41 R -6.28
21 Me 95 -/8 S 71 R 175
22 Et 93 -/19 S 28 R 6.74 | +3.63 ()
23 | 17e | Bu 65/44 -25 S 69 R 345 | 608 (R)
24 Bn 55/63 -/33 S 15 R -6.66 |ee.=93%"
25 All 100/70 -/25 S 65 R -5.41

9% parametry pomiaru skrecalnosci zamieszczone sa w czesci eksperymentalne;.

Konfiguracje absolutng laktonu 25b okreslono wykorzystujac metod¢ dichroizmu

kotowego.
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W celu wykazania, ze reakcja redukcji moze by¢ przeprowadzona na grupie estrowej badz
karboksylowej monoestru kwasu 3-aryloglutarowego, otrzymano oba enancjomery 4-fluorofeny-

lotetrahydropyran-2-onu (25b) z tego samego substratu. Wykonano ich widma CD (Rys. 2).

Rys. 2. Widmo CD wykonane dla laktonu (R)-25b i (5)-25b.

0.05

0.04}<
L\ (R)

00z~ m

0
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-0.05 .

Poréwnano wartosci skrecalno$ci  wtasciwej uzyskanych laktonéw z warto$ciami
zamieszczonymi w literaturze. Cytowany lakton 25d (L.p. 17) miat warto$¢ skrgcalnosci wlasciwej
wynoszaca — 8.72 (CHCl3), a literaturowy + 8.40 (CHC15)* dla nadmiaru enancjomerycznego
rownego 97%. Tak wigc zwiazek ten cechuje czystos¢ optyczna wyzsza anizeli 97%. Roéwniez
lakton 25e (L.p. 21) charakteryzuje czysto$¢ optyczna przekraczajaca 93%. Wartos$¢ skrecalno$ci
wlasciwej tego zwiazku wynosita — 7.75 (CHCI3), a literaturowa — 6.98 (CHCI3;) dla nadmiaru
enancjomerycznego 93 %>

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze reakcje desymetryzacji wybranych bezwodnikéw, bez
wzgledu na rodzaj uzytego alkoholu, prowadza do otrzymania chiralnych monoestréw o

konfiguracji (S).

6.4. BADANIA NAD CZYSTOSCIA OPTYCZNA CHIRALNYCH MONOESTROW KWASU
3-(3,4-DICHLOROFENYLO)GLUTAROWEGO.

W wyniku enzymatycznej estryfikacji bezwodnika kwasu 3-(3,4-dichlorofenylo)glutaro-
wego (7a) réznymi alkoholami otrzymano odpowiednie chiralne monoestry (Schemat 18). Reakcje
prowadzone byly w eterze izopropylowym w temperaturze pokojowej. Zastosowana lipaza byt
Novozym 435. Jedynie reakcja z alkoholem metylowym przebiegta ze 100% konwersja (L.p. 1).
Pozostale reakcje zostaty przerwane po 5 dniach.

Najwyzsza wartos¢ indukcji asymetrycznej wynoszaca 61% otrzymano dla reakcji syntezy
estru metylowego. Jednoczes$nie reakcja ta przebiegla z najwyzsza wydajnoscia chemiczna.

W przypadku monoestru benzylowego nie ustalono nadmiaru enancjomerycznego, poniewaz

produkt nie ulegal podziatowi na zastosowanej kolumnie chiralnej.
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Tabela 5. Czystos¢ optyczna uzyskanych monoestréw kwasu 3-(3,4-dichlofenylo)glutarowego

okreslana metodg HPLC.
L.p. R? | ee. (%) | Konfig.
1 Me 61 S
2 Et 47 S
3 Bu 31 S
4 Bn - S
5 All 39 S

Bez wzgledu na uzyty alkohol nie zaobserwowano zmiany konfiguracji absolutnej

otrzymanych produktéw (Tabela 5).

6.5. WPLYW UZYTEGO ENZYMU NA ENANCJOSELEKTYWNOSC REAKCJI SYNTEZY MONOESTROW
KWASU 3-(3,4-DICHLOROFENYLO)GLUTAROWEGO.

W kolejnym etapie badan laboratoryjnych ustalono jaki wplyw na enancjoselektywnos¢
reakcji syntezy chiralnych monoestrow kwasu 3-aryloglutarowego ma uzycie poszczegdlnych
enzymow. Jako reakcje modelowa wybrano desymetryzacje bezwodnika kwasu 3-(3,4-dichlorofe-
nylo)glutarowego (7a) etanolem. Reakcja byla prowadzona w eterze izopropylowym w
temperaturze pokojowej. Reakcje prowadzone byty do osiagnigcia 100% konwersji. Postgp reakcji
kontrolowany byt metoda chromatografii cienkowarstwowej. Nadmiary enancjomeryczne, z jakimi

otrzymano produkty, zebrane zostaty w Tabeli 6.

Tabela 6. Zalezno$é czystosci optycznej produktu 17a (R? = Et) od rodzaju uzytej lipazy.

L.p. Lipaza Czas (dni)* e.e. (%) Konfig.
1 Chirazym A 2 77 S
2 Novozym 435 4 60 S
3 Chirazym C 21 45 S
4 Amano PS-C 2 44 S
5 Amano PS-D 9 37 S
6 PCL imm. 9 30 S
7 Chirazym B 7 24 S

Y Konwersja 100%.
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Najwyzsza warto$¢ nadmiaru enancjomerycznego w najkrotszym czasie uzyskano dla
reakcji katalizowanej lipaza Chirazym A (L.p. 1). Warto zauwazy¢, iz uzycie lipazy Novozym 435
w skali analitycznej doprowadzito do otrzymania produktu o czystosci optycznej wynoszacej 60%
(Tabela 6, L.p. 2), gdy ten sam enzym uzyty w wigkszej skali doprowadzit do otrzymania produktu
z nadmiarem enancjomerycznym wynoszacym 47% (Tabela 5, L.p. 1). Najdluzszy czas
prowadzenia reakcji wynoszacy 21 dni odnotowano dla nieimmobilizowanej lipazy, Chirazymu C
(L.p. 3), czystos¢ optyczna otrzymanego produktu wynosita 45%.

Bez wzgledu na uzyty enzym, zawsze w nadmiarze powstawal enancjomer ().

6.6. WPLYW UZYTEGO ROZPUSZCZALNIKA NA ENANCJOSELEKTYWNOSC REAKCJI SYNTEZY
MONOESTROW KWASU 3-(3,4-DICHLOROFENYLO)GLUTAROWEGO.

W badaniach nad reakcja otrzymywania chiralnych monoestréw kwasu 3-fenyloglutarowego
sprawdzono jaki wplyw na enancjoselektywno$¢ tych reakcji ma zastosowanie réznych
rozpuszczalnikéw. W tym celu zbadano jaki wptyw na reakcj¢ desymetryzacji bezwodnika kwasu
3-(3,4-dichlorofenylo)glutarowego (7a) etanolem (Schemat 18), ma grupa 5 rozpuszczalnikéw
(Tabela 7). Reakcje prowadzone byly do osiagnigcia 100% konwersji. Zastosowana lipaza byt
Novozym 435.

Tabela 7. Zalezno$¢ czystosci optycznej produktu 17a (R* = Et) od typu uzytego rozpuszczalnika.

L.p. Rozpuszczalnik Czas (dni)* e.e. [%]
1 Benzen 16 19
2 Eter etylowy 22 12
3 Eter n-propylowy 11 10
4 Eter n-butylowy 11 5
5 Eter tert-butylowy 22 3

Y Konwersja 100%.

Zebrane w Tabeli wyniki wyraznie wskazuja, ze najlepszym rozpuszczalnikiem byt benzen
w ktérym otrzymano spodziewany produkt z nadmiarem enancjomerycznym 19%. W reakcjach
prowadzonych w eterach (L.p. 2-6) najwyzsze warto$ci nadmiaréw enancjomerycznych
wynoszacych odpowiednio 12% (L.p. 2) i 10% (L.p. 3) otrzymano dla eteru etylowego i
n-propylowego. Jednakze w przypadku tego ostatniego konwersja 100% zostata osiagnigta po 11

dniach, gdy dla eteru etylowego ten sam efekt zostat osiagnigty dopiero po dwukrotnie dtuzszym
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okresie czasu. Zastosowanie pozostalych eteréw nie wplyneto korzystnie na przebieg reakcji.
Otrzymane w ich srodowisku monoestry cechowata niska czysto$¢ optyczna.

Zaden z zastosowanych rozpuszczalnikéw nie spowodowal zmiany konfiguracji absolutne;
otrzymanych monoestrow. W kazdym z rozpatrywanych przypadkéw otrzymano produkty o

konfiguracji absolutnej (S).

7. WNIOSKI I PODSUMOWANIE BADAN WEASNYCH.

W niniejszej pracy wykonano syntezg¢ szeregu chiralnych monoestréw kwaséw
3-aryloglutarowych. Korelacja chemiczna udokumentowano konfiguracj¢ absolutna uzyskanych
produktow. Ustalono jaki wplyw na enancjoselektywnos¢ reakcji enzymatycznej desymetryzacji
bezwodnikéw maja uzyte alkohole.

Reakcje chemiczne katalizowane przez klasyczne katalizatory biegna podobnie kiedy
nastgpuje zmiana podstawnika oddalonego od centrum reakcji. W przypadku reakcji
enzymatycznej zaobserwowano to, iz drobna zmiana w strukturze substratu polegajaca na zmianie
grupy funkcyjnej w pozycji 3 i 4 pierScienia fenylowego, powoduje bardzo duza zmiang
enancjoselektywnosci reakcji.

Wykazano, ze reakcje desymetryzacji enzymatycznej wybranych bezwodnikéw przebiegaja
najszybciej dla alkoholu metylowego, etylowego oraz allilowego. Dla tych alkoholi otrzymane
produkty cechuje wysoka czysto$¢ optyczna.

Warto réwniez zauwazy¢, ze wszystkie reakcje przebiegaty z uzyciem rozpuszczalnikéw
organicznych, co utatwia wyodregbnianie otrzymanych produktéw estryfikacji. Zmiana enzymu,
alkoholu oraz rozpuszczalnika nie zmienia enancjoselektywnosci badanych reakcji. Zawsze
powstawaly produkty o konfiguracji S. Rodzaj uzytego rozpuszczalnika ma jednak istotny wptyw
na czysto$¢ optyczna uzyskanych produktéw. Najlepszym rozpuszczalnikiem okazal si¢ eter
izopropylowy.

Reakcje z alkoholem benzylowym przebiegaly najdtuzej, a uzyskane produkty cechowata
najnizsza czystos¢ optyczna. Duzy wplyw na szybko$¢ reakcji miata struktura chemiczna uzytego
bezwodnika. Przyczyna tego moze by¢ rézna rozpuszczalnos¢ tych zwiazkéw, co zauwazono w
przypadku bezwodnika kwasu 3-(4-metoksyfenylo)glutarowego. Substrat ten tworzy w srodowisku
reakcji aglomeraty, przez co utrudniony jest kontakt bezwodnika z katalizatorem i alkoholem.
Problem ten moze by¢ rozwiazany przez zastosowanie efektywniejszej metody mieszania.

Uzyskane wyniki uzasadniaja zastosowanie enzymow w stereokontrolowanej syntezie

organicznej. Okreslenie wptywu uzywanych substratéw, enzyméw czy rozpuszczalnikow pozwala
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na kontrolg stereochemicznego przebiegu reakcji enzymatycznej desymetryzacji bezwodnikoéw

3-aryloglutarowych, zwiazkéw kluczowych w syntezie szeregu lekow.
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8. CZESC DOSWIADCZALNA.

Reagenty: acetylooctan etylu, aldehyd p-fluorobenzoesowy, aldehyd 3,4-dichloro-
benzoesowy, piperydyna, pirydyna, chlorek acetylu, eter izopropylowy, eter metylowo fert-
butylowy, eter n-propylowy, eter n-butylowy, eter tert-butylowy, 2M kompleks borowodoru
z siarczkiem dimetylu w THF, borowodorek litu, glinowodorek litowy, tetrahydrofuran
zostaly zakupione w firmach Merck, Aldrich, pozostate reagenty pochodzitly z zasobow
laboratorium.

THF: byt destylowany znad sodu z dodatkiem benzofenonu w atmosferze argonu.

TLC: ptytki pokryte zelem chromatograficznym 60 F-254, firmy Merck.

Chromatografia zelowa: prowadzona na zelu krzemionkowym 60, 260-400 mesh.

Enzymy jakie stosowano: Novozym 435 firmy Novo Nordisk.

Inne enzymy: Chirazym L-2, c-f, c-3, lyso (Chirazym A), Chirazym L-1, c-f, lyso
(Chirazym B), Chirazym L-2, c-f, c-2lyo (Chirazym C), AmanoPS-D, AmanoPS-C zostaty
zakupione w firmach Fluka, Sigma, Aldrich.

Widma 'H NMR i >C NMR zostaty wykonane na aparacie Varian Gemini 200.

Widma IR zostaty wykonane na aparacie Perkin Elmer FT-IR Spectrum 2000.

Widma dichroizmu kotowego zostaly wykonane na aparacie JASCO J-715.

Pomiary skrecalnosci optycznej wykonano na aparacie Jasco DIP-360.

Rozdzialy enancjomeréw metoda HPLC zostaly wykonane na aparacie LC-6A firmy
Shimadzu zaopatrzonego w detektor UV SPD-6A 1 analizator Chromatopac C-R6A stosujac
kolumng chiralng CHIRACEL OD-H firmy Chiracel® z prekolumna.

Przygotowanie probek do badan HPLC polegato na odsaczeniu od mieszaniny reakcyjnej
enzymu i ewentualnych zanieczyszczen statych.

Analizy elementarne wykonano na aparacie CHN Perkin-Elemer 240.

SYNTEZA BEZWODNIKOW

Synteza estru etylowego kwasu 2,4 diacetylo-3-(3,4-dichlorofenylo)glutarowego (5a)

Procedura ogdlna 1

cl
Mieszaning aldehydu 3,4-dichlorobenzoesowego (4a) (15.0 g, 0.080 mol) Cl

i acetylooctanu etylu (22.72 g, 0.16 mol) schlodzono do temperatury 0°C.

Nastgpnie przez 15 minut wkraplano piperydyne (1 ml). Mieszaning, ktdra ulegta

zestaleniu, pozostawiono na 7 dni w temperaturze pokojowej. Osad odsaczony,  gio,c  CO,Et
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krystalizowano z etanolu, otrzymujac (23.0 g, 0.05 mol) zwiazek Sa w postaci biatych krysztatow.
Wydajnos¢ reakcji 63 %.
Synteza estru etylowego kwasu 2,4 diacetylo-3-(4-fluorofenylo)glutarowego (5b)
Zwiazek Sb w postaci bialtych krysztaléw, otrzymano zgodnie z ogélna F

procedura 1. Wydajnos¢ reakcji 66%.

e temperatura topnienia 149-150°C (etanol), [lit. t.t. 160°C (etanol)26] % o

e Analiza elementarna dla C,9H,3FOg: Obliczono C 62.29% H 6.33%

Znaleziono C 62.26%H 6.36%

Et0,C  CO,Et

Synteza kwasu 3-(3,4-dichlorofenylo)glutarowego (6a)
Procedura ogdlna 2

Do wodnego roztworu KOH (0.500 mol, 28.0 g w 24 ml wody) %

Cl
dodawano porcjami ester Sa (0.050 mol, 23.0 g) przez 1.5 godziny, utrzymujac

temperatur¢ mieszaniny reakcyjnej w zakresie 85-95°C. Po dodaniu catosci
estru, mieszaning reakcyjna ogrzewano jeszcze przez 2 godziny w O OH
temperaturze 80-85°C, nastgpnie ostudzono do temperatury pokojowej i wylano na mieszaning 200
ml wody i lodu. Po przemyciu octanem etylu, faz¢ wodna zakwaszono roztworem kwasu solnego
do pH 11 ekstrahowano ja trzema porcjami chloroformu (3x20 ml). Fazg organiczna zatg¢zono na
wyparce do uzyskania surowego produktu. Po krystalizacji z toluenu otrzymano zwiazek 6a (12.0
g, 0.04 mol) w postaci biatych krysztatéw. Produkt otrzymano z wydajnoscia 86%.

® R;=0.66 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)

e temperatura topnienia 155-156°C (toluen)[lit. 157°C (benzen)”]

Synteza kwasu 3-(4-fluorofenylo)glutarowego (6b)

Zwiazek 6b w postaci biatych krysztaléw, otrzymano zgodnie z ogélna 1
procedura 2. Wydajnos¢ reakcji 46%.
e Temperatura topnienia 144°C (octan etylu / heksan) [lit. 144-147°C i
(octan etylu / heksan) 28] HO on
e Ry=0.15 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)
e Analiza elementarna dla C;;H;;FO,: Obliczono C 58.41% H 4.90%
Znaleziono C 58.20%H 4.77%
Synteza bezwodnika 3-(3,4-dichlorofenylo)glutarowego (7a)
Procedura ogdlna 3 ol
Roztwoér kwasu 6a (12.0 g, 0.040 mol) w chlorku acetylu (15 ml, 0.200 mol,) Cl

byl ogrzewany do wrzenia przez 3 godziny. Po ostudzeniu mieszaniny reakcyjnej do



temperatury pokojowej nadmiar nie przereagowanego chlorku acetylu odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem otrzymujac staty, surowy produkt. Po krystalizacji z uktadu octan etylu /
heksan, otrzymano (8.683 g, 0.030 mol) produktu 7a w postaci bialych krysztatéw. Wydajnos¢
reakcji 72%.
e temperatura topnienia 132-135°C (octan etylu / heksan) [lit. 198°C?].
e Ry=0.74 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)
e 'H NMR (200 MHz, CDCl3) § 2.79-2.94 (dd, J=11.8 Hz, J=17.4 Hz, 2H), 3.10 (dd, J=4.5
Hz, J=17.4 Hz, 2H), 3.35-3.60 (m, 1H), 7.10 (dd, J=2.1 Hz, J=8.2 Hz, 1H), 7.35 (d, J=2.1
Hz, 1H), 7.52 (d, /=8.2 Hz, 1H)
e BC NMR (50 MHz, CDCl3) & 34.1, 37.5, 67.1, 126.1, 129.0, 131.9, 201.5
e Analiza elementarna dla C;;HgCl,05: Obliczono C 50.99% H 3.11%
Znaleziono C 50.70% H 3.19%
Synteza bezwodnika 3-(4-fluorofenylo)glutarowego (7b)

Zwiazek 7b otrzymano w postaci biatych krysztaléw, zgodnie z ogdlna |
procedura 3. Wydajnos¢ reakcji 90%.
¢ temperatura topnienia 98°C (octan etylu / heksan) [lit. 98.5-99°C (octan etylu /
heksan)zg].
(0] 0] (0]

e Ry=0.60 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)
e 'HNMR (200 MHz, CDCl3) & 2.80-2.92 (dd, J=11.2 Hz, J=17.0 Hz, 1H), 3.14 (dd, J=4.5
Hz, J=17.4 Hz, 1H), 3.37 (m, 1H), 7.02-7.14 (m, 4H)
e 3CNMR (50 MHz, CDCl3) § 37.3, 41.2, 115.4, 122.3, 129.8, 130.1, 171.3
» SYNTEZA CHEMICZNA MONOESTROW KWASOW 3-FENYLOGLUTAROWYCH
SYNTEZA CHEMICZNA ESTROW KWASOW 3-(3,4-DICHLOROFENYLO)GLUTAROWYCH

Synteza estru metylowego kwasu 3-(3,4-dichlorofenylo)glutarowego (17a, R’ = Me)

Procedura ogdélna 4

Bezwodnik kwasu 7a (0.200 g, 0.75 mmol) rozpuszczono w pirydynie %
(3 ml) i dodano metanol absolutny (0.15 ml, 3.60 mmol). Mieszaning ¢
reakcyjna ogrzewano pod chlodnica zwrotna przez 2.5 godziny. Nastgpnie O "
roztwor ochtodzono do temperatury pokojowej i dodano eteru etylowego (20 HO OMe

ml). Fazg eterowa przemyto 2 M kwasem solnym (4 x 10 ml). Faz¢ organiczna wysuszono
bezwodnym siarczanem magnezu, a nastgpnie odparowano rozpuszczalnik otrzymujac surowy
produkt w postaci bezbarwnego oleju. Krystalizacje prowadzono z uktadu eter etylowy / heksan

otrzymujac biate krysztaty produktu 17a (R*=Me) (0.213 g, 0.73 mmol) z wydajnoscia 97%.
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temperatura topnienia 89-90°C (eter etylowy / heksan)
Ry=0.20 (MeOH / CHCl; / HCOOH; 100:2:0.05; v/v/v)
'H NMR (200 MHz, CDCl3) § 2.56-2.63 (m, 4H), 2.76-2.91 (m, 3H), 3.62 (s, 1H), 7.48-7.53
(m, 2H), 7.10-7.14 (m, 1H)
BC NMR (50 MHz, CDCI3) § 32.0, 37.6, 42.6, 126.7, 126.8, 128.2, 128.4 129.8, 131.4,
167.8
Analiza elementarna dla C;,H{,Cl,O4: Obliczono C 49.51% H 4.15%
Znaleziono C 49.58% H 4.17%

Synteza estru etylowego kwasu 3-(3,4-dichlorofenylo)glutarowego (17a, R* = Et)

Zwiazek 17a (R* = Me) w postaci biatych krysztaléw otrzymano ¢l
zgodnie z ogdlna procedura 4 z wydajnoscia 88%. o
e temperatura topnienia 93-94°C (octan etylu / heksan). Q Q
¢ Ry=0.16 (MeOH / CHCI3 / HCOOH; 100:2:0.05; v/v/v) HO OFt

'H NMR (200 MHz, CDCl3) § 1.20 (t, J=7.1 Hz, 3H), 2.55-2.88 (m, 4H), 3.55-3.75 (m, 1H),
4.09 (q, J=7.1 Hz, 2H), 7.13 (dd, J=1.8 Hz, J=8.2 Hz, 1H,), 7.37-7.42 (m, 2H)
C NMR (50 MHz, CDCl3) 8 14.7, 37.8, 40.5, 40.9, 61.4, 127.4, 129.9, 131.1, 131.6, 177.4,
201.6
Analiza elementarna dla C3H4Cl,O4: Obliczono C 51.17% H 4.62%

Znaleziono C 51.16% H 4.78%

Synteza estru butylowego kwasu 3-(3,4-dichlorofenylo)glutarowego (17a, R*= Bu)

Zwiazek 17a (R* = Bu) w postaci biatych krysztaléw otrzymano ¢l
zgodnie z ogdlna procedura 4 z wydajnoscia 99%. o
e R;=0.25 (MeOH / CHCI3 / HCOOH; 100:2:0.05; v/v/v) Q Q
e 'H NMR (200 MHz, CDCl3) § 0.92 (t, J=7.2 Hz, 3H), 1.24-1.35 (m, HO OBu

2H,), 1.36-1.70 (m, 2H,), 2.98-2.73 (m, 4H), 3.60-3.75 (m, 1H), 4.03 (t, J/=6.6 Hz, 2H), 7.13
(dd, J=1.8 Hz, J=8.2 Hz, 1H), 7.37-7.42 (m, 2H)
C NMR (50 MHz, CDCls) & 19.7, 30.6, 31.2, 37.9, 40.5, 40.9, 86.7, 127.4, 130.0, 131.1,
143.1, 171.6, 176.2
Analiza elementarna dla C;5H;3C1,03: Obliczono C 54.07% H 5.44%

Znaleziono C 54.04% H 5.69%

Synteza estru benzylowego kwasu 3-(3,4-dichlorofenylo)glutarowego (17a, R*= Bn)

Zwiazek 17a (R* = Bn) w postaci bialtych krysztaléw otrzymano %
C

zgodnie z ogdlna procedura 4 z wydajnoscia 49%.

HO OBn
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temperatura topnienia 78°C (octan etylu / heksan)
Ry=0.24 (MeOH / CHCl; / HCOOH; 100:2:0.05; v/v/v)
'H NMR (200 MHz, CDCl53) § 2.52-2.88 (m, 4H), 3.50-3.84 (m, 1H,), 5.01 (s, 2H,), 6.92-
7.38 (m, 8H)
BC NMR (50 MHz, CDCl3) § 37.8, 40.5, 40.8, 67.2, 127.3, 127.4, 128.8, 128.9, 129.0,
129.1, 130.0, 131.1, 131.7, 133.1, 135.9, 142.8, 170.4, 171.3
Analiza elementarna dla C;gH;¢Cl,04: Obliczono C 58.87% H 4.39%
Znaleziono C 58.84% H 4.35%

Synteza estru allilowego kwasu 3-(3,4-dichlorofenylo)glutarowego (17a, R*= Allyl)

Zwiazek 17a (R® = Allyl) w postaci biatych krysztaléw otrzymano cl
zgodnie z ogdlna procedura 4 z wydajnoscia 75%. cl
e temperatura topnienia 65-66°C (octan etylu / heksan) 0 0
¢ R;=0.24 (MeOH / CHCI3 / HCOOH; 100:2:0.05; v/v/v) HO OAllyl

'H NMR (200 MHz, CDCl3) § 2.55-2.84 (m, 4H), 3.52-3.68 (m, 1H,), 4.42-4.58 (d, J=5.8
Hz, 2H), 5.15-5.30 (m, 2H), 5.68-5.92 (m, 1H), 7.02-7.12 (dd, J=2.0 Hz, J=2.4 Hz, 1H),
7.24-7.40 (m, 2H)
C NMR (50 MHz, CDCls) & 37.8, 37.9, 40.4, 40.8, 66.0, 119.2, 127.0, 127.3, 129.9, 130.1,
131.1, 132.2, 142.9, 171.1
Analiza elementarna dla C4H4Cl,03: Obliczono C 53.02% H 4.45%

Znaleziono C 53.23% H 4.50%

SYNTEZA CHEMICZNA ESTROW KWASOW 3-(4-FLUOROFENYLO)GLUTAROWYCH

Synteza estru metylowego kwasu 3-(4-fluorofenylo)glutarowego (17b, R’= Me)

Zwiazek 17b (R*> = Me) w postaci biatych krysztatéw otrzymano F

zgodnie z og6lng procedura 4 z wydajnoscia 85%.

temperatura topnienia 90-91°C (octan etylu / heksan) [lit. 97-98°C Q Q
(benzen)*"]. HO OMe
R;=0.32 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)
'H NMR (200 MHz, CDCls) § 2.53-2.84 (m, 4H), 3.58 (s, 3H,), 3.61-3.72 (m, 1H), 6.92-
7.04 (m, 2H), 6.96 (d, J=8.75 Hz, 2H), 7.18 (d, J=8.56 Hz, 2H)
BC NMR (50MHz, CDCls) § 37.9, 40.7, 41.1, 52.3, 115.2, 115.8, 129.2, 129.3, 129.4,
138.4,172.3
Analiza elementarna dla C;,H;3FO4: Obliczono C 60.00% H 5.45%

Znaleziono C 59.82% H 5.79%
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Synteza estru etylowego kwasu 3-(4-fluorofenylo)glutarowego (17b, R*= Et)
Zwiazek 17b (R* = Et) w postaci biatych krysztatéw otrzymano F
zgodnie z ogdlna procedura 4 z wydajnoscia 91%.
e temperatura topnienia 35-36°C (octan etylu / heksan) Q Q
e R;=0.38 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v) HO OFt
e 'HNMR (200 MHz, CDCl3) & 1.14 (t, J=7.15 Hz, 3H), 2.51-2.82 (m, 4H), 3.61 (qt, J=7.59
Hz, 1H), 4.03 (q, J/=7.14 Hz, 2H), 6.88-7.02 (m, 2H), 7.10-7.26 (m, 2H)
e CNMR (50 MHz, CDCl3) § 14.7, 37.9, 40.9, 41.3, 61.1, 115.2, 115.7, 129.2, 129.4, 138.3,
138.4, 159.8, 164.7, 171.8, 177.7
e Analiza elementarna dla C3H;5FO4: Obliczono C 61.41% H 5.95%
Znaleziono C 61.16% H 5.95%
Synteza estru butylowego kwasu 3-(4-fluorofenylo)glutarowego (17b, R*= Bu)
Zwiazek 17b (R* = Bu) w postaci bialych krysztatéw otrzymano F
zgodnie z ogdlna procedura 4 z wydajnoscia 86%.
e temperatura topnienia 63-64°C (octan etylu / heksan) Q Q
e R;=0.46 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v) HO OBu
e 'HNMR (200 MHz, CDCl3) § 0.87 (t, J=7.3 Hz, 3H), 1.16-1.36 (m, 2H), 1.40-1.58 (m, 2H),
2.51-2.82 (m, 4H), 3.52-3.70 (m, 1H), 3.97 (t, J=6.6 Hz, 2H), 6.90-7.05 (m, 2H), 7.12-7.28
(m, 2H)
e C NMR (50 MHz, CDCl3) & 14.2, 19.6, 31.1, 38.0, 40.1, 41.3, 65.1, 115.8, 116.2, 129.2,
129.4, 138.3, 138.4, 172.0, 177.6
e Analiza elementarna dla C,5sH;9FO,4: Obliczono C 63.82% H 6.78%
Znaleziono C 63.18% H 6.98%
Synteza estru benzylowego kwasu 3-(4-fluorofenylo)glutarowego (17b, R*>= Bn)
Zwiazek 17b (R*=Bn) w postaci biatych krysztaléw otrzymano F
zgodnie z ogdlna procedura 4 z wydajnoscia 86%.
® temperatura topnienia 114-115°C (octan etylu / heksan) Q Q
e R;=0.37 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v) HO OBn
e 'HNMR (200 MHz, CDCl3) § 2.54-2.84 (m, 4H), 3.54-3.72 (m, 1H), 5.01 (s, 2H), 6.85-7.02
(m, 2H), 7.06-7.40 (m, 7H)
e C NMR (50 MHz, CDCI3) & 37.9, 40.8, 41.2, 67.0, 115.8, 116.2, 128.7, 129.0, 129.2,
129.4, 136.1, 138.2, 171.7, 177.6
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e Analiza elementarna dla C;3sH;7FO4: Obliczono C 68.35% H 5.42%
Znaleziono C 68.39% H 5.57%
Synteza estru allilowego kwasu 3-(4-fluorofenylo)glutarowego (17b, R* = Allyl)
Zwiazek 17b (R® = Allyl) w postaci biatych krysztatéw otrzymano
zgodnie z ogdlna procedura 4 z wydajnoscia 89%.
e temperatura topnienia 63-64°C (octan etylu / heksan).

o Ry=0.47 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v) HO

OAllyl

e 'H NMR (200 MHz, CDCl3) § 2.55-2.88 (m, 4H), 3.51-3.72 (m, 1H), 4.48 (d, J=5.7 Hz,

2H), 5.10-5.28 (m, 2H), 5.68-5.90 (m, 1H), 6.90-7.05 (m, 2H), 7.10-7.28 (m, 2H)

e CNMR (50 MHz, CDCl3) § 38.1, 41.0, 41.4, 66.2, 116.5, 116.9, 119.6, 130.0, 130.1,

133.1, 164.5, 172.5
Analiza elementarna dla C;4H;5FO4: Obliczono C 63.15% H 5.68%
Znaleziono C 62.88% H 5.90%

SYNTEZA CHEMICZNA ESTROW KWASOW 3-(4-METOKSYFENYLO)GLUTAROWYCH
Synteza estru etylowego kwasu 3-(4-metoksyfenylo)glutarowego (17e, R?’=Et)
Zwiazek 17e (R*> = Et) w postaci bialych krysztaléw otrzymano
zgodnie z ogdlna procedura 4 z wydajnoscia 85%.
e temperatura topnienia 76-78°C (octan etylu / heksan), [lit. 78°C"]

e Ry=0.33 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v) HO

OMe

OEt

e 'HNMR (200 MHz, CDCls) § 1.20 (t, J=7.2 Hz, 3H), 2.74 (m, 4H), 3.63 (m, 1H), 3.83 (s,

3H), 4.09 (q, J/=7.2 Hz, 2H), 6.9 (d, J=7.2 Hz, 2H), 7.19 (d, J=7.2 Hz, 2H)
e CNMR (50 MHz, CDCl3) § 14.6, 41.5, 55.9, 60.9, 114.8, 129.4, 136.0

e Analiza elementarna dla C,4H;305: Obliczono C 63.15% H 6.81%
Znaleziono C 62.98% H 6.68%

> SYNTEZA LAKTONOW Z MONOESTROW KWASOW 3-ARYLOGLUTAROWEGO

Reakcja modelowa dla redukcji gsrupy karboksylowej

Synteza alkoholu benzylowego benzoesowego

Ogdlna procedura 5

Roztwér kwasu benzoesowego (0.500 g, 4.01 mmol) w suchym
tetrahydrofuranie (2.5 ml) ochtodzono do temperatury -78°C. Po ok. 10 minutach

szybkiego mieszania powoli wkroplono 2M roztwér BH3-S(CHj3), w tetrahydrofuranie

CH,OH

(2.3 ml, 4.60 mmol). Mieszaninie pozwolono osiagna¢ temperatur¢ pokojowa i calo§¢ mieszano

przez 4 godziny w temperaturze 20-25°C. Dodano powoli alkohol metylowy (4 ml) w celu
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roztozenia nie przereagowanego borowodoru, a wydzielajacy si¢ wodoér odprowadzano do otworu
wentylacyjnego. Nastgpnie odparowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem. Surowy
produkt przemyto woda (11 ml), nasyconym roztworem kwasnego weglanu sodu (11 ml) i solanki
(11 ml). Fazg organiczna wysuszono bezwodnym weglanem potasu i odparowano na wyparce
obrotowej uzyskujac alkohol benzylowy (0.442 g, 4.09 mmol)

e np=1.5300 [lit = 1.5350].

® Ry=0.49 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)
Synteza 4-(3,4-dichlorofenylo)tetrahydro-2H-pyran-2-onu (25a)

Ogdlna procedura 6
Roztwér monoestru 17a (R2 = Et) (0.070 g, 0.240 mmol) w  suchym ¢l

Cl
tetrahydrofuranie (3 ml) ochtodzono do temperatury 0°C. Dodano tert-butanolan potasu
(0.027 g, 0.240 mmol) 1 pozwolono mieszaninie reakcyjnej osiagnaC temperaturg
pokojowa. Nastepnie dodano borowodorek litu (0.011 g, 0.505 mmol). Catos¢ szybko
0} o]

mieszajac ogrzewano przez 1 godzing pod chtodnica zwrotna. Dodano powoli stgzony
kwas solny (2 ml). Roztwér ekstrahowano chlorkiem metylu (3x5 ml). Potaczone fazy organiczne
przemyto solanka (5 ml) i osuszono bezwodnym siarczanem magnezu. Rozpuszczalnik
odparowano pod zmniejszonym ciSnieniem, uzyskujac bezbarwny olej. Surowy produkt
rozpuszczono w suchym toluenie (5 ml) z dodatkiem katalitycznej ilosci kwasu p-toluenosulfono-
wego. Odparowano rozpuszczalnik na wyparce obrotowej. Proces powtorzono 3 krotnie. Surowy
produkt przemyto trietyloaming (0.1 ml). Nadmiar aminy odparowano pod zmniejszonym
ci$nieniem. Powstaly olej oczyszczono chromatografia kolumnowa (heksan / octan etylu; 8:2; v/v)
otrzymujac zwiazek 25a (0.028 g, 0.114 mmol) z wydajnoscia 47%.
e R;=0.32 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)
e 'H NMR (200 MHz, CDCl3) § 1.80-2.15 (m, 2H), 2.48 (dd, J=10.8 Hz, J=17.5 Hz, 1H),
3.15 (ddd, J=1.6 Hz, J=6.0 Hz, J= 17.8 Hz, 1H), 4.20-4.50 (m, 3H), 6.80 (dd, J=2.2 Hz,
J=8.3 Hz, 1H), 7.25 (d, J=2.1 Hz, 1H), 7.35 (d, J/=8.3 Hz, 1H)
e C NMR (50 MHz, CDCls) § 30.6, 37.3, 37.7, 68.8, 126.4, 129.2, 131.5, 131.9, 133.6,
143.5,170.2
e IR (cm™): 2960, 2931, 2909, 1735 (-C=0), 1564, 1475, 1443, 1403, 1362, 1287, 1255,
1173, 1152, 1133, 1080, 1031, 980, 956, 922, 821, 631
e Analiza elementarna dla C;;H;¢Cl,O,: Obliczono C 53.90% H 4.11%
Znaleziono C 53.78% H 4.13%
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Synteza 4-(4-fluorofenylo)tetrahydro-2H-pyran-2-onu (25b)

Zwiazek 25b w postaci bezbarwnego oleju otrzymano zgodnie z ogdélna procedura

6 z wydajnos$cia 76%.

Ry=0.35 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)
'H NMR (200 MHz, CDCl3) § 1.82-2.13 (m, 2H), 2.50 (dd, J=10.6 Hz, J=17.5
Hz, 1H), 2.80 (ddd, J=1.5 Hz, J=5.9 Hz, J=17.5 Hz, 1H), 3.05-3.22 (m, 1H), 4.20-
4.45 (m, 2H), 6.92-7.14 (m, 4H)
BC NMR (50 MHz, CDCl3) § 31.1, 37.6, 38.5, 69.5, 116.8, 117.2, 129.2, 129.3, 129.5,
130.3, 139.9, 160.8, 165.7, 171.9
IR (cm™): 2964, 2933, 1885, 1730 (-C=0), 1606, 1512, 1477, 1401, 1258, 1159,1102, 1078,
1015, 835, 667
Analiza elementarna dla C;;H;;FO,: Obliczono C 68.03% H 5.71%
Znaleziono C 68.01% H 5.81%

Synteza 4-fenylotetrahydro-2H-pyran-2-onu (25¢)

Zwiazek 25¢ w postaci bezbarwnego oleju otrzymano zgodnie z ogélna procedura

6 z wydajnoscia 19%.

Ry=0.39 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)
'H NMR (200 MHz, CDCl3) § 1.94-2.12 (m, 2H), 2.56 (dd, J=10.6 Hz, J=17.6, o "0
1H), 2.86 (ddd, J=1.5 Hz, J=5.8 Hz, J=17.2 Hz, 1H), 3.08-3.28 (m, 1H), 4.30 (dt, /=3.6 Hz,
J=11.4 Hz, 1H), 4.42 (ddd, J=3.7 Hz, J=4.8 Hz, J=11.3 Hz, 1H), 7.15 (d, J=7.2 Hz, 2H),
7.28 (d, J=7.2 Hz, 2H)
C NMR (50 MHz, CDCl3) § 31.1, 31.2, 38.2, 69.5, 127.7, 128.5, 130.2, 171.1
IR (cm™): 3066, 3029, 2962, 2929, 1729 (-C=0), 1603, 1495, 1478, 1454, 1403, 1257,
1166, 1076, 1040, 976, 952, 700
Analiza elementarna dla C;,H¢0,: Obliczono C 74.97% H 8.39%

Znaleziono C 74.94% H 7.89%

Synteza 4-(4-chlorofenylo)tetrahydro-2H-pyran-2-onu (25d)

Zwiazek 25d w postaci biatych krysztaléw otrzymano zgodnie z ogélng procedura ¢

6 z wydajnoscia 43%.

temperatura topnienia 79-80°C (heksan / octan etylu) [lit. 81-83°C (benzen)ZS]
Ry=0.34 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)
"H NMR (200 MHz, CDCl5) & 1.70-2.15 (m, 2H), 2.51 (dd, J=10.6 Hz, J=17.6 o0
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Hz, 1H), 2.85 (ddd, J=1.5 Hz, J=5.8 Hz, J=17.2 Hz, 1H), 3.05-3.28 (m, 1H), 4.28 (dt, J/=3.6
Hz, J=11.4 Hz, 1H), 4.46 (ddd, J=3.7 Hz, J=4.8 Hz, J=11.3 Hz, 1H), 7.07 (d, J=8.4 Hz, 2H),
7.26 (d, J=8.4 Hz, 2H)
e C NMR (50 MHz, CDCls) § 30.8, 37.5, 38.0, 69.0, 127.4, 127.7, 128.3, 128.5, 128.9,
129.0, 129.3, 129.4, 129.7, 141.7, 170.7
e IR (cm™): 2935, 1732 (-C=0), 1612, 1514, 1494, 1478, 1442, 1403, 1302, 1253, 1225,
1094, 1078, 1078, 1014, 977, 953, 829, 700, 535
e Analiza elementarna dla C;;H;;CIlO,: Obliczono C 62.72% H 5.26%
Znaleziono C 62.86% H 5.21%
Synteza 4-(4-metoksyfenylo)tetrahydro-2H-pyran-2-onu (25e)
Zwiazek 25e w postaci biatych krysztatéw otrzymano zgodnie z ogdlna procedura OMe
6 z wydajnos$cia 45%.
e temperatura topnienia 83°C (heksan / octan etylu) [lit. 83.4-83.6°C (benzen)37]
e Ry=0.32 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)
e 'H NMR (200 MHz, CDCl3) & 1.91-2.26 (m, 2H), 2.61 (dd, J=10.6 Hz, J=17.6, © ©
1H), 2.95 (ddd, J=1.6 Hz, J=5.9 Hz, J=17.2 Hz, 1H), 3.12-3.31 (m, 1H), 3.82 (s, 1H), 4.37
(dt, J/=3.9 Hz, J=11.4 Hz, 1H), 4.48 (ddd, J=3.8 Hz, J=4.8 Hz, J=11.3 Hz, 1H), 6.92 (d,
J=8.8 Hz, 2H), 7.16 (d, /=8.8 Hz, 2H)
e CNMR (50 MHz, CDCl3) § 31.1, 37.2, 38.3, 55.9, 69.2, 114.8, 128.0, 135.5, 159.2, 171.3
e IR (cm™): 2963, 2937, 2910, 2839, 1731, 1613, 1585, 1515, 1478, 1465, 1443, 1403, 1372,
1306, 1295, 1252, 1180, 1152, 1115, 1078, 1036, 976, 952, 903, 832, 811
e Analiza elementarna dla C;,H403: Obliczono C 69.89% H 6.84%
Znaleziono C 69.73% H 6.72%
Synteza 4-(4-fluorofenylo)tetrahydro-2H-pyran-2-onu (25b)

Ogodlna procedura 7
Roztwér monoestru 17b (R2 = Et) (0.070 g, 0.291 mmol) w suchym F

tetrahydrofuranie (3 ml) ochtodzono do temperatury 0°C. Nastgpnie dodano fert-
butanolan potasu (0.034 g, 0.303 mmol). Mieszaninie pozwolono osiagna¢ temperaturg
pokojowa. Dodano glinowodorek litowy (0.035 g, 0.903 mmol). Roztwér szybko
mieszajac ogrzewano przez 1 godzing pod chtodnica zwrotna. Dodano powoli st¢zony o 0
kwas solny (2 ml). Roztw6r ekstrahowano chlorkiem metylu (3x5 ml). Polaczone fazy organiczne
przemyto solanka (5 ml) i wysuszono bezwodnym siarczanem magnezu. Rozpuszczalnik
odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem, otrzymujac bezbarwny olej. Surowy produkt

rozpuszczono w suchym toluenie (5 ml) z dodatkiem katalitycznej ilosci kwasu p-toluenosulfono-
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wego. Odparowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem. Proces powtérzono 3 krotnie.
Surowy produkt przemyto trietyloaming (0.1 ml). Nadmiar aminy odparowano pod zmniejszonym
ci$nieniem na wyparce obrotowej. Otrzymany olej oczyszczono chromatografia kolumnowa
(heksan / octan etylu; 8:2; v/v) otrzymujac zwiazek 25b (0.010 g, 0.051 mmol) z wydajnoscia 18%.
e Ry=0.35 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)
e IR (cm™): 2963, 2909, 1886, 1733 (-C=0), 1607, 1513, 1478, 1403, 1255, 1160, 1099,
1078, 1015, 834

> PREPARATYWNA SKALA SYNTEZY CHIRALNYCH ESTROW KWASOW

3-ARYLOGLUTAROWYCH I LAKTONOW.
Ester metylowy kwasu (35)-(+)-3-(3,4-dichlorofenylo)glutarowego (17a, R’= Me)

Do roztworu bezwodnika kwasu 3-(3,4-dichlorofenylo)glutarowego ¢ ol
(7a) (0.120 g, 0.463 mmol) w eterze izopropylowym (10 ml) dodano
Novozymu 435 (50 mg) oraz alkohol metylowy (30 pl, 0.736 mmol) i 0 0
OMe

pozostawiono na wytrzasarce w temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji
monitorowano metoda TLC (R = 0.20, CHCL; / MeOH / HCOOH; 100:2:0.05; v/v/v). Reakcja
zakonczyta si¢ po 5 dniach. Po odsaczeniu enzymu z mieszaniny reakcyjnej, odparowano
rozpuszczalnik. Otrzymano oleisty produkt (0.1337 g, 99% wydajnosci), ktéry po krystalizacji z
uktadu eter etylowy / heksan dat biate krysztaty produktu (0.1070 g) z 80% wydajnoscia.
o [0’ =+ 5.04 (c 1.00, etanol)
e HPLC:e.e.=61%
e Parametry analizy:
-uktad: heksan /i-PrOH / CH3;COOH; v/v/v; 198:1:1
-A=225nm
-Przeptyw: 2.0 ml/min - czasy retencji enancjomeréow R, =41.1, Rz =45.1
e temperatura topnienia 79-89°C (eter etylowy / heksan).
Analiza elementarna dla C;,H;,Cl,O4: Obliczono C 49.51% H 4.15%
Znaleziono C 49.53% H 4.29%
Redukcja i laktonizacja estru (35)-(17a) (R2 = Me) do laktonu (4R)-(25a)

Zwiazek 25a w postaci bezbarwnego oleju otrzymano zgodnie z ogdélna ¢l
procedura 6 z wydajnoscia 35%. :
e Ry=0.32 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)
o [0]*’p=-8.07 (c 1.60, CHCl3)
o~ o

e IR (cm™): 2965, 2909, 1734 (-C=0), 1564, 1475, 1444, 1403, 1362, 1287, 1256,
1173, 1152, 1133, 1080, 1031, 980, 956, 921, 821, 631
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Ester etylowy kwasu (35)-(+)-3-(3,4-dichlorofenylo)glutarowego (17a, R’= Et)

Do roztworu bezwodnika kwasu 3-(3,4-dichlorofenylo)glutarowego cl
(7a) (0.120 g, 0.463 mmol) w eterze izopropylowym (10 ml) dodano ¢
Novozymu 435 (50 mg) oraz alkohol etylowy (45 ul, 0.767 mmol) i o o
pozostawiono na wytrzasarce w temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji HO OEt

monitorowano metoda TLC (R = 0.16, CHCl; / MeOH / HCOOH; 100:2:0.05; v/v/v). Reakcje
przerwano po 5 dniach. Po odsaczeniu enzymu z mieszaniny reakcyjnej, odparowano
rozpuszczalnik. Otrzymano oleisty produkt (0.1061 g, 76% konwersji), ktéry po krystalizacji z
uktadu eter etylowy / heksan dat biate krysztaty produktu (0.0913 g) z 66% wydajnoscia.
e [00%° =+ 3.83 (c 1.00, etanol)[lit. + 6.90 (c 1.0, etanol) dla (S)-enancjomeru’>)
e HPLC:e.e.=47%
e Parametry analizy:
-uktad: heksan / i-PrOH / CH3;COOH; 198:1:1; v/v/v
-A=225nm
-Przeptyw: 1.0 ml/min - czasy retencji enancjomeréw R,s = 65.0, Rz =69.8
e temperatura topnienia 76-77°C (eter etylowy / heksan)
Analiza elementarna dla C;3H;4CL,O4: Obliczono C 51.17% H 4.62%
Znaleziono C 51.12% H 4.51%

Redukcja i laktonizacja estru (35)-(17a) (R2 = Et) do laktonu (4R)-(25a)

C
Zwiazek 25a w postaci bezbarwnego oleju otrzymano zgodnie z ogdlna cl
procedura 6 z wydajnoscia 37%.
(0]

e Ry=0.32 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)
e [0]*p=-7.10 (c 2.00, CHCl;)
e IR (cm™): 2964, 2909, 1735 (-C=0), 1564, 1475, 1444, 1403, 1362, 1287,
1256, 1173, 1152, 1133, 1080, 1031, 980, 956, 921, 821, 630
Ester butylowy kwasu (35)-(+)-3-(3,4-dichlorofenylo)glutarowego (17a, R’= Bu)

Do roztworu bezwodnika kwasu 3-(3,4-dichlorofenylo)glutarowego ¢l
C
(7a) (0.120 g, 0.463 mmol) w eterze izopropylowym (10 ml) dodano
Novozymu 435 (50 mg) oraz alkohol butylowy (80 ul, 0.870 mmol ) i 2 Q
HO OBu

pozostawiono na wytrzasarce w temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji

monitorowano metoda TLC (R; = 0.25, CHCI; / MeOH / HCOOH; 100:2:0.05; v/v/v). Reakcje

]

przerwano po S5 dniach. Po odsaczeniu enzymu z mieszaniny reakcyjnej, odparowano
rozpuszczalnik. Otrzymano oleisty produkt (0.0608 g, 40% konwersji), ktory po krystalizacji z
uktadu eter etylowy / heksan dat biate krysztaty produktu (0.0413 g) z 40% wydajnoscia.
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o [0’ =+ 1.33 (c 0.50, etanol)
e HPLC:e.e.=31%
e Parametry analizy:
-uktad: heksan / i-PrOH / CH3;COOH; 198:1:1; v/v/v
-A=225nm
-Przeptyw: 1.0 ml/min - czasy retencji enancjomeréw R;s = 56.9, Rz =62.4

Redukcja i laktonizacja estru (35)-(17a) (R?= Bu) do laktonu (4R)-(25a)

Zwiazek 25a w postaci bezbarwnego oleju otrzymano zgodnie z ogdélna ¢l
Cl
procedura 6 z wydajnoscia 60%. i
o (0]

e Ry=0.32 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)
e [0*p=-3.54(c 1.70, CHCl;)
e IR (cm™): 2965, 2909, 1734 (-C=0), 1564, 1475, 1444, 1403, 1362, 1287, 1256,
1173, 1152, 1133, 1080, 1031, 980, 956, 921, 821, 631
Ester benzylowy kwasu (35)-(-)-3-(3,4-dichlorofenylo)glutarowego (17a, R’= Bn)
Do roztworu bezwodnika kwasu 3-(3,4-dichlorofenylo)glutarowego al
(7a) (0.120 g, 0.463 mmol) w eterze izopropylowym (10 ml) dodano “
Novozymu 435 (50 mg) oraz alkohol butylowy (90 ul, 0.870 mmol) i o o
pozostawiono na wytrzasarce w temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji HO OBn
monitorowano metoda TLC (R; = 0.25, CHCl; / MeOH / HCOOH; 100:2:0.05; v/v/v). Reakcje
przerwano po 5 dniach. Po odsaczeniu enzymu z mieszaniny reakcyjnej, odparowano
rozpuszczalnik. Otrzymano oleisty produkt (0.1483 g, 88% konwersji), ktory po krystalizacji z
uktadu eter etylowy / heksan dat biate krysztaty produktu (0.0724 g) z 44% wydajnoscia.
o [0]*p=-1.54(c 1.00, etanol)
Redukcja i laktonizacja estru (35)-(17a) (R2 = Bn) do laktonu (4R)-(25a)

Zwiazek 25a w postaci bezbarwnego oleju otrzymano zgodnie z o0gdlna ¢l
procedura 6 z wydajnoscia 37%. i

Cl
e Ry=0.32 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)
e [0]*p=-1.82(c 1.60, CHCl;)
e IR (cm™): 2962, 1731 (-C=0), 1563, 1472, 1405, 1362, 1288, 1259, 1155, o °
1133, 1080, 1031, 980, 957, 921, 822, 630
Ester allilowy kwasu (35)-(+)-3-(3,4-dichlorofenylo)glutarowego (17a, R’= Allyl)

Do roztworu bezwodnika kwasu 3-(3,4-dichlorofenylo)glutarowego

cl
cl
(7a) (0.120 g, 0.463 mmol) w eterze izopropylowym (10 ml) dodano
(0] 0]
HO OAllyl
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Novozymu 435 (50 mg) oraz alkohol allilowy (50 pl, 0.730 mmol) i pozostawiono na wytrzasarce
w temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji monitorowano metoda TLC (R; = 0.24, CHCI; /
MeOH / HCOOH; 100:2:0.05; v/v/v). Reakcjg przerwano po 5 dniach. Po odsaczeniu enzymu z
mieszaniny reakcyjnej, odparowano rozpuszczalnik. Otrzymano oleisty produkt (0.0755 g, 62%
konwersji), ktory po krystalizacji z ukfadu eter etylowy / heksan dat biate krysztaly produktu
(0.0357 g) z 30% wydajnoscia.
e [a]”’ =+ 1.68 (c 1.00, etanol)
e HPLC:e.e.=39%
e Parametry analizy:
-uktad: heksan / i-PrOH / CH3;COOH; 198:1:1; v/v/v
-A=225nm
-Przeptyw: 2.0 ml/min - czasy retencji enancjomerow Ry = 32.7, Rz =34.2

Redukcja i laktonizacja estru (35)-(17a) (R*= Allyl) do laktonu (4R)-(25a)
cl

Zwiazek 25a w postaci bezbarwnego oleju otrzymano zgodnie z ogdlna
|
procedura 6 z wydajnoscia 35%. i

C
e Ry=0.32 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)
o [0*p=-4.96(c 1.85, CHCl)
e IR (cm™): 2964, 2909, 1735 (-C=0), 1564, 1475, 1444, 1403, 1362, 1287, 1256, o 0
1172, 1152, 1134, 1080, 1031, 980, 956, 921, 821, 631
Ester metylowy kwasu (35)-(-)-3-(4-fluorofenylo)glutarowego (17b, R’= Me)

Do roztworu bezwodnika kwasu 3-(4-fluorofenylo)glutarowego (7b) F
(0.120 g, 0.576 mmol) w eterze izopropylowym (10 ml) dodano Novozymu
435 (90 mg) oraz alkohol metylowy (30 pl, 0.736 mmol) i pozostawiono na Q Q
HO OMe

wytrzasarce w temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji monitorowano
metoda TLC (Ry = 0.32, heksan / octan etylu; 6:4; v/v/v). Reakcja zakonczyta sig¢ po 27 godzinach.
Po odsaczeniu enzymu z mieszaniny reakcyjnej, odparowano rozpuszczalnik. Otrzymano oleisty
produkt (0.1384 g, 99% wydajnosci), ktéry po krystalizacji z uktadu eter etylowy / heksan dat biate
krysztaty produktu (0.1245 g, 0.518 mmol) z 90% wydajnoscia.

e [0*p=-4.29 (c 1.00, CHCl;)

® temperatura topnienia 42°C (eter etylowy / heksan)

e IR (cm™): 2955 (-CHy-), 1733 w. (-COOMe), 1715 w. (-COOH), 1606, 1512, 1438, 1367,

1272, 1160 (C-F), 1100 (-O-H), 1041, 834
e Analiza elementarna dla C;,H;3FO4: Obliczono C 60.00% H 5.45%
Znaleziono C 60.07% H 5.51%
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Redukcja i laktonizacja estru (35)-(17b) (R2 = Me) do laktonu (4R)-(25b)

Zwiazek 25b w postaci bezbarwnego oleju otrzymano zgodnie z ogdlna |
procedura 6 z wydajnoscia 49%.
e Ry=0.35 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)
e [0 =-3.24 (c 2.00, CHCl;)
e IR (cm™): 2963, 2929, 1885, 1733 (-C=0), 1607, 1513, 1478, 1403, 1255, 1099, >
1078, 1015, 835, 667
Redukcja i laktonizacja estru (35)-(17b) (R2 = Me) do laktonu (45)-(25b) -

Surowy produkt otrzymano zgodnie z ogélna procedura 5. Surowy produkt
rozpuszczono w suchym toluenie (10 ml) z dodatkiem katalitycznej ilosci kwasu @
p-toluenosulfonowego. Odparowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem. i
Proces ten powtérzono 3 krotnie. Otrzymany olej przemyto trietyloamina (0.1 ml). [l
Nadmiar aminy odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem ha wyparce obrotowe;j. © 0
Otrzymany olej oczyszczono chromatografia kolumnowa (heksan / octan etylu; 8:2; v/v)
otrzymujac zwiazek 25b (0.025 g, 0.129 mmol) z wydajnoscia 61%.

e R;=0.35 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)

e [0*p=+3.35(c 1.25, CHCly)

e IR (cm™): 2962, 2928, 1885, 1732 (-C=0), 1607, 1513, 1478, 1403, 1253, 1098, 1078,

1015, 835, 668
Ester etylowy kwasu (35)-(-)-3-(4-fluorofenylo)glutarowego (17b, R’ = Et)
Do roztworu bezwodnika kwasu 3-(4-fluorofenylo)glutarowego (7b) F

(0.120 g, 0.576 mmol) w eterze izopropylowym (10 ml) dodano Novozymu
435 (90 mg) oraz alkohol etylowy (45 ul, 0.767 mmol) i pozostawiono na
wytrzasarce w temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji monitorowano HO OFt
metoda TLC (Ry = 0.38, heksan /octan etylu; 6:4; v/v). Reakcja zakonczyla si¢ po 20 godzinach.
Po odsaczeniu enzymu z mieszaniny reakcyjnej, odparowano rozpuszczalnik. Otrzymano oleisty
produkt (0.1465 g, 100% wydajnosci), ktoéry po krystalizacji z uktadu eter etylowy / heksan dat
biate krysztaty produktu (0.1302 g, 0.512 mmol) z 89% wydajnoscia.

e [0]*’p=-4.70 (c 1.00, CHCl;)

e temperatura topnienia 59-60°C (eter etylowy / heksan)

e Analiza elementarna dla C;3H;5FO4: Obliczono C 61.41% H 5.95%
Znaleziono C 61.24% H 6.07%
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Redukcja i laktonizacja estru (35)-(17b) (R2 = Et) do laktonu (4R)-(25b)
Zwiazek 25b w postaci bezbarwnego oleju otrzymano zgodnie z ogdlna
procedura 6 z wydajnoscia 67%.
e Ry=0.35 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)
e [0*p=-1.69 (c 1.35, CHCl)
e Analiza elementarna dla C;;H;;FO4: Obliczono C 68.03% H 5.71%
Znaleziono C 68.16% H 5.87%
Ester butylowy kwasu (35)-(-)-3-(4-fluorofenylo)glutarowego (17b, R’= Bu)

Do roztworu bezwodnika kwasu 3-(4-fluorofenylo)glutarowego (7b) F
(0.120 g, 0.576 mmol) w eterze izopropylowym (10 ml) dodano Novozymu
435 (90 mg) oraz alkohol butylowy (84ul, 0.913 mmol) i pozostawiono na
wytrzasarce w temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji monitorowano O OBu
metoda TLC (Ry = 0.46, heksan / octan etylu, 6:4; v/v). Reakcja zakonczyla si¢ po 25 dniach. Po
odsaczeniu enzymu z mieszaniny reakcyjnej, odparowano rozpuszczalnik. Otrzymano oleisty
produkt (0.1623 g, 99% wydajnosci), ktéry po krystalizacji z uktadu eter etylowy / heksan dat biate
krysztaty produktu (0.0722 g, 0.256 mmol) z 44% wydajnoscia.

e [0*p=-2.18 (c 0.50, CHCl;)
® temperatura topnienia 44-46°C (eter etylowy / heksan)
e IR (cm): 3510 (-O-H), 2962, 2930, 2876, 1818, 1767 (-COOBu), 1720 (-COOH), 1608,

1512, 1414, 1161, 1099, 1070, 1039, 951, 834
Redukcja i laktonizacja estru (35)-(17b) (R2 = Bu) do laktonu (4R)-(25b)

Zwiazek 25b w postaci bezbarwnego oleju otrzymano zgodnie z o0goélna
procedura 6 z wydajnoscia 15%.

e Ry=0.35 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)
e [0)*’p=-3.15(c 0.50, CHCL3)
e IR (cm™): 2964, 2909, 1885, 1734 (-C=0), 1607, 1513, 1478, 1403, 1255, 1160,

1078, 1015, 977, 952, 835
Ester benzylowy kwasu (35)-(-)-3-(4-fluorofenylo)glutarowego (17b, R’= Bn)

Do roztworu bezwodnika kwasu 3-(4-fluorofenylo)glutarowego 7b
(0.120 g, 0.576 mmol) w eterze izopropylowym (10 ml) dodano Novozymu
435 (90 mg) oraz alkohol benzylowy (90 pl, 0.870 mmol) i pozostawiono na
wytrzasarce w temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji monitorowano HO OBn

metoda TLC (R = 0.37, heksan / octan etylu, 6:4; v/v). Reakcja zakonczyla si¢ po 7 dniach. Po

odsaczeniu enzymu z mieszaniny reakcyjnej, odparowano rozpuszczalnik. Otrzymano oleisty
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produkt (0.1819g, 99% wydajnosci), ktoéry po krystalizacji z uktadu eter etylowy / heksan datl biate
krysztaty produktu (0.0731 g, 0.231 mmol) z 40% wydajnoscia.
e [0*p=— 1.38 (c 0.80, CHCl)
Redukcja i laktonizacja estru (35)-(17b) (R2 = Bn) do laktonu (4R)-(25b)
Zwiazek 25b w postaci bezbarwnego oleju otrzymano zgodnie z 0gélna procedura
6 z wydajnoscia 67%.
e R;=0.35 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)
e [0]*’p=-1.76 (c2.15, CHCL3)
e IR (cm™): 2963, 2931, 1885, 1732 (-C=0), 1606, 1512, 1478, 1403, 1255, 1160,
1078, 1015, 977, 953, 835
Ester allilowy kwasu (35)-(-)-3-(4-fluorofenylo)glutarowego (17b, R’= Allyl)
Do roztworu bezwodnika kwasu 3-(4-fluorofenylo)glutarowego (7b)
(0.120 g, 0.576 mmol) w eterze izopropylowym (10 ml) dodano Novozymu
435 (90 mg) oraz alkohol allilowy (55 ul, 0.803 mmol) i pozostawiono na
wytrzasarce w temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji monitorowano © OAlly!
metoda TLC (Ry = 0.47, heksan / octan etylu, 6:4; v/v). Reakcja zakofczyla si¢ po 7 dniach. Po
odsaczeniu enzymu z mieszaniny reakcyjnej, odparowano rozpuszczalnik. Otrzymano oleisty
produkt (0.1532 g, 99% wydajnosci), ktéry po krystalizacji z uktadu eter etylowy / heksan dat biate
krysztaty produktu (0.1160 g, 0.435 mmol) z 76% wydajnoscia.
e [0*’p=-2.53(c 0.90, CHCl;)
e temperatura topnienia 44-50°C (eter etylowy / heksan)
e IR (cm™): 3516 (-O-H), 2986, 2949, 2345, 1885, 1818 (-CH=CHy,), 1729 (-COOH), 1607,
1512, 1421, 1375, 1273, 1160 (C-F), 834
Redukcja i laktonizacja estru (35)-(17b) (R2 = Allyl) do laktonu (4R)-(25b)

Zwiazek 25b w postaci bezbarwnego oleju otrzymano zgodnie z 0gélna procedura |
6 z wydajnoscia 41%.
e R;=0.35 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)
e [0*p=-491(c 1.70, CHCl5)
e IR (cm™): 2964, 2908, 1885, 1734 (-C=0), 1607, 1513, 1478, 1403, 1255, 1233, >
1160, 1078, 1015, 977, 952, 835
Ester metylowy kwasu (35)-(-)-3-fenyloglutarowego (17c, R’= Me)
Do roztworu bezwodnika kwasu 3-fenyloglutarowego (7¢) (0.120 g,
0.631 mmol) w eterze diizopropylowym (10 ml) dodano Novozymu 435 (90 o o
HO OMe
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mg) oraz alkohol metylowy (36 ul, 0.884 mmol) i pozostawiono na wytrzasarce w temperaturze
pokojowej. Przebieg reakcji monitorowano metoda TLC (Ry = 0.28, CHCIl; / MeOH / HCOOH;
100:2:0.05; v/v/v). Reakcja zakonczyta si¢ po 5 dniach. Po odsaczeniu enzymu z mieszaniny
reakcyjnej, odparowano rozpuszczalnik. Otrzymano oleisty produkt (0.1400 g, 99% wydajnosci),
ktory po krystalizacji z uktadu eter etylowy / heksan dat biate krysztaty produktu (0.1125 g, 0.506
mmol) z 80% wydajnoscia.

e [0*p=-3.58(c 1.10, CHCls)

e temperatura topnienia 54-55°C (eter etylowy / heksan)

e 'H NMR (200 MHz, CDCl3) § 2.73-2.79 (m, 4H), 3.62 (s, 3H), 3.62-3.80 (m, 1H), 7.20-

7.33 (m, SH)
e BC NMR (50 MHz, CDCl3) & 38.5, 40.6, 41.0, 127.6, 127.7, 129.2, 142.8, 172.5, 177.7
e Analiza elementarna dla C;,H;404: Obliczono C 64.82% H 6.35%
Znaleziono C 64.33% H 6.34%

Redukcja i laktonizacja estru (35)-(17¢) (R2 = Me) do laktonu (4R)-(25c¢)

Zwiazek 25¢ w postaci bezbarwnego oleju otrzymano zgodnie z og6lna procedura
6 z wydajnoscia 52%. i
(0] (6]

e Ry=0.39 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)
e [0]*p=-5.71 (c 2.10, CHCl5) [lit. + 4.00 (c 2.70, CHCl5) dla (S) enancjomeru®]
e IR (cm™): 3067, 3027, 2965, 1730 (-C=0), 1603, 1496, 1478, 1454, 1403, 1255, 1171,
1076, 1039, 976, 952, 700
Ester etylowy kwasu (35)-(-)-3-fenyloglutarowego (17c, R’ = Et)
Do roztworu bezwodnika kwasu 3-fenyloglutarowego (7¢) (0.120 g,
0.631 mmol) w eterze izopropylowym (10 ml) dodano Novozymu 435 (80 mg) o o
oraz alkohol etylowy (50 pl, 0.852 mmol) i pozostawiono na wytrzasarce w o OEt
temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji monitorowano metoda TLC (Ry=0.24, CHCl; / MeOH /
HCOOH; 100:2:0.05; v/v/v). Reakcja zakonczyla si¢ po 4 dniach. Po odsaczeniu enzymu z
mieszaniny reakcyjnej, odparowano rozpuszczalnik. Otrzymano oleisty produkt (0.1489 g, 99%
wydajnosci), ktoéry po krystalizacji z uktadu eter etylowy / heksan dat biate krysztaty produktu
(0.1077 g, 0.456 mmol) z 72% wydajnoscia.
e [0]*p=-4.01 (c 1.10, CHCI) [lit. + 9.47 (c 1.1, benzen) dla (R) enancjomeru’*]
e temperatura topnienia 59°C (eter etylowy / heksan) [lit. t.t. = 59-60 °CH)
e IR (cm™): 3513 (-O-H), 3030, 2984, 2940, 1727 (-COOH), 1495, 1374, 1272, 1186, 1041,
700
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e 'H NMR (200 MHz, CDCl5) & 1.85 (t, J=7.1 Hz, 3H), 2.68-2.81 (m, 4H), 3.10-3.25 (m,
1H), 4.08 (q, J/=7.1 Hz, 2H), 7.28 (m, 5H)
e CNMR (50 MHz, CDCl3) § 14.7, 38.6, 41.3, 61.1, 113.4, 127.8, 129.1, 142.8, 156.9,
172.1, 178.1
e Analiza elementarna dla C;3H;c04: Obliczono C 66.09% H 6.83%
Znaleziono C 65.88% H 6.51%
Redukcja i laktonizacja estru (35)-(17¢) (R2 = Et) do laktonu (4R)-(25c¢)
Zwiazek 25¢ w postaci bezbarwnego oleju otrzymano zgodnie z ogdlna procedura
6 z wydajnoscia 31%.
e Ry=0.39 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)
e [00*° =-5.17 (c 1.40, CHCL) [lit. + 4.00 (c 2.70, CHCl5) dla (S) enancjomeru’’] o X0
e IR (cm™): 3067, 3027, 2965, 1730 (-C=0), 1603, 1496, 1478, 1454, 1403, 1255, 1171,
1076, 1039, 976, 952, 700
Ester butylowy kwasu (35)-(-)-3- fenyloglutarowego (17c, R’= Bu)
Do roztworu bezwodnika kwasu 3-fenyloglutarowego (7¢) (0.120 g,
0.631 mmol) w eterze izopropylowym (10 ml) dodano Novozymu 435 (90 o o
mg) oraz alkohol butylowy (84 ul, 0.913 mmol) i1 pozostawiono na po OBu
wytrzasarce w temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji monitorowano metoda TLC (Ry = 0.39,
CHCI; / MeOH / HCOOH; 100:2:0.05; v/v/v). Reakcja zakonczyta si¢ po 17 dniach. Po
odsaczeniu enzymu z mieszaniny reakcyjnej, odparowano rozpuszczalnik. Otrzymano oleisty
produkt (0.1665 g, 99% wydajnosci), ktéry po krystalizacji z uktadu eter etylowy / heksan datl biate
krysztaty produktu (0.1547 g, 0.585 mmol) z 93% wydajnoscia.
e [0*’p=-2.13 (c 1.50, CHCl;)
e temperatura topnienia 41-43°C (eter etylowy / heksan)
e 'HNMR (200 MHz, CDCl3) § 0.91 (t, J=7.2 Hz, 3H), 1.30 (q, J=7.2 Hz, 2H), 1.46-1.56 (m,
2H), 2.68-2.79 (m, 4H), 3.62-3.70 (m, 1H), 4.01 (t, J=6.5 Hz, 2H), 7.27-7.32 (m, 5H)
e 13C NMR (50 MHz, CDCI3) 6 14.2, 19.6, 31.1, 38.6, 40.9, 41.0, 65.0, 127.5, 127.7, 129.1,
129.3, 142.8,172.2, 178.3
Redukcja i laktonizacja estru (35)-(17¢) (R2 = Bu) do laktonu (4R)-(25¢)
Zwiazek 25¢ w postaci bezbarwnego oleju otrzymano zgodnie z og6lna procedura
6 z wydajnoscia 46%.
® R;=0.39 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)
e [00*°p =-7.11 (c 2.00, CHCl3) [lit. + 4.00 (c 2.70, CHCl3) dla (S) enancjomeru®®] ~ © ©
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e IR (cm™): 3067, 3027, 2965, 2909, 1730 (-C=0), 1603, 1496, 1478, 1454, 1403, 1255,
1171, 1076, 1039, 976, 952, 700
Ester benzylowy kwasu (35)-(+)-3-fenyloglutarowego (17c, R’= Bn)
Do roztworu bezwodnika kwasu 3-fenyloglutarowego (7¢) (0.120 g,
0.631 mmol) w eterze izopropylowym (10 ml) dodano Novozymu 435 (90 o o
mg) oraz alkohol benzylowy (95 ul, 0.918 mmol) i pozostawiono na po OBn
wytrzasarce w temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji monitorowano metoda TLC (Ry= 0.40,
(CHCl3 / MeOH / HCOOH; 100:2:0.05; v/v/v). Reakcja zakonczyta si¢ po 32 dniach. Po
odsaczeniu enzymu z mieszaniny reakcyjnej, odparowano rozpuszczalnik. Otrzymano oleisty
produkt (0.1880 g, 99% wydajnosci), ktéry po krystalizacji z uktadu eter etylowy / heksan dat biate
krysztaty produktu (0.1154 g, 0.387 mmol) z 61% wydajnoscia.
e [0]*’p=+0.61 (c 0.90, CHCl3)
e '"HNMR (200 MHz, CDCl3) § 2.28 (m, 4H), 3.70 (m, 1H), 5.06 (s, 2H), 7.15-7.40 (m, 5H)
e C NMR (50 MHz, CDCls) & 38.8, 41.1, 41.4, 67.3, 128.4, 128.5, 129.5, 129.8, 130.0,
137.0, 143.5, 172.9, 179.0
Redukcja i laktonizacja estru (35)-(17¢) (R2 = Bn) do laktonu (4R)-(25¢)
Zwiazek 25¢ w postaci bezbarwnego oleju otrzymano zgodnie z og6lna procedura
6 z wydajnoscia 27%.
e R;=0.39 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)
e [0]* =-2.06 (c 1.00, CHCIs) [lit. + 4.00 (c 2.70, CHCl3) dla (S) enancjomeru™] o~ Xq
e IR (cm™): 3067, 2965, 2909, 1730 (-C=0), 1603, 1496, 1478, 1454, 1403, 1255, 1171,
1076, 1039, 976, 952, 700
Ester allilowy kwasu (35)-(-)-3-fenyloglutarowego (17c, R’= Allyl)
Do roztworu bezwodnika kwasu 3-fenyloglutarowego (7¢) (0.120 g,
0.631 mmol) w eterze izopropylowym (10 ml) dodano Novozymu 435 (90 0 o
mg) oraz alkohol allilowy (55 ul, 0.803 mmol) i pozostawiono na o OAllyl
wytrzasarce w temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji monitorowano metoda TLC (R; = 0.36,
CHCI; / MeOH / HCOOH; 100:2:0.05; v/v/v). Reakcja zakonczyta si¢ po 9 dniach. Po odsaczeniu
enzymu z mieszaniny reakcyjnej, odparowano rozpuszczalnik. Otrzymano oleisty produkt (0.1565
g, 99% wydajnosci), ktéry po krystalizacji z uktadu eter etylowy / heksan dal biate krysztaty
produktu (0.1336 g, 0.538 mmol) z 85% wydajnoscia.
o [0]*p=—-4.86(c0.88, CHCl;)

e temperatura topnienia 44-46°C (eter etylowy / heksan)
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e 'H NMR (200 MHz, CDCl3) § 2.76 (m, 3H), 3.65 (t, J=7.25 Hz, 2H), 4.50 (d, J=5.78 Hz,
2H), 5.15 (s, H), 5.25 (d, J=7.29 Hz, H), 5.70-5.91 (m, H), 7.29 (m, SH)
e CNMR (50 MHZ, CDCl3) & 38.4, 38.6, 40.7, 65.7, 118.8, 127.6, 127.8, 129.2, 129.3,
132.5, 142.8, 171.7, 178.0
Redukcja i laktonizacja estru (35)-(17¢) (R2 = Allyl) do laktonu (4R)-(25c¢)
Zwiazek 25¢ w postaci bezbarwnego oleju otrzymano zgodnie z og6lna procedura
6 z wydajnoscia 47%.
e Ry=0.39 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)
e [0]*p =-4.07 (c 2.00, CHCI5) [lit. + 4.00 (c 2.70, CHCl5) dla (S) enancjomeru™®] o
e IR (cm™): 3067, 2964, 2909, 1730 (-C=0), 1603, 1496, 1478, 1454, 1403, 1255, 1171,
1076, 1038, 976, 952, 700
Ester metylowy kwasu (35)-(-)-3-(4-chlorofenylo)glutarowego (17d, R’= Me)
Do roztworu bezwodnika kwasu 3-(4-chlorofenylo)glutarowego (7d) ¢l
(0.120 g, 0.534 mmol) w eterze izopropylowym (10 ml) dodano Novozymu
435 (90 mg) oraz alkohol metylowy (36 ul, 0.884 mmol) i pozostawiono na Q 2
wytrzasarce w temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji monitorowano HO OMe
metoda TLC (Ry=0.40, CHCl; / MeOH /HCOOH; 100:2:0.05; v/v/v). Reakcja zakonczyta sig po 5
dniach. Po odsaczeniu enzymu z mieszaniny reakcyjnej, odparowano rozpuszczalnik. Otrzymano
oleisty produkt (0.1369 g, 99% wydajnosci), ktéry po krystalizacji z uktadu eter etylowy / heksan
dat biate krysztaty produktu (0.0463 g, 0.180 mmol) z 34% wydajnoscia.
o [0]*’p=-9.61 (c 0.88, CHCl;) [lit. + 4.10 (c 2.60, CHCl) dla (R) enancjomeru’]
e 'HNMR (200 MHz, CDCl3) § 2.66-2.70 (m, 4H), 3.62 (s, 3H), 3.40-3.60 (m, 1H), 7.14 (d,
J=8.4 Hz, 2H), 7.26 (d, J=8.4 Hz, 2H)
e C NMR (50 MHz, CDCls) § 38.0, 40.5, 40.8, 52.2, 129.1, 129.4, 133.4, 141.3, 172.2,
177.2
e Analiza elementarna dla C;,H;3ClO4: Obliczono C 56.15% H 5.10%
Znaleziono C 56.20% H 5.11%
Ester etylowy kwasu (35)-(-)-3-(4-chlorofenylo)glutarowego (17d, R’= Et)
Do roztworu bezwodnika kwasu 3-(4-chlorofenylo)glutarowego (7d) ¢l
(0.120 g, 0.534 mmol) w eterze izopropylowym (10 ml) dodano Novozymu
435 (90 mg) oraz alkohol etylowy (47 ul, 0.801 mmol) i pozostawiono na Q 0
wytrzasarce w temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji monitorowano H© OFt
metoda TLC (Ry=0.27, CHCl3 / MeOH / HCOOH; 100:2:0.05; v/v/v). Reakcja zakonczyla si¢ po

4 dniach. Po odsaczeniu enzymu z mieszaniny reakcyjnej, odparowano rozpuszczalnik.
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Otrzymano oleisty produkt (0.1442 g, 99% wydajnosci), ktoéry po krystalizacji z ukladu eter
etylowy / heksan dat biate krysztaty produktu (0.0878 g, 0.324 mmol) z 61% wydajnoscia.
e [a] =-3.80 (c 0.90, CHCl3)
® temperatura topnienia 69-70°C (eter etylowy / heksan)
e Analiza elementarna dla C;3H;5ClO4: Obliczono C 57.68% H 5.59%
Znaleziono C 57.55% H 5.79%
Redukcja i laktonizacja estru (35)-(17d) (R2 = Et) do laktonu (4R)-(25d)
Zwiazek 25d w postaci biatych krysztaléw otrzymano zgodnie z ogdlna ¢l
procedura 6 z wydajnoscia 36%.
e Ry=0.34 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)
e [0)*’p=-8.72(c 1.38, CHCl;)
e temperatura topnienia 80°C (heksan / octan etylu) [lit. 81-83°C (benzen)25 ] o 0
e IR (cm™): 2935, 1732 (-C=0), 1612, 1514, 1494, 1478, 1442, 1403, 1302, 1253, 1225,
1094, 1078, 1078, 1014, 977, 953, 829, 700, 535
Ester butylowy kwasu (35)-(-)-3-(4-chlorofenylo)glutarowego (17d, R’= Bu)
Do roztworu bezwodnika kwasu 3-(4-chlorofenylo)glutarowego (7d) cl
(0.120 g, 0.534 mmol) w eterze izopropylowym (10 ml) dodano Novozymu
435 (90 mg) oraz alkohol butylowy (84 ul, 0.913 mmol) i pozostawiono na o] o]
wytrzasarce w temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji monitorowano HO OBu
metoda TLC (Ry= 0.32, CHCl; / MeOH / HCOOH; 100:2:0.05; v/v/v). Reakcja zakonczyla si¢ po
23 dniach. Po odsaczeniu enzymu z mieszaniny reakcyjnej, odparowano rozpuszczalnik.
Otrzymano oleisty produkt (0.1590 g, 99% wydajnosci), ktoéry po krystalizacji z ukladu eter
etylowy / heksan dat biate krysztaty produktu (0.0842 g, 0.282 mmol) z 53% wydajnoscia.
e [0*p=-2.25(c0.90, CHCls)
® temperatura topnienia 60°C (eter etylowy / heksan)
e 'HNMR (200 MHz, CDCl3) § 1.15 (t, J=7.0 Hz, 3H), 1.10-1.35 (m, 2H), 1.35-1.60 (m, 2H),
2.68 (m, 4H), 3.50-3.70 (m, 1H), 3.67 (t, J=6.6 Hz, 2H), 7.23 (d, J=8.6 Hz, 2H), 7.35 (d,
J=8.6 Hz, 2H)
e 13C NMR (50 MHz, CDCl3) § 14.3, 19.7, 31.1, 38.1, 40.8, 41.1, 65.1, 129.2, 129.3, 129.3
133.3, 141.2, 171.9, 177.7
e Analiza elementarna dla C;5H;9ClO4: Obliczono C 60.30% H 6.41%
Znaleziono C 60.39% H 6.45%
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Redukcja i laktonizacja estru (35)-(17d) (R2 = Bu) do laktonu (4R)-(25d) cl
Zwiazek 25d w postaci bialych krysztaléw otrzymano zgodnie z ogdélna procedura
6 z wydajnos$cia 62%.
e Ry=0.34 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)
e [0]*p=—-4.55(c 1.40, CHCl;) 0" Yo
e IR (cm’): 2964, 1732 (-C=0), 1495, 1478, 1444, 1403, 1302, 1256, 1094, 1079, 1014, 977,
952, 828, 700, 534
Ester benzylowy kwasu (35)-(+)-3-(4-chlorofenylo)glutarowego (17d, R’= Bn)
Do roztworu bezwodnika kwasu 3-(4-chlorofenylo)glutarowego (7d) %
(0.120 g, 0.534 mmol) w eterze izopropylowym (10 ml) dodano Novozymu
435 (90 mg) oraz alkohol benzylowy (95 ul, 0.918 mmol) i pozostawiono na
wytrzasarce w temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji monitorowano MO OBn
metoda TLC (Ry= 0.31, CHCl; / MeOH / HCOOH; 100:2:0.05; v/v/v). Reakcja zakonczyla si¢ po
33 dniach. Po odsaczeniu enzymu z mieszaniny reakcyjnej, odparowano rozpuszczalnik.
Otrzymano oleisty produkt (0.1772 g, 99% wydajnosci), ktoéry po krystalizacji z ukladu eter
etylowy / heksan dat biate krysztaty produktu (0.0835 g, 0.251 mmol) z 47% wydajnoscia.
e [0*p=+0.40 (c 0.90, CHCl5)
® temperatura topnienia 126°C (eter etylowy / heksan)
Redukcja i laktonizacja estru (35)-(17d) (R2 = Bn) do laktonu (4R)-(25d)
Zwiazek 25d w postaci biatych krysztaléw otrzymano zgodnie z ogdlna ¢l
procedura 6 z wydajnoscia 16%.
e Ry=0.34 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)
e [0*’p=-2.97 (c 0.70, CHCl;)
e IR (cm™): 3029, 2962, 1730 (-C=0), 1597, 1494, 1455, 1413, 1307, 1258, 1161, o 0
1107, 1094, 1079, 1014, 977, 953, 828, 698
Ester allilowy kwasu (35)-(-)-3-(4-chlorofenylo)glutarowego (17d, R’= Allyl)
Do roztworu bezwodnika kwasu 3-(4-chlorofenylo)glutarowego (7d) cl
(0.120 g, 0.534 mmol) w eterze izopropylowym (10 ml) dodano Novozymu
435 (90 mg) oraz alkohol allilowy (55 ul, 0.803 mmol) i pozostawiono na 0 *
wytrzasarce w temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji monitorowano HO OAllyl
metoda TLC (Ry = 0.35, CHCl; / MeOH / HCOOH; 100:2:0.05; v/v/v). Reakcja zakonczyta si¢ po
17 dniach. Po odsaczeniu enzymu z mieszaniny reakcyjnej, odparowano rozpuszczalnik.
Otrzymano oleisty produkt (0.1509 g, 99% wydajnosci), ktéry po krystalizacji z ukladu eter
etylowy / heksan dat biate krysztaty produktu (0.0964 g, 0.341 mmol) z 64% wydajnoscia.
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e [0)*’p=-6.35(c 0.40, CHCl;)
e 'H NMR (200 MHz, CDCl3) § 2.74 (m, 4H), 3.66 (m, 1H), 4.52 (d, J=5.8 Hz, 2H), 5.20
(s, 1H), 5.27 (d, J=7.7 Hz, 1H), 7.19 (d, J=8.6 Hz, 2H), 7.31 (d, J=8.6 Hz, 2H)
e C NMR (50 MHZ, CDCl5) § 37.9, 40.6, 40.9, 65.9, 119.0, 129.2, 129.3, 132.3, 133 .4,
141.1, 171.5,177.4
e Analiza elementarna dla C;4H;5ClO4: Obliczono C 59.48% H 5.35%
Znaleziono C 59.45% H 5.29%
Redukcja i laktonizacja estru (35)-(17d) (R2 = Allyl) do laktonu (4R)-(25d)
Zwiazek 25d w postaci bialych krysztaléw otrzymano zgodnie z ogélna procedura %
6 z wydajnoscia 41%.
® Ry=0.34 (heksan, octan etylu; 6:4; v/v)
e [0]*’p=-6.28 (c 2.20, CHCl;)
e IR (cm™): 3027, 2964, 2908, 1732 (-C=0), 1495, 1478, 1444, 1403, 1302, 1256,
1225, 1171, 1094, 1079, 1014, 977, 952, 828, 700, 534

@) )

Ester metylowy kwasu (35)-(+)-3-(4-metoksyfenylo)glutarowego (17e, R’= Me)
Do roztworu bezwodnika kwasu 3-(4-metoksyfenylo)glutarowego (7e) OMe
(0.120 g, 0.545 mmol) w eterze izopropylowym (10 ml) dodano Novozymu
435 (90 mg) oraz alkohol metylowy (36 pl, 0.884 mmol) i pozostawiono na
wytrzasarce w temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji monitorowano O OMe
metoda TLC (Ry= 0.37, CHCl; / MeOH / HCOOH; 100:2:0.05; v/v/v). Reakcja zakonczyla si¢ po
8 dniach. Po odsaczeniu enzymu z mieszaniny reakcyjnej, odparowano rozpuszczalnik.
Otrzymano oleisty produkt (0.1370 g, 99% wydajnosci), ktoéry po krystalizacji z ukladu eter
etylowy / heksan dat biate krysztaty produktu (0.1308 g, 0.518 mmol) z 95% wydajnoscia.
e [0)*p=+7.62 (c 0.60, etanol)
® temperatura topnienia 55-57°C (eter etylowy / heksan)
e IR (cm™): 3512 (-O-H), 2955, 2913, 2839 (Ar-OCHj3), 1732 (-COOMe), 1713 (-COOH),
1612, 1514, 1438, 1369, 1250, 1179, 1036, 831
Redukcja i laktonizacja estru (35)-(17e) (R2 = Me) do laktonu (4R)-(25e¢)
Zwiazek 25e w postaci biatych krysztaléw otrzymano zgodnie z ogdlna procedura OMe
6 z wydajnoscia 71%.
e R;=0.32 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)
e [00° =-7.75 (c 3.2, CHCL) [lit. - 6.98 (c 0.98, CHCl;) dla (R) enancjomeru’’]

e IR (cm™): 2963, 2937, 2909, 2839, 1731, 1613, 1585, 1515, 1478, 1465, 1443,
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1403, 1307, 1295, 1252, 1180, 1152, 1115, 1078, 1036, 976, 952, 903, 832, 811
Ester etylowy kwasu (35)-(+)-3-(4-metoksyfenylo)glutarowego (17e, R’ = Et)
Do roztworu bezwodnika kwasu 3-(4-fluorofenylo)glutarowego (7e) OMe
(0.120 g, 0.545 mmol) w eterze izopropylowym (10 ml) dodano Novozymu
435 (80 mg) oraz alkohol etylowy (50 ul, 0.852 mmol) i pozostawiono na 0 0
wytrzasarce w temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji monitorowano Ho OEt
metoda TLC (Ry=0.28, CHCl3 / MeOH / HCOOH; 100:2:0.05; v/v/v). Reakcja zakofczyta sig po 6
dniach. Po odsaczeniu enzymu z mieszaniny reakcyjnej, odparowano rozpuszczalnik. Otrzymano
oleisty produkt (0.1449 g, 99% wydajnosci), ktéry po krystalizacji z uktadu eter etylowy / heksan
dat biate krysztaty produktu (0.1357 g, 0.509 mmol) z 93% wydajnoscia.
o [0’ =+8.33 (c 0.95, etanol)
e temperatura topnienia 75-77°C (eter etylowy / heksan) [lit. 78°C>"]
e 'HNMR (200 MHz, CDCl3) & 1.20 (t, J=7.2 Hz, 3H), 2.74 (m, 4H), 3.63 (m, 1H), 3.83 (s,
3H), 4.09 (q, /=7.2 Hz, 2H), 6.9 (d, J=7.0 Hz, 2H), 7.19 (d, J=7.2 Hz, 2H)
e C NMR (50 MHz, CDCls) § 14.6, 41.5, 55.9, 60.9, 114.8, 129.4, 136.0, 159.4, 172.9,
174.8
Redukcja i laktonizacja estru (35)-(17e) (R2 = Et) do laktonu (4R)-(25¢)
Zwiazek 25e w postaci biatych krysztaléw otrzymano zgodnie z og6lna procedura OMe
6 z wydajnoscia 28 %.
e Ry=0.32 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)
e [0]*p=-6.74 (c 1.80 CHCI5) [lit. - 6.98 (c 0.96, CHCl3) dla (R) enancjomeru’’]
e IR (cm™): 2961, 2937, 2911, 2839, 1730, 1613, 1585, 1514, 1477, 1465, 1442, o 0
1403, 1296, 1251, 1180, 1113, 1078, 1036, 976, 952, 832, 811
Ester butylowy kwasu (35)-(+)-3-(4-metoksyfenylo)glutarowego (17e, R’= Bu)
Do roztworu bezwodnika kwasu 3-(4-metoksyfenylo)glutarowego (7e) OMe
(0.120 g, 0.545 mmol) w eterze izopropylowym (10 ml) dodano Novozymu
435 (90 mg) oraz alkohol butylowy (84 pl, 0.913 mmol) i pozostawiono na
wytrzasarce w temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji monitorowano O OBu
metoda TLC (Ry = 0.30, CHCl3 / MeOH / HCOOH; 100:2:0.05; v/v/v). Reakcjg przerwano po 25
dniach. Po odsaczeniu enzymu z mieszaniny reakcyjnej, odparowano rozpuszczalnik. Otrzymano
oleisty produkt (0.0699 g, 44% konwersji), ktory po krystalizacji z uktadu eter etylowy / heksan dat
biate krysztaty produktu (0.0460 g, 0.156 mmol) z 65% wydajnoscia.
e [0*p=+2.32(c 0.50, etanol)

e temperatura topnienia 97°C (eter etylowy / heksan)
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Redukcja i laktonizacja estru (35)-(17e) (R2 = Bu) do laktonu (4R)-(25¢)
Zwiazek 25e w postaci biatych krysztaléw otrzymano zgodnie z og6lna procedura OMe
6 z wydajnoscia 69%.
e Ry=0.32 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)
e [0]*p =-3.45 (c 2.00, CHCL) [lit. - 6.98 (c 0.98, CHCl;) dla (R) enancjomeru’’]
e IR (cm™): 2962, 2937, 2910, 2839, 1731, 1613, 1585, 1515, 1478, 1465, 1443,
1403, 1295, 1252, 1180, 1115, 1077, 1036, 976, 952, 832, 811
Ester benzylowy kwasu (35)-(-)-3-(4-metoksyfenylo)glutarowego (17e, R’= Bn)
Do roztworu bezwodnika kwasu 3-(4-metoksyfenylo)glutarowego (7e) OMe
(0.120 g, 0.545 mmol) w eterze izopropylowym (10 ml) dodano Novozymu
435 (90 mg) oraz alkohol benzylowy (95 pl, 0.918 mmol) i pozostawiono na
wytrzasarce w temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji monitorowano MO OBn
metoda TLC (Ry= 0.32 CHCI3 / MeOH / HCOOH; 100:2:0.05; v/v/v). Reakcj¢ przerwano po 33
dniach. Po odsaczeniu enzymu z mieszaniny reakcyjnej, odparowano rozpuszczalnik. Otrzymano
oleisty produkt (0.1120 g, 63% konwersji), ktory po krystalizacji z uktadu eter etylowy / heksan dat
biate krysztaty produktu (0.0617 g, 0.188 mmol) z 55% wydajnoscia.
e [0*p=-0.40 (c 0.50, etanol)
e temperatura topnienia 95°C (eter etylowy / heksan)
e 'HNMR (200 MHz, CDCl3) § 2.67 (m, 4H), 3.58 (m, 1H), 3.76 (s, 3H), 5.00 (s, 2H), 6.76
(d, J=8.3 Hz, 2H),7.08 (d, J/=8.3 Hz, 2H), 7.20 (m, 5H)
e CNMR (50 MHz, CDCl3) § 38.1,41.3, 41.7, 56.1, 67.3, 115.2, 129.5, 135.4, 175.9, 178.9
e IR (cm™): 3621, 3509 (-O-H), 2977 (-CH,-), 2934, 2897 (CH3-Ar), 1720 (-COOH), 1611,
1514, 1391, 1250, 1180, 1046, 877, 830
Redukcja i laktonizacja estru (35)-(17e) (R2 = Bn) do laktonu (4R)-(25¢)
Zwiazek 25e w postaci biatych krysztaléw otrzymano zgodnie z og6lna procedura OMe
6 z wydajnoscia 15%.
e Ry=0.32 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)
e [0]%° =- 6.66 (c 0.50, CHCL) [lit. - 6.98 (c 0.98, CHCl5) dla (R) enancjomeru’’]
e IR (cm™): 2962, 2936, 2910, 2839, 1730, 1613, 1585, 1515, 1477, 1465, 1443,

1403, 1295, 1252, 1180, 1115, 1077, 1036, 976, 952, 832, 811

@) )

Ester allilowy kwasu (35)-(+)-3-(4-metoksyfenylo)glutarowego (17e, R’= Allyl)

Do roztworu bezwodnika kwasu 3-(4-metoksyfenylo)glutarowego QMe

(7e) (0.120 g, 0.545 mmol) w eterze izopropylowym (10 ml) dodano

HO OAllyl
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Novozymu 435 (90 mg) oraz alkohol allilowy (55 pl, 0.803 mmol) i pozostawiono na wytrzasarce
w temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji monitorowano metoda TLC (Rf = 0.21, CHCl; /
MeOH / HCOOH; 100:2:0.05; v/v/v). Reakcje przerwano po 25 dniach. Po odsaczeniu enzymu z
mieszaniny reakcyjnej, odparowano rozpuszczalnik. Otrzymano oleisty produkt (0.1060 g, 70%
konwersji), ktory po krystalizacji z ukfadu eter etylowy / heksan dat biate krysztaly produktu
(0.0847 g, 0.304 mmol) z 100% wydajnoscia.
e [0)*p=+7.30(c 0.65, etanol)
e IR (cm™): 3516 (-O-H), 2959, 2839 (Ar-OCHj3), 1729 (-COOH), 1612, 1514, 1250, 1179,
1037, 988, 933, 831, 503
e '"HNMR (200 MHz, CDCl3) § 2.73 (m, 4H), 3.63 (m, 1H), 3.81 (s, 1H), 4.52 (d, J=5.7 Hz,
2H), 5.18 (s, 1H), 5.26 (d, J=7.7 Hz, 1H), 6.86 (d, J=11.6 Hz, 2H), 7.18 (d, J=8.6 Hz, 2H)
e CNMR (50 MHz, CDCls) & 37.8, 40.9, 41.3, 55.7, 65.7, 114.6, 114.7, 118.8, 128.5, 128.7,
132.5, 134.8, 159.0, 171.8, 177.4
Redukcja i laktonizacja estru (35)-(17e) (R2 = Allyl) do laktonu (4R)-(25e)
Zwiazek 25e w postaci biatych krysztaléw otrzymano zgodnie z ogélna procedura 6 OMe
z wydajnoscia 15%.
e Ry=0.32 (heksan / octan etylu; 6:4; v/v)
e [a]*p=-5.41(c 2.60, CHCL) [lit. = - 6.98 (c 0.98, CHCl5) dla (R) enancjomeru’’]
e IR (cm™): 2962, 2936, 2910, 2839, 1731, 1613, 1585, 1515, 1478, 1465, 1443, ©
1403, 1295, 1252, 1180, 1116, 1077, 1036, 976, 952, 832, 812
BADANIE WPLYWU ENZYMU NA REAKCJE DESYMETRYZACJI BEZWODNIKA KWASU
3-(3,4-DICHLOROFENYLO)GLUTAROWEGO ETANOLEM.

Procedura ogdlna 8

Do roztworu bezwodnika kwasu 3-(3,4-dichlorofenylo)glutarowego (0.0130 g, 0.05 mmol)
w eterze izopropylowym (2 ml) dodano alkohol etylowy (5.0 pl) i odpowiednia lipazg (Chirazym A
—0.0054 g, Chirazym B — 0.0052 g, Chirazym C — 0.0051 g, PCL imm. — 0.0056 g, Novozym 435
imm. — 0.0053 g, AmanoPS-C imm.— 0.0070 g, AmanoPS-D 0.0020 g). Mieszaning reakcyjna
pozostawiono na wytrzasarce w temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji kontrolowano metoda
TLC. Czasy trwania reakcji i uzyskane nadmiary enancjomeryczne zebrane sa w Tabeli 6.

e R;=0.16, (CHCl3;/ MeOH / HCOOH; 100:2:0.05; v/v/v)

e Parametry analizy HPLC byly zgodne z procedura stosowana do analizowania estru
etylowego kwasu (35)-(+)-3-(3,4-dichlorofenylo)glutarowego (17a, R> = Et) (heksan /
i-PrOH / CH3;COOH; 198:1:1; v/v/v; A = 225nm; 1.0 ml/min, czasy retencji enancjomeréw
Ry =65.0, Rz =69.8).
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BADANIE WPELYWU ROZPUSZCZALNIKA NA REAKCJE DESYMETRYZACJI BEZWODNIKA KWASU
3-(3,4-DICHLOROFENYLO)GLUTAROWEGO ETANOLEM.

Procedura ogdlna 7

Bezwodnik kwasu 3-fenyloglutarowego (0.0130 g, 0.05 mmol), alkohol etylowy (4.5 ml) i
Novozym 435 (okoto 0.0050 g) umieszczono w 2 ml odpowiedniego rozpuszczalnika (eter etylowy,
eter n-propylowy, eter n-butylowy, eter tert-butylowy, benzen). Przebieg reakcji kontrolowany byt
metoda TLC. Czasy trwania reakcji i uzyskane nadmiary enancjomeryczne zebrane sa w Tabeli 7.
R¢=0.16 (CHCl; / MeOH / HCOOH; 100:2:0.05; v/v/v)

e Parametry analizy HPLC byly zgodne z procedura stosowana do analizowania estru
etylowego kwasu (35)-(+)-3-(3,4-dichlorofenylo)glutarowego (17a, R> = Et) (heksan /
i-PrOH / CH3;COOH; 198:1:1; v/v/v; A = 225nm; 1.0 ml/min, czasy retencji enancjomeréw
Ris=65.0, Rz =69.8).
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