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1. Streszczenie



Optycznie czyste hydroksyfosfiniany zawierajace centrum asymetrii na atomie fosforu i o
atomie wegla wykazuja bardzo interesujace wlasnosci biologiczne. Do grupy tej nalezy lek
na nadcisnienie — inhibitor ludzkiej reniny i lek przeciwko AIDS. Opracowanie metody
syntezy takich polaczen za pomoca biokatalizy z jak najwigksza czystoscia
enancjomeryczng stanowito podstawg badan opisanych w niniejszej rozprawie doktorskie;j.
Badania, w ktorych jako biokatalizatory wykorzystane zostaly zaréwno preparaty
enzymatyczne, jak i mikroorganizmy o aktywnosci lipolitycznej, przeprowadzone zostaly
na drodze hydrolizy a-butyryloksyfosfinianéw oraz estryfikacji a-hydroksyfosfinianow, w
celu poréwnania tych metod pod wzglegdem aktywnosci biokatalizatorow i
enancjoselektywnosci katalizowanych reakcji. W opisanych reakcjach wykorzystane
zostaly lipazy pochodzace z roéznych zrodel, m. in. z grzybow np.: Aspergillus niger,
Penicillium roqueforti, Mucor javanicus, Rhizopus niveus; z drozdzakoéw np.: Candida
cylindracea oraz z trzustki wieprzowej, a takze immobilizowane lipazy z Pseudomonas
cepacia i Mucor circinelloides. Zastosowane zostaly rowniez cale komorki
mikroorganizmow: Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Serratia liquefaciens i
Acinetobacter baumannii, ktorych aktywno$¢ lipolityczna zostala wcze$niej zbadana w
naszym zespole.

Reakcje hydrolizy o-butyryloksyfosfinianow lipazami zaszly z enancjoselektywnoscia
siggajaca >98% w zaleznoS$ci od uzytego substratu i biokatalizatora. Tylko trzy lipazy z
Candida cylindracea, Aspergillus niger i trzustki wieprzowe] okazaty si¢ efektywnymi
biokatalizatorami aktywnymi wobec wszystkich substratow. Substrat posiadajacy
najmniejszy podstawnik (grupge —CHs) 1-butyryloksyetano(P-fenylo)fosfinian etylu, byt
hydrolizowany przez wszystkie lipazy. Wigkszos¢ stosowanych lipaz (poza lipaza z
Candida cylindracea) wykazywala wysoka enancjoselektywnos¢ katalizowanej reakcji.
Reakcje hydrolizy o-butyryloksyfosfinianow  katalizowane catymi  komorkami
mikroorganizmow byly znacznie mniej enancjoselektywne. Najlepszy wynik uzyskano w
przypadku hydrolizy a-butyryloksyfosfinianéw komoérkami szczepu Bacillus subtilis.
Natomiast hydroliza 1-butyryloksy-1-fenylometano(P-fenylo)fosfinianu etylu komoérkami
szczepOw Acinetobacter baumannii 1 Serratia liquefaciens nie dala powtarzalnych
wynikow.

Reakcje estryfikacji o-hydroksyfosfinianow zaszty jedynie dla 1-hydroksyetano(P-
fenylo)fosfinianu etylu, natomiast uzyskane nadmiary enancjomeryczne siggaly >98% w
zalezno$ci od uzytej lipazy. Najmniej enancjoselektywnym biokatalizatorem reakcji

transestryfikacji okazala si¢ lipaza z Mucor javanicus, pomimo swojej wysokie]



aktywno$ci. Natomiast bardzo dobrymi biokatalizatorami sa: lipaza z trzustki wieprzowej,
immobilizowana lipaza z Pseudomonas cepacia oraz immobilizowana lipaza z Mucor
circinelloides.

Dazac do zmiany enancjoselektywno$ci lipaz, a tym samym do zmiany konfiguracji
absolutnej otrzymanych produktéw powyzszych reakcji, podjete zostaly proby
modyfikowania $rodowiska reakcji hydrolizy a-butyryloksyfosfinianéw katalizowane;
enzymatycznie. Reakcje te przeprowadzono w S$rodowisku organicznym (eter
diizopropylowy nasycony woda). Jako czynniki zapobiegajace agregacji biatek
enzymatycznych zostaly zastosowane roztwory soli (LiCl, MgCl,) oraz tritonu X-100.
Przeprowadzone zostaty réwniez modyfikacje srodowiska reakcji teansestryfikacji za
pomoca zasadowych dodatkow takich jak: trietyloamina i pirydyna. Tylko w przypadku
zastosowania trietyloaminy zaobserwowano poprawg enancjoselektywnosci reakcji
estryfikacji 1-hydroksyetano(P-fenylo)fosfinianu etylu katalizowanej lipazami z Candida
cylindracea, Aspergillus niger 1 Mucor javanicus.

Podjete zostaly réwniez proby opracowania najlepszej metody przygotowania formy
biokatalizatora (catych komoérek mikroorganizmoéw) dla prowadzenia reakcji w uktadzie
dwufazowym (immobilizacja) oraz zwigkszenia wydajnosci reakcji w srodowisku wodnym
(permeabilizacja). Dzigki immobilizacji komodrek mikroorganizméw za pomoca alginianu
wapnia mozna byto przeprowadzi¢ biotransformacje w uktadzie dwufazowym (mieszanina
eteru diizopropylowego i n-heksanu/ bufor fosforanowy). Zaréwno permeabilizacja, jak 1
immobilizacja komorek mikroorganizméw nie miaty znaczacego wptywu na poprawe ich
aktywnosci jako biokatalizatora 1 enancjoselektywnosci katalizowanej reakcji.
Postanowiono rowniez sprawdzi¢ jak mozna sterowac enancjoselektywnoscia lipaz poprzez
ich chemiczna modyfikacje. Do tego celu zastosowane zostaty zwiazki acylujace - estry
metylosiarczanu p-hydroksyfenylodimetylosulfoniowego, tzw. estry aktywne, posiadajace
grupy: acetylowa, izo-butyrylowa, 3,5-dinitrobenzoilowa 1 benzoliowa. Stosujac te
procedure, otrzymano cztery formy modyfikowanego enzymu, rozniace si¢ wprowadzana
grupa hydrofobowa. Podczas reakcji hydrolizy 1-butyryloksy-1-fenylometano(P-
fenylo)fosfinianu etylu zmodyfikowanymi 1 niezmodyfikowanym enzymem nie
zaobserwowano  wigkszych zmian w  aktywnosci tych  biokatalizatorow 1
enancjoselektywnosci katalizowanej reakcji.

Pomiary czystosci enancjomerycznej produktéw biotransformacji byly przeprowadzane za
pomoca metod NMR z uzyciem chiralnego odczynnika solwatujacego — chininy lub

chiralnej kolumny HPLC.



Okreslenie konfiguracji absolutnej na atomie wegla przeprowadzone zostalo za pomoca
metod NMR z zastosowaniem chiralnego odczynnika derywatyzujacego — kwasu
a-metoksy-a-trifluorometylofenylooctowego (MTPA). W przypadku 1-hydroksy-1-
fenylometano(P-fenylo)fosfinianu etylu (jedynego substratu, ktéry byl cialem stalym)
otrzymano jeden czysty izomer w postaci krysztalow nadajacych si¢ do badan
krystalograficznych, w wyniku ktérych okreslono jego konfiguracje absolutng (Rp,S).
Natomiast okreslenie konfiguracji absolutnej na atomie fosforu przeprowadzono
porownujac dane spektroskopowe opisane w literaturze dwoch a-hydroksyfosfinianow z
widmami 'H, "C i *'P NMR. Podczas analiz widm *'P NMR z chining okazato sie, ze
zastosowanie tego odczynnika, pozwala okresli¢ nie tylko nadmiar enancjomeryczny, ale
rowniez konfiguracj¢ absolutna na atomie fosforu. Pozwolito to na okreslenie konfiguracji
absolutnej na atomie fosforu jednego z a-hydroksyfosfonianéw nieopisanego dotychczas w
literaturze. Metoda wykorzystujaca zastosowanie tego chiralnego odczynnika
solwatujacego, w polaczeniu z chiralnym odczynnikiem derywatyzujacym jakim jest
MTPA, jest prosta i stosunkowo tania, co stwvarza mozliwos¢ szerszego zastosowania jej w
przysztosci do okreslania konfiguracji absolutnej hydroksyfosfonianow z dwoma centrami

asymetrii na atomie wegla 1 atomie fosforu.



2. Wstep



2.1. Zwiagzki fosforoorganiczne zawierajace bezposrednie

wigzanie pomig¢dzy atomem fosforu i atomem wegla.

Fosfoniany zawieraja w swojej strukturze stabilne, kowalencyjne wiazanie C-P, ktore tylko
w nielicznych przypadkach ulega fotolizie,’ chemicznej hydrolizie, czy rozpadowi
termicznemu.” Jednak, pomimo swojej wysokiej odpornosci chemicznej, wiazanie to ulega
biodegradacji. Wiele mikroorganizmow, zaro6wno bakterie, drozdze jak 1 grzyby,
wykorzystuje zwiazki fosforoorganiczne jako zrodto fosforu i wegla.?

Wiele znanych fosfonianow wykazuje aktywnos¢ biologiczna, ktora zawdzigczaja glownie
swojej budowie. Naleza do nich migdzy innymi fosfonopeptydy. Struktura wiazania
fosfonoamidowego podobna jest do tetraedrycznego stanu przejsciowego hydrolizy
wiazania peptydowego, dzieki czemu fosfonopeptydy moga by¢ inhibitorami proteaz.*

Inny mechanizm inhibicji opiera si¢ na strukturalnym podobienstwie fosfonianow do
zwiazkéw wystepujacych w naturze. Naleza do nich migdzy innymi kwasy
aminoalkilofosfonowe, ktore sa strukturalnymi analogami aminokwaséw i maja hamujacy

wpltyw na enzymy biorace udziat w biosyntezie ich naturalnych odpowiednikow.

2.1.1. Naturalne fosfoniany.

Odkrycie w 1959 ciliatyny 1 — naturalnego kwasu aminofosfonowego wyizolowanego po
raz pierwszy z pierwotniakow wystepujacych w zwaczu owiec,” spowodowalo zwiekszenie
zainteresowania zwiazkami posiadajacymi wiazanie wegiel — fosfor. Badania nad tym
zwiazkiem wykazaty, Zze wchodzi on w sklad fosfonolipidow, ktére znaleziono u
pierwotniakdéw, jamochtonow, migczakow,® grzybow nizszych,” a nawet u cztowieka.®
Wkrétce odkryto u  zwierzat 1 mikroorganizmow  wiele innych zwiazkow
fosforoorganicznych pochodzenia naturalnego, posiadajacych duza aktywnos$¢ biologiczna.
Mozna w$rdéd nich znalez¢ zaro6wno zwiazki o wlasciwosciach antybakteryjnych,
antywirusowych, herbicydowych, przeciwgrzybiczych, przeciwnowotworowych i innych
dziatajacych poprzez inhibicje enzymow.’

Oprécz wspomnianej juz ciliatyny do naturalnych fosfonianow naleza rowniez jej
biosyntetyczne prekursory: wyizolowany z Zoanthus sociatus — kwas 2-amino-3-
fosfonopropionowy 2'° oraz fosfonoacetaldehyd 3 — wyizolowany po raz pierwszy w

trakcie badan nad biodegradacja ciliatyny przez Bacillus cereus."



O

N~ Ho)\/\ PO;H, HY\ PO;H,
PO;H, |

NH, o)

1 2 3

Rysunek 1. Ciliatyna i jej biosyntetyczne prekursory.

Innym naturalnym fosfonianem, analogiem kwasu glutaminowego, jest L-fosfinotricyna 4,
ktora poprzez inhibicje syntetazy glutaminowej wystepujacej w komorkach bakterii 1 roslin
wykazuje aktywnos¢ antybakteryjna i herbicydowa.” Wchodzi ona w sklad trojpeptydu —
bialafosu -  otrzymywanego z  promieniowcow  glebowych  Streptomyces
viridochromogenes i Streptomyces hygroscopicus."

Bardzo waznym antybiotykiem o szerokim zastosowaniu jest fosfomycyna § wyizolowana
ze szczepdw Streptomyces fradiae i sp.'* Jest ona inhibitorem transferazy pirogronianowe;j
— enzymu bioracego udziat w syntezie $ciany komorkowej bakterii."

Do antybiotykdéw pochodzenia naturalnego naleza rowniez fosfonopeptydy zawierajace w
swojej czasteczce kwas L-2-amino-5-fosfono-3-cis-pentenowy 6: wyizolowana z komoérek
Bacillus subtilis rizoctycyna, wykazujaca wiasciwosci przeciwgrzybicze'® i produkowana

przez Streptomyces plumbeus — plumbeomycyna.'’

0 0

ch\g/\/\'""NH2 A A N\ NH

HO’ COOH H05P H05P coou
4 5 6

Rysunek 2. Naturalne antybiotyki.

2.1.2. Syntetyczne fosfoniany.

Pierwsze syntetyczne pochodne kwasu fosfonowego zostaly otrzymane pod koniec XIX
wieku, jednak dopiero odkrycie w roku 1905 reakcji Michaelis'a-Arbuzov'a umozliwito
synteze fosfonianéw na szeroka skale.'"® W latach 30-tych XX wieku po raz pierwszy w
Niemczech otrzymano silnie toksyczne gazy bojowe z grupy paralizujaco — drgawkowych:
tabun 7, sarin 8, soman 9 i cyklosarin 10."” Kolejnym gazem bojowym podrazniajacym
uktad krwiono$ny 1 nerwowy jest VX 11 wyprodukowany po Il wojnie §wiatowej. Jest on
przyktadem jednego z najsilniejszych i inhibitorow acetylocholinoesterazy.”® Produkcja,

przechowywanie 1 uzywanie broni chemicznej zostata formalnie zabroniona na mocy



,Konwencji o zakazie broni chemicznej” (Chemical Weapons Convention), ktora weszta w
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Rysunek 3. Gazy bojowe.

Jednym z  bardziej znanych  syntetycznych  fosfonianow  jest  glifozat
(N-fosfonometyloglicyna) 12, aktywny sktadnik herbicydu Roundup, ktérego dziatanie,
opiera si¢ na inhibicji syntetazy EPSP.?

HO
\ll/\ NH O POsH,

12
Rysunek 4. Herbicyd.

Innym znanym fosfonianem wykazujacym aktywnos$¢ antybakteryjna jest alafosfalina 13
hydrolizowana w  komodrkach  bakterii przez aminopeptydazg do  kwasu
L-1-aminoetylofosfonowego, ktory jest inhibitorem racemazy alanylowej — kluczowego

enzymu w biosyntezie peptydoglikanow.?

L
HZN/YkNH PO;H,
13

Rysunek 5. Antybiotyk.

Aminofosfonianem, ktory dzigki swojej budowie wykazuje inhibicje transkarbamylazy
asparaginowe] jest kwas N-fosfonoacetylo-L-asparaginowy 14. Poprzez zahamowanie
biosyntezy pirymidyn blokuje on proliferacje komorek, dzigki czemu wykazuje

wladciwosci przeciwnowotworowe.**
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Rysunek 6. Kwas N-fosfonoacetylo-L-asparaginowy.

Warto rowniez wspomnie¢ o zwiazkach, ktoérych aktywno$¢ biologiczna nie opiera si¢ na
inhibicji enzyméw. Naleza do nich migdzy innymi bisfosfoniany — analogi naturalnego
pirofosforanu, ktoére, migdzy innymi, dzigki silnemu powinowactwu do wapnia tworza
bardzo stabilny kompleks z hydroksyapatytem kostnym i przeciwdziataja jego tworzeniu z
amorficznego fosforanu wapnia. Dodatkowo, dzigki zahamowaniu dziatania osteoklastow,
zapobiegaja zanikaniu tkanki kostnej.” Bisfosfoniany od dawna wykorzystuje sie w
leczeniu osteoporozy i innych chordb kosci.*® Wérdd zarejestrowanych lekoéw znajduja sie
migdzy innymi: alendronat 15, tiludronat 16, clodronat 17, ibandronat 18, etidronat 19 i
pamidronat 20.*” Niedawno odkryto roéwniez ich dziatanie przeciwnowotworowe.

Zapobiegaja one proliferacji komorek rakowych oraz ich adhezji do kosci.*®

H,0;P H,05P SOQ H,0;P_ _Cl
>N, ><H ><

H,0;P~ ~OH H,05P H,0;P~ ~Cl

15 16 17

|
H203P>(\/ N \/\/\ H,05P >( H,05P >(\/ NH,
OH

H,0;P H,0,P~ ~OH H,0;P~ ~OH

18 19 20
Rysunek 7. Bisfosfoniany.

Niektére bisfosfoniany sa stosowane jako inhibitory korozji i jako detergenty. Zastepuja
one wczesniej uzywane nieorganiczne fosforany ze wzgledu na wigksza stabilnose,

mniejsza podatnos$¢ na hydrolize oraz zmiany pH i temperatury.”



2.2. Hydroksyfosfoniany.

Bardzo interesujacymi zwiazkami nalezacymi do fosfoniandw sa hydroksyfosfoniany.
Dzigki strukturalnemu podobienstwu do naturalnych hydroksykwaséw wykazuja inhibicjg
receptorow oddziatywajacych z tymi substratami.’® Do tej grupy zwiazkow naleza
hydroksyfosfonopeptydy 21 — leki na nadcis$nienie. Sa one inhibitorami ludzkiej reniny,
enzymu katalizujacego przeksztalcenie angiotensynogenu do angiotensyny I, ktora jest
substratem dla enzymu katalizujacego jej konwersje do angiotensyny II — hormonu

peptydowego podnoszacego ci$nienie tqtnicze.“’ 2

R4\|(N VJ\ JY Y'\(CHan/lll\/Rz

R
O

1 p2

21 R’, R"=— OMe,— OEt,— Et
3

R’ = —CH(Me).— 7,

R*=—0mBu,—<)

n=0,1
Rysunek 8. Inhibitory reniny.

W grupie tej mozna réwniez znalez¢ inhibitory — zwiazek 22 — biatkowej fosfatazy
tyrozynowej (PTP), enzymu katalizujacego odwracalng fosforoliz¢ nukleozydow. Zwiazki
te maja szerokie zastosowanie farmakologiczne, migdzy innymi jako immunosupresory
stosowane w transplantacji, a takze jako leki przeciwko malarii.”> Wsrdd nich sa rowniez
inhibitory — zwiazek 23 — tyrozynowej fosfatazy CD-45 nalezacej do rodziny PTP. Enzym
ten jest odpowiedzialny za regulacje aktywacji komorek 1 proliferacje komoérek

macierzystych krwi.**
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Rysunek 9. Inhibitory PTP.

Hydroksyfosfoniany wykazuja rowniez wysoka aktywno$¢ przeciwwirusowa. Przyktadem
moga by¢ inhibitory proteazy — zwiazek 24 i polimerazy DNA - cidofovir 25" i
potencjalne inhibitory odwrotnej transkryptazy — zwiazek 26°" — wirusa HIV. Cidofovir jest
lekiem przeciwwirusowym od dawna stosowanym w medycynie przeciwko

cytomegalowirusowi i ospie.*®

0
O Ph—O_II_O B
Y- VaNH P NHVal—Y /
e
OR M/<
OH OH
Ph N3
24 Y = Cbz, Nal 25 26

R=H, Et

Rysunek 10. Inhibitory wirusa HIV.

Hydroksyfosfonowe analogi sfingomieliny 27 1 28 sa inhibitorami sfingomielinazy — ktorej
metabolitem jest migdzy innymi ceramid. Zwiazek ten jest odpowiedzialny za wzrost i

roznicowanie komorek, zahamowanie cyklu komérkowego i indukcje apoptozy.*
OH OH OH

NHCOC,sH;,

NHCOC 5H;,

27 28

Rysunek 11. Inhibitory sfingomielinazy.
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Niektore z wspomnianych wcze$niej bisfosfonianow — lekéw przeciwko osteoporozie,
posiadaja w swojej budowie grupe hydroksylowa w pozycji a, jak zwiazki: 15, 18, 19 1 20
(Rysunek 7). Grupa ta zwieksza powinowactwo bisfosfonianu do hydroksyapatytu.*

Przedstawicielami naturalnych hydroksyfosfoniandw sa migdzy innymi fosfonotriksyna

29*! oraz kwas 1-hydroksy-2-aminoetylofosfonowy 30.*
0]

OH
------ POsH, H,N \)\
HO 2 PO5H,

29 30
Rysunek 12. Naturalne hydroksyfosfoniany.

Do hydroksyfosfonianéw naleza réwniez zwiazki zawierajace w swojej czasteczce dwa
wiazania pomig¢dzy atomem fosforu i atomami wegla (C-P-C) — hydroksyfosfiniany.

OH

o)
Il _R?
R!—O—P
R3

~N
(CH2)n
RI, Rz, R’ = aryl, alkil
n=0,1,2..
Rysunek 13. Hydroksyfosfiniany.

Swojej analogicznej strukturze do hydroksyfosfonianow z jednym wigzaniem P-C
zawdzigczaja podobna aktywnos$¢ biologiczna. Sa wsrdd nich zardéwno opisane wczesniej
inhibitory reniny 21 (R! = —OMe, R?2=— Et, R3 = — CH(Me),, R*= —< ], n=0)
(Rysunek 8),%* jak i leki przeciwko AIDS 24 (Rysunek 10).*
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2.3. Metody syntezy optycznie czystych hydroksyfosfonianow.

Aktywno$¢ biologiczna hydroksyfosfonianow, jak i innych zwiazkow zawierajacych
centrum asymetrii, zalezy od ich absolutnej konfiguracji. Przykladem moga by¢ inhibitory
reniny. a-Hydroksyfosfonopeptyd 21 (R' = -OEt, R* = —-OEt, R* = -CH(Me),, R* = —-OrBu,
n = 0) (Rysunek 8) o konfiguracji (S) na a atomie wegla wykazuje bardzo dobra inhibicje
(ICso = 29 nM), w przeciwienstwie do izomeru (R) — ICso = 41000 nM.**

Istnieja dwie drogi otrzymywania optycznie czystych hydroksyfosfonianow: asymetryczna

synteza oraz potaczenie syntezy chemicznej i biokatalizy.

2.3.1. Asymetryczna synteza.

Glowna metoda otrzymywania hydroksyfosfonianow jest wykorzystywana od dawna
fosfonylacja zwiazkow karbonylowych (addycja fosfo-aldolowa). Reakcje t¢ mozna
przeprowadzi¢ na dwa sposoby:

1) poprzez addycje¢ fosforynow trialkilowych do zwiazkow zawierajacych grupg
karbonylowa w  obecnosci  katalizatorow  protonodonorowych  (reakcja
Abramova),”

2) poprzez reakcje fosforynow dialkilowych ze zwiazkami karbonylowymi w

obecnosci katalizatora zasadowego (reakcja Pudovika).*

R O R R'R"C=0
~p? —— SP—OH

R H R”

(0] -
N2 RR'C=0 R
R/ >/OH - \P_OR
R\ 'R\\

R/
Schemat 1. Asymetryczne reakcje Pudovika i Abramova.

Do otrzymywania optycznie czystych hydroksyfosfonianow wykorzystywane sa réwniez
inne metody. Migdzy innymi enancjoselektywna redukcja ketofosfonianow oraz

enancjoselektywne utlenianie wigzania podwojnego C=C lub karboaniondw.

2.3.1.1. Addycja fosfo-aldolowa.

Chiralnym substratem w asymetrycznej addycji fosfo-aldolowej moze by¢ chiralny
fosforyn (posiadajacy stereogeniczny atom fosforu) lub fosforyn otrzymywany z chiralnych
alkoholi, amino-alkoholi lub amin. Przykladem takiej reakcji jest addycja chiralnego
1,3,2-oksazofosforynu otrzymanego z efedryny do aldehydu w obecnosci BF3Et,O. W

zaleznosci od uzytego aldehydu nadmiar diastereoizomeryczny siegat 4 — 40%.%

13



OMe OMe

N + \|O( 2) NaOHyq (0.05M) N R
31 32 R=aryl, alkil

Schemat 2. Asymetryczna reakcja Abramova.

Innym przykladem jest wykorzystanie nieracemicznych diamidéw kwasu fosfonowego w
addycji fosfo-aldolowej. Spilling 1 wspdlpracownicy zastosowali migdzy innymi
amidofosforyny 33 w reakcjach z r6znymi aldehydami. Stereoselektywno$¢ tych reakcji
zalezata gléwnie od struktury grup alkilowych amidofosforynu 33. Zdecydowanie lepszym
reagentem fosfonylowym okazatl si¢ zwiazek 33b. Nadmiar diastereoizomeryczny zwiazku
34b siggat 92% w reakcji 33b z benzaldehydem w przeciwienstwie do powstajacego 34a w

reakcji 33a z tym samym aldehydem, gdzie stosunek diastereoizomerow wynidst 1:1.%

R R
I [
N\ P//O LDA, THF N\ P//O R2 dioxane HO ~ P’/O RZ
..... N/ “H R2CHO ""'N/ \r HCI, H,0 HO™
I |
Rl Rl OH OH
. 35
33 a R'=—CHyPh 34 Eowcm
1
b R'=— CH,C(Me) 02 2
MGO\/ P// R2
MeO \‘/
OH
36

Schemat 3. Zastosowanie amidofosforynéw w asymetrycznej syntezie a-hydroksyfosfonianow.

Inny amidofosforyn 37 zastosowali Kee i wspotpracownicy osiagajac najlepsze rezultaty
dlaR = 2-BI‘C6H4 (de = 54%).47

\( R \( R
N P// LSA, THEF, -78°C N O
[ N/ \ u PhCHO [ N \r
)_ ) OH
"R

37 38

Schemat 4. Asymetryczna reakcja Pudovika z zastosowaniem fosforynu diamidowego.
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Podobnie jak w poprzednich dwoch przypadkach de Parrodi i wspotpracownicy
wykorzystali chiralne diamidy w reakcji Pudovika. Uzyli oni dwoéch izomerdw
(15,25,1’S,2”S) 1 (1R,2R,1°’S,2”S) fosforynu 39. Stosujac oba izomery uzyskali oni
a-hydroksyfosfoniany zaréowno o konfiguracji R, jak 1 S na o atomie wegla (w zalezno$ci
od uzytego fosforynu i aldehydu). W reakcji p-bromoaldehydu z izomerem (15,25,1°S,2”S)
otrzymali zwiazek 40b o konfiguracji R na o atomie wggla, a stosunek izomeru R do S
wynosit 2.6:1. W reakcji tego samego aldehydu z izomerem (1R,2R,1°S,2”S) otrzymali

zwiazek o konfiguracji S na o atomie wegla (stosunek izomerow: 2.0:1).%
/ \‘/
. N

...... N\ P//O LDA, THF 40 a R= -CH2CH(CH3)2
N “H RCHO

5 P R
(18,25,1'S,2"S)-39 N/ \/
/k OH
Ph
40 b R=Ph
¢ R=-Ph-p-OMe
d R=-Ph-p-Br
e R =-1-naftyl

Schemat 5. Reakcja chiralnego amidofosforynu z aldehydami.

Kolejnym przyktadem zastosowania chiralnych fosforynow w addycji fosfo-aldolowe;j jest
uzycie sililowych pochodnych fosforynéow. Kee i wspolpracownicy otrzymali jeden z
izomeréw zwiazku 42 z nadmiarem enancjomerycznym si¢gajacym 87% w zaleznos$ci od

grupy R.¥
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Ph O Ph o O
I tP—OSiRg __Phero o I :P// OSiR3
Me N 16 h, temp. pok. Me N \r
|  Ph

41 42 a R3=Ph;,de=77%
b R;=1BuMe,, de =89%
¢ R3=Et;,de=67%

Schemat 6. Zastosowanie chiralnego fosforynu otrzymanego z amino-alkoholi.

Réwniez inne pochodne sililofosforynow 43 i 44°' (Rys. 14) byly stosowane w reakcji z

benzaldehydem, jednak z gorszym rezultatem.

‘O 0. RO,C

43 44

Rysunek 14. Chiralne fosforyny powstale z chiralnych alkoholi.

W addycji fosfo-aldolowej czgsto jest stosowany chiralny aldehyd. Przyktadem jest reakcja
z uzyciem aminoaldehydu z centrum stereogenicznym na O atomie wegla.

W zaleznosci od sposobu przeprowadzenia addycji fosfo-aldolowej mozna sterowac jej
stereoselektywnoscia. W reakcji Abramova (S)-dibenzyloamidoaldehydu 45 z fosforynem
trietylowym w obecnosci TiCls otrzymano gléwnie izomer (1R,25)-46, podobnie jak w
reakcji z sililofosforynem dietylowym, natomiast w reakcji Pudovika z fosforynem

dietylowym otrzymano izomer (1S,25)-46.”

a) (Et0),PO/BDMS
Iub
b) (EtO);P

N(Bn),

PO 3(Et)2

-

1.2 eq TiCly/CH,Cl,

OH

(1R,25)-46 a) 86%, de > 96%
b) 45%, de = 62%

¢) (Et0),P(O)H

-

3.0 eq TiCly/CH,Cl,

N(Bn),

45

PO3(EY),

OH
(15,25)-46 a) 46%, de = 86%

Schemat 7. Asymetryczne reakcje Abramova i Pudovika.
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Stereoselektywnos$¢ reakcji  zalezy roéwniez od podstawnikdOw na atomie azotu
aminoaldehydow. Na przyktad, addycja fosforynu dietylowego do aldehydu N-Boc-(S)-
fenylogilcynowego 47 w obecnosci trietyloaminy daje  (1S,2S5)-1-hydroksy-2-
aminofosfonian 48, natomiast reakcja prowadzona w takich samych warunkach z

aldehydem (S)-N,N-dibenzylofenyloglicynowym 49 daje izomer (1R,2S) 50.>*

I?IHBOC I?IHBOC
: : PO5(Et
(EtO),P(O)H 3(ED,
O NEt; o
47 48 dr=75:25
N(Bn), N(Bn),
’ : PO (Et
(EtO),P(O)H O3(E)
O NEt; - OH
49 50 dr=280:20

Schemat 8. Zmiana enancjoselektywnosci addycji fosfo-aldolowej.

Inne pochodne aldehydu N-Boc-(S)-glicynowego zastosowali rowniez Larchevéque i
Pousset” oraz Kafarski i wspolpracownicy® otrzymujac (1S,25)-1-hydroksy-2-
aminofosfoniany.

Asymetryczna synteza z wykorzystaniem chiralnych aminoaldehydéw zostata
wykorzystana do otrzymania waznych biologicznie aktywnych zwiazkow takich jak:

inhibitory reniny 21°" ¢zy inhibitory proteazy HIV 24.%

a b, c
H P(O)(OFt Boc._ NH P(O)(OEt
BoeNH™ ™ BoeNH” S (ONOFD NH ~ONETY (OXOE,
ol OH ; OH

51 52 21
a = (MeO),P(O)H, KF, DMF, 75-95%, dr = 12:1
b =1.5N bezwodny HCI, EtOAc, 0°C, 2 h
¢ = Boc-Phe-Leu-OH, DCC, HOBY, iPrNEt, THF

Schemat 9. Synteza inhibitorow reniny.
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Ph Ph

0
Il
P(O)(H)(OEY) H  “"  Cbz—Val—NH_ _P
Ph © Cbz—NH — U N Val-Che
NH—Cbz o) / OH
Ph
53 54 24

a=CHCly, NEts, 47%, dr = 3.4:1.7:1
b=H,, Pd/C
¢ = Cbz-Val-OH, 70%

Schemat 10. Synteza inhibitoréw proteazy HIV.
Oprocz aminoaldehydéw w asymetrycznej syntezie stosowane sa rowniez chiralne
pochodne hydroksyaldehydow.
a-Benzyloksyaldehydy 55 zastosowat Shibuya W reakcji z
tert-butylodimetylosililofosforynami, otrzymujac izomery (1R,2S) 56 =z dobrymi

rozdzialami diastereoizomerycznymi.*®

QBn QBn
A H | PO5R%,
R /\W (R20),P(0)0Si(1Bu)(Me); R /\r
0) TiCly/ CH,Cly/ -78°C OSi(rBu)(Me),
55 56 R' = CH,Ph; R* = Me; dr=>98:<2

R'=CH,Ph; R =Et; dr=288:12
R!= CHMe,; R?= Me; dr=>98:<2
R!= CHMe,; R?= Et; dr=91:9

e 6 T

Schemat 11. Zastosowanie asymetrycznych pochodnych hydroksyaldehydéw.

Podobna reakcje przeprowadzili Bongini 1 wspodtpracownicy z zastosowaniem sililowych
pochodnych hydroksyaldehydu 57, otrzymujac najwigkszy nadmiar diastereoizomeryczny
dla tri-izo-propylosililowej pochodnej 57a w reakcji z trimetylosililofosforynem

dietylowym (92:8).”

OSR'; OSR';
‘. _H _ _PO3R%,
/\W (R*0),P(0)0SiMe; /\r
o) g OSiMe;
57 a R'5=Si(iPr); 58
b R';5=SiMe;
¢ R'5=SiEg
d R!;=Si(/Bu)(Me),

Schemat 12. Sililowe pochodne hydroksyaldehydéw.
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Powyzsza reakcja z uzyciem aldehydu 57a zostala wykorzystana do otrzymania
chlorowodorku (1R,2S5)-fosfonotreoniny 63 (Schemat 13), a gdy zastosowany zostat izomer
R aldehydu, otrzymano chlorowodorek (1S5,2R)-fosfonotreoniny. Natomiast izomery
(1S5,28) 66 1 (1R2R) =zostaly otrzymane na drodze addycji fosfo-aldolowej
trimetylosililofosforynem dietylowym do N-trimetylosililo-(S)-laktoaldehydu 64 (i jego R

enancjomeru) z dobra wydajnoscia i czysto$cia izomeryczna (Schemat 14).%

OSi(iPr); OSi(iPr); OSi(iPr);
/:-\( H (EtO),P(0)OSiMes /\l/ PO3(Et)2 kwas cytrynowy /\r PO3(Et)2
| > e
0 CH,Cl,, -78°C OSiMe; MeOH OH
S7a 59 60 dr=92:8

HN3, PhsP, (EtO,CN=), l

OH 0Si(iPr); OSi(iPr);
: PO3(Et),  eNHCI| : PO3(Et), Hy/PtO, : PO;(Et),
Y T — Ty T — 7Y
NH, 4CI NH, N;
63 62 61

Schemat 13. Synteza chlorowodorku (1R,2S)-fosfonotreoniny.
(:)Si(iPr)3 (:)Si(iPr)3 OH
: H (Et0),P(0)0SiMes : PO;(Et), 6N HCI | : PO;(Et),
Y Y ol A

L.
>

THF/CH,Cl,, -78°C

NSiMe; NH, NH, -HCI

64 65 dr=982 66

Schemat 14. Synteza chlorowodorku (18,25)-fosfonotreoniny.

Reakcja przedstawiona na schemacie 12 zostata wykorzystana do otrzymania soli sodowej
(1R,2S) fosfomycyny 70 (Schemat 15) — syntetycznego odpowiednika naturalnego
antybiotyku 5 (Rysunek 2).%!
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OSi(iPr); OSi(iPr); OSi(iPr);

/:\( H (BnO),P(0)0OSiMe; ; PO3(BII)2 kwas cytrynowy : POg(BIl)Z
| > _—
0 CH,Cl,, -78°C OSiMe3 MeOH OH
S7a 67 68  dr=90:10
MsCI/TEA/CH,Cly/
chromatografia FC
OSi(iPr);
PO;(Na), abec : PO;(Et),
a = TBAF/SiOy/THF v - /\r
b =H, Pd/C 10%/cykolheksyloamina/MeOH 0O OMs
¢ =Dowex 50WX8 (NaJr)
70 69

Schemat 15. Synteza soli sodowej fosfomycyny.

Innym rodzajem asymetrycznej syntezy hydroksyfosfonianow jest addycja fosfo-aldolowa
z zastosowaniem chiralnych katalizatoréw. Ich przyktadem moga by¢ chiralne kompleksy

BINOL-u z metalami (Rysunek 15).

71 72

Rysunek 15. Chiralne kompleksy BINOL-u.

Shibazaki 1 wspoipracownicy w reakcji fosforynow dimetylowych z aldehydami
zastosowali katalizatory (R)-LLB 71%? i (R)-ALB 72,% otrzymujac o-hydroksyfosfoniany z
wysokimi nadmiarami enancjomerycznymi siggajacymi 95%. Natomiast najlepszym
katalizatorem do otrzymania o-hydroksy-H-fosfiniandbw 1 a,a’-dihydroksyfosfinianéw
okazat si¢ kompleks (R)-ALB 72.%

Shibuya 1 wspotpracownicy zastosowali migdzy innymi katalizator 73, otrzymujac

a-hydroksyfosfoniany z niska enancjoselektywnoscia (ee ~ 53%).%
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Kee i wspolpracownicy otrzymali a-hydroksyfosfoniany o konfiguracji absolutnej (S) na a
atomie wegla w reakcji fosforyndw z p-podstawionymi benzaldehydami, katalizowanej

przez kompleks 74,° natomiast enancjomery (R), stosujac kompleks 75.%”

73 74 a X=Me

Rysunek 16. Inne chiralne katalizatory.

Duzo lepsze rezultaty osiagngli Shibuya i wspotpracownicy stosujac w addycji fosfo-
aldolowej zarowno chiralny aldehyd jak i chiralny katalizator. Gdy katalizatorem byt
kompleks (R)-ALB 72, otrzymali glowny produkt (1S,2S5)-B-amino-a-hydroksy-H-
fosfiniany (77a dr = 94:6; 77b dr = 87:13), natomiast, gdy zastosowali kompleks (S)-ALB,
otrzymali izomery (1R,2S) (77a dr = 98:2; 77b dr = 94:6).°®

253
NRR o
: /
H,P(O)OEt : P—H
THF, -40°C R/\:/ \
s [ ORt
NBn, (R)-ALB OH
R/\I(H | (15.25)-77
e H,P(O)OEt 2.3
THF, -40°C NR R A
76 a R=iBu (S)-ALB R . P\—H
b R=CH,Ph OFt
OH
(1R,28)-77

Schemat 16. Asymetryczna fosfonylacja z udzialem chiralnego substratu i chiralnego katalizatora.

2.3.1.2. Redukcja.

Redukcja ketofosfonianow jest jedna z najprostszych metod otrzymywania chiralnych
hydroksyfosfonianow. Mozna ja przeprowadzi¢, uzywajac chiralnych substratéw lub
katalizatorow.

Ordoiiez 1 wspdlpracownicy przeprowadzili redukcjg¢ chiralnych (S)-p-ketofosfonianow 79

do (2R,3S)-B-hydroksyfosfonianéw 80 (Schemat 17) w obecnosci réznych reduktorow:
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katecholoboranu (CB) 78 (Rysunek 17) oraz borowodorkéw sodu, litu i cynku, otrzymujac

najlepsze rezultaty, gdy katalizatorem byt katecholoboran (dr >98:2).%

@[O\
BH
/

O

78

Rysunek 17. Katecholoboran.

Réwniez dobre rezultaty osiagneli stosujac  borowodorek cynku w  redukceji
B-ketofosfonianow 81 otrzymujac (2S,3S5)-p-hydroksyfosfoniany 82.”
Inne pochodne y-amino-B-ketofosfonianow 83 okazaly si¢ gorszymi substratami

asymetrycznej syntezy, gdyz rozdzial diastereoizomeryczny nie przekraczat 81:19.”'

0] OH
R\K“\/ P(O)(OMe), RW/'\/ P(O)(OMe),
g
NBHZ NBIl2
79 80
O OH
Rﬁ/“\/ P(O)(OMe), R - P(O)(OMe),
_H> \‘/\/
NHBn NHBn
81 82
O OH
Rl\‘/“\/ P(O)(OMe), Rl\l/?\/ P(O)(OMe),
o
2 L 2
NHSO,R NHSO,R
83 84

H = CB 78; NaBHy4; LiBHy; Zn(BHy),
Schemat 17. Redukcja chiralnych ketofosfonianéw.
Ordofiez 1 wspotpracownicy zastosowali rowniez chiralne aminoketofosfoniany z dwoma
centrami stereogenicznymi 85. Najlepsze rezultaty otrzymali, stosujac katalizator CB 78 z
dodatkiem LiClOs, otrzymujac o-hydroksyfosfoniany 86 z konfiguracja zarowno (S) jak i

(R) na a atomie wegla w zaleznosci od uzytego ketofosfonianu 85.
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Ph Ph
M O M OH
e——<N\)k/1)(0)(01\/1e)2 —> e—<N\/'\/P(O)(OMe)2

(S.5)-85 (S,S,R)-86

H = CB 78; NaBHy4; LiBHy; Zn(BHy),
Schemat 18. Redukcja chiralnych ketofosfonianéw z dwoma centrami asymetrii.

W wyniku redukcji o-ketofosfoniandw 87 boranem w obecnosci chiralnego katalizatora 89
zostaty zsyntetyzowane oba enancjomery o-hydroksyfosfonianow 88 z dobra wydajnoscia i
stereoselektywnoscia (53 — 83%).”

R_POXOED (5, R_ _P(O)OE), R_ _P(O)OE),

R)-91
OH 0 OH
(S)-88 87 a R=Et R)-88
Ph_ Ph b R=Ph "
¢ R=Bu
O d R=i-Bu
/
N\lB
Bu
89

Schemat 19. Zastosowanie chiralnego katalizatora.

Innym chiralnym katalizatorem jest kompleks wodoroboranu sodu z naturalnym kwasem
L(+)-winowym (R,R)-92. Reakcja syntezy oa-hydroksyfosfonianow w obecnosci tego
katalizatora zaszla z dobrym nadmiarem izomerycznym siggajacym 93% 1 w jej wyniku
otrzymano izomer o konfiguracji (S) na o atomie wegla 91.7* Gdy uzyta zostata (S,S) forma

tego kwasu, to gtownym produktem byt izomer (R)-91.7

RI\/P(O)(ORz)g (k92 R! P(O)(OR?), (5592 R} P(O)(OR%),
o Ny

—
OH 0 OH
(5)-91 90 a R'= Ph; R®=Et (R)-91
HO,C. ,OH b R!=Ph; R*=(1R,25,5R)-Mnt
I ¢ R'=C¢H,F-2; R? = (1R,25,5R)-Mnt
HO,C~ ™OH
92

Schemat 20. Chiralny katalizator z dwoma centrami asymetrii.
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Zwiazki 91b i ¢ byly juz wezedniej syntetyzowane ta sama droga, ale bez uzycia chiralnego
kompleksu, katalizatorem byt wodoroboran sodu, a rozdziat izomeréw wynosit tylko 3:1.7°

Asymetryczna redukcja a-ketofosfonianow za pomoca chiralnych katalizatorow 93 1 94a
przebiegta z niska enancjoselektywnoscia nie przekraczajaca 67%, a glownym produktem
byl enancjomer (S). Duzo lepsze rezultaty dalo uzycie niechiralnego CB 78, oraz

mieszaniny CB i chiralnego katalizatora 94a (ee = 55 — 99%).”" ™7

H;C CH;
HyC™ Ph " Ph
B\ o
Cl N_./
H;C ] B
H;C CHs R
93 94 a R=nBu
b R=Me

Rysunek 18. Inne chiralne katalizatory.

Bardzo dobrym chiralnym katalizatorem okazat si¢ réwniez kompleks rutenu 97. W reakcji
redukcji  B-ketofosfonianow 95 w obecnosci tego katalizatora otrzymano J3-

hydroksyfosfoniany 96 (70 — 100%, ee = 90 — 99%)).*

OH
: 2
H, Al POYORY,
0 97 (S)-P*P
|
2 (5)-96
RI/\/ P(O)(OR )2 —
OH
2
95 H, 1)\/ P(O)(OR%),
97 (R)-Pp R
(R)-96
TN
,_ /'Ru + HX + P*P P*P = Binap, MeO-Biphep
I R' = alkil, aryl
), R® = Me, Et
97

Schemat 21. Chiralny kompleks rutenu.
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Najlepsze rezultaty osiagnigto, stosujac zardwno chiralne ketony jak i chiralne katalizatory.
Pollini 1 wspotpracownicy zastosowali mieszaning CB 78 1 chiralnego katalizatora 94b w
redukcji aminoketofosfonianu 98, otrzymujac tylko jeden izomer a-hydroksyfosfonianow

99 z bardzo dobra wydajnoscia 63 — 77%."

NPht NPht
: P(O)(OFt 79,97b : P(O)(OFt
o) OH
98 99

Schemat 22. Asymetryczna redukcja z udzialem chiralnego substratu i chiralnego katalizatora.

2.3.1.3. Utlenianie.

Reakcji utleniania moze ulega¢ wiazanie podwojne lub karboanion. W obydwu
przypadkach stosuje si¢ chiralne katalizatory. Przykladem chiralnych katalizatorow
uzytych do hydroksylacji benzylofosfonianéw 100 sa zwiazki 102a i b. Utlenianie tych
fosfonianow zaszlo z bardzo dobra enancjoselektywnoscia, gdy reagentem byt zwigzek

102b w obecnosci NaHMDS (92 — 98%).5> %

R! /©\/ P(O)(OR%), ﬁ) ol /©\/ P(O)(OR%),

OH

100 101

R
/N
102 a R=H
b R=Cl

Schemat 23. Utlenianie karboanionow.

Jednymi z najcze$ciej uzywanych katalizatorow w reakcji asymetrycznej dihydroksylacji
(AD) sa komercyjnie dostgpne AD-mix-a lub B, w ktérych sktad wchodza migdzy innymi
ligandy: (DHQ),PHAL 103 lub (DHQD),PHAL 104.*
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MeO OMe

103 104
Rysunek 19. AD-mix-a i AD-mix-§
Shibuya i wspdtpracownicy wykorzystali te katalizatory w reakceji dihydroksylacji wiazania
podwdjnego fosfoniandéw 105, otrzymujac izomer (15,25)-106, gdy uzyty byt AD-mix-a

oraz izomer (I1R,2R)-106 w obecnosci AD-mix-f, z dobrymi nadmiarami

diastereoizomerycznymi (najczesciej powyzej 90%).%> %
QH
103 i~ POXOR)
OH
2 S,5)-106
" - PO)ORY, (S.5)
OH
L > P(0)(OR?),
105 104
OH
(R,R)-106

Schemat 24. Asymetryczna dihydroksylacja z udzialem chiralnych katalizatorow.

Gdy reakcja asymetrycznej dihydroksylacji przeprowadzana jest na zwiazkach
posiadajacych w pozycji o tlenowa grupe funkcyjna, to nastgpuje rozdziat kinetyczny
enancjomeréw 1 tylko jeden z nich jest utleniany. Przyktadem jest rozdziat kinetyczny

mieszaniny enancjomerow fosfonianow 107.*

OH
R! P(O)(OR? R! P(O)(OR?
w NN (O)ORY: _ POYORY);
—> :
0OX OH OX
1 2
R~ POXORY, (R)-107 108
0X -
107 X=H, Ac 104 1 2 1 2
> RN~ _POXOR), R P(O)(OR?),
0X OH OX
(S)-107 108

Schemat 25. Rozdzial kinetyczny za pomocg asymetrycznej dihydroksylacji (AD).
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Innym rodzajem utleniania wiazania podwdjnego, w ktorym rowniez uzywane sa
asymetryczne induktory (DHQ).PHAL 103 i (DHQD),PHAL 104, jest asymetryczna
aminohydroksylacja (AA). Reakcje te¢, z udziatem mieszaniny sktadajacej si¢ ze: zwiazku
104, dwuwodnego osmianu potasu, uwodnionej chloraminy-T, rozpuszczonych w
mieszaninie alkoholu #-butylowego 1 wody (1:1), przeprowadzili Palmisano i
wspolpracownicy  otrzymujac  B-amino-a-hydroksyfosfoniany 110 z nadmiarem

diastereoizomerycznym zaleznym od uzytego fosfonianu 109.%

NHTSs
P Et 104 P Et
RN PONOE), R (O)(OEt),
OH
109 110

Schemat 26. Asymetryczna aminohydroksylacja.

Utlenianie wigzania podwdjnego moze rowniez prowadzi¢ do otrzymania epoksydow,
ktore nastgpnie sa przeksztalcane do dihydroksyfosfonianow lub
aminohydroksyfosfonianow.

Cristau 1 wspOtpracownicy przeprowadzili syntez¢ amino-hydroksyfosfonianéw 114 na
drodze przedstawionej na schemacie 27 =z bardzo wysokim nadmiarem
diastereoizomerycznym wynoszacym w wigkszosci przypadkow 100:0, otrzymujac
gtownie diastereoizomer (1§,2R)-114 (tylko w jednym przypadku gdy R = -Ph-0-OMe

powstal gtéwnie diastereoizomer (1R,25)).*

R H (Et)203P\/ PO;(Et), R/\/ PO;(Et), b " PO;3(Et),
\H/ . > > R\ /
0] O
111 112 113
|
a = CH,Cly/50% NaOH,g, (R = alkil) lub NaH/toluen (R = alkil lub c-alkil) NH,
b = Caroate, butanon, H,O, nBu4NJr HSO,, pH = 7.3-7.5,22°C
¢ = 28% NHs,q, , MeOH, temp. pok. R - POs(Et),
OH
114

Schemat 27. Asymetryczna epoksydacja.

Asymetryczna epoksydacja wiazania podwdjnego zostata wykorzystana migdzy innymi do

syntezy fosfonotriksyny 29 — naturalnego herbicydu.”
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+—P(O)(OBn),

T N G N
:>>___<<:——cn{ j>___<f)——OH j>y___<:fzfin{

115 116 117
|
O ~—P(O)(OH), J O ~—P(O)(OBn),
N oH < N Zon
OH OH
29 118

a =D-DET, Ti(OiPr),, TBHP, CH,Cl,
b= CIMg-PO(OBn),, Et,0

c= 03, CH2C12’ MeZS

d = H,-Pd(C), MeOH, H,0

Schemat 28. Synteza fosfonotriksyny.
Inng metoda otrzymywania optycznie czystych hydroksyfosfonianéw jest epoksydacja
wigzania podwodjnego, a nastgpnie przeprowadzenie rozdziatu kinetycznego mieszaniny
racemicznej epoksyfosfoniandw za pomoca hydrolizy wiazania epoksydowego jednego z

enancjomerow z udzialem chiralnego katalizatora 119."°*

tBu tBu

119

Rysunek 20. Chiralny katalizator rozdzialu kinetycznego epoksyfosfonianow.

2.3.1.4. Inne metody.

Jedna z pozostalych metod asymetrycznej syntezy jest sigmatropowe przegrupowanie
[2,3]-Wittiga. Denmark 1 Miller wykorzystali t¢ reakcj¢ do otrzymania dwoch
enancjomeréw o-hydroksyfosfonianow 123 1 126 z nadmiarem enancjomerycznym

siegajacym 100%.”
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R]
2 b N b -
R E;) o tBu tBu .
1 ag Y
R'“7>on 121 122 123
NH a
| RZ
tBu b O “
120 K0 RaRé\'/ PO R - é\' Y</ (MeO)ZP\‘A
\/\/ |
K tBu tBu
a=NEt;, CH,Cl,, 124 125 126

b = 18-crown-6, THF
¢ = nBuLi, THF
d =H,/Pd-C; 6N HCI/A ; CH,N, R, R%Z R*=H, Me; R* = Me

Schemat 29. Sigmatropowe przegrupowanie [2,3]-Wittiga.

Innym  przykladem enancjoselektywnej reakcji  jest kondensacja  aldolowa
(izocyjanometylo)fosfonianéw z aldehydami, katalizowana przez chiralne kompleksy
zelaza 127, w wyniku ktérej powstaja 1-amino-2-hydroksyfosfoniany 130 z bardzo

dobrymi nadmiarami enancjomerycznymi (88 — 96%).”*

OH
R, P(O)(OR'), . P(O)(OR'),
a b
CNCH,P(O)(OR'), —>
»P(O)(OR ), d X —> NH,+HCI
NS
127 (4R,5R)-128 129
H Me
L NMeCH,CH,N a = [Au(c-HexNC),]BF4/ (R)-(S)-130
C b = HCI, EtOH

PPh,
PPh,

(R)-(S5)-130

Schemat 30. Kondensacja aldolowa.

2.3.2. Biokataliza.

Biokataliza jest metoda, ktéra coraz czgSciej zastgpuje asymetryczna synteze¢ ze wzgledu
na: wysoka aktywnos$¢ katalityczna (enzymy przyspieszaja reakcje bardziej niz znane
katalizatory), ogromny wybor formy katalizatora (mozna zastosowaé zZywe
mikroorganizmy, immobilizowane lub liofilizowane komorki, jak i wyizolowane z nich
enzymy) w zalezno$ci od przeprowadzanych reakcji (biokataliza moze mie¢ zastosowanie

w prawie kazdej reakcji chemicznej), wysoka selektywnos¢ (zarowno chemo-, regio-, jak 1
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stereoselektywnos$¢) oraz biodegradowalnos¢, ktéra ma szczegdlne znaczenie w ochronie
srodowiska.”
Optycznie czynne hydroksyfosfoniany otrzyma¢ mozna stosujac zarowno cale komorki
mikroorganizmoéw jak i enzymy. Wybodr formy biokatalizatora moze zaleze¢ od jego
dostepnosci, kosztow 1 warunkow reakcji. Bardzo korzystne z punktu widzenia czystosci
biokatalizatora jest stosowanie enzymoOw, jednakze sa one drogie, a ich izolacja
pracochtonna.’
Znanych jest kilka metod biokatalitycznej syntezy asymetrycznych hydroksyfosfonianow:
1) Enancjoselektywna hydroliza acyloksyfosfonianéw z uzyciem enzyméw i
mikroorganizmow.
2) Rozdziat kinetyczny mieszaniny racemicznej hydroksyfosfonianéw za pomoca
estryfikacji.
3) Bioredukcja ketofosfonianow za pomoca drozdzy piekarniczych 1 innych
mikroorganizmow.
4) Hydrolityczne  otwarcie  pierScienia  oksiranowego w  podstawionych

1,2-epoksyetanofosfonianach.

2.3.2.1. Hydroliza acyloksyfosfonianow.

Jedna z najczgsciej wykorzystywanych metod w biokatalitycznej syntezie optycznie
czystych hydroksyfosfonianow jest enzymatyczna hydroliza. Hammerschmidt i
wspolpracownicy uzyli lipazy z Aspergillus niger (AP 6) 1 z Rhizopus oryzae (F-AP15) do
rozdziatu kinetycznego roznych a-acyloksyfosfonianéw 131, otrzymujac asymetryczne
a-hydroksyfosfoniany 132. Reakcje te zostaly przeprowadzone w uktadzie dwufazowym
(bufor fosforanowy pH = 7.0, mieszanina rozpuszczalnikoéw organicznych: heksan/eter

tert-butylometylowy).””*®

OCOR? OH OCOR?
)\ lipaza /‘\ :
S + .
R! P(O)(OR%),  ukiad R! P(O)(OR?), R PO)OR?),
dwufazowy
131 (S)-132 (R)-131
l MeOH/NEt;
OH
Rl/'\ P(O)(OR?),
(R)-132

Schemat 31. Enzymatyczna hydroliza w ukladzie dwufazowym.
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Potaczenie chemicznej syntezy i reakcji przedstawionej na schemacie 32 zostalo
wykorzystane do otrzymania optycznie czystej L-fosfonoseryny i L-fosfonoizoseryny —
fosfonowych analogdéw seryny i izoseryny.”

W wigkszosci przypadkow hydroliza lipaza AP 6 prowadzi do otrzymania izomeru (S) a-
hydroksyfosfoniandéw i izomeru (R) a-acyloksyfosfonianow, gdyz jest to lipaza specyficzna
(podobnie jak lipaza CALB — Rysunek 21) dla izomeru (S). Jednak w kilku przypadkach
(gdy R' = — CH,Ph; R* = — Et; R* = — Me, — CH,Cl) otrzymano izomery o odwrotnej
konfiguracji.'”

Hammerschmidt i wspotpracownicy przeprowadzili hydrolizg a-acyloksyfosfonianow 131,
stosujac, oprocz lipaz AP 6 1 F-AP15, réwniez inne enzymy: PLE (esteraza z watroby
wieprzowej), PPL (lipaza z trzustki wieprzowej), LNC (lipaza z Rhizopus), SAM-I (lipaza
z Pseudomonas fluorescens), SAM-II (lipaza z Pseudomonas sp.). Poza lipaza LNC
pozostale enzymy katalizowaly reakcje w kierunku otrzymania izomeru (R)
a-hydroksyfosfonianow (R)-132."""

Uktad dwufazowy z punktu widzenia mechanizmu dziatania enzymow jest najlepszym
medium enzymatycznej hydrolizy, jednak trudno$¢ izolacji produktéw reakcji wptyngla na
poszukiwania warunkéw reakcji przeprowadzanych w §rodowisku organicznym.

Yuan 1 wspoOtpracownicy przeprowadzili hydrolize o 1 B
acyloksy(trifluorometyloalkano)fosfonianow 133 z zastosowaniem lipazy z Candida
antarctica (CALB) 1 immobilizowanej lipazy z Mucor miehei (IM) w mieszaninie

rozpuszczalnikow (toluen lub benzen/ n-butanol 1:0.3).'%

OCOR? OH OCOR?
1 lipaza . : |
P(O)(OR —_— P(O)(OR + : P(O)(OR
CF; nh OX 2 rozpuszezalnik  CF3 n (OX )2 CF3/\<\/)/H (OX( )2
organiczny
133 134 133

Schemat 32. Enzymatyczna hydroliza w Srodowisku organicznym.

Ze wzgledu na nukleofilowy charakter powstajacych hydroksyfosfonianow oraz dziatanie
lipaz w naturze w $rodowisku wodnym, zastosowanie hydrofobowych rozpuszczalnikow
zmniejsza aktywno$¢ tych katalizatorow w reakcji  hydrolizy. Zastosowanie
hydrofobowego rozpuszczalnika nasyconego roztworem wodnym chlorku magnezu dato
nadspodziewanie dobre rezultaty w hydrolizie B-acyloksyfosfonianow 135 (ee > 95%)'®,
oraz d-acyloksy-B-ketofosfonianow 137 (ee = 85.9 — 100%) lipaza CRL (lipaza z Candida
rugosa) selektywna dla izomerow (S).'” W obu przypadkach zostat uzyty roztwor chlorku

magnezu w celu zapobiegnigcia agregacji enzymu.
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OCOR’ OH OCOR’
1 CRL 1 /b 1
P(O)(OR B — e : P(O)(OR + P(O)(OR
R2)\/ OX 2 eter diizopropylowy Rz/\/ ©OX 2 R2 OX 2
- woda

135 (5)-136 (R)-135

nPrOCO O OH O nPrOCO O
CRL
R)\/\bP(O)(OEt)Z =y RW‘& P(O)OEt), + R% P(O)(OEt),

eter diizopropylowy
- woda

137 ($)-138 (R)-137

Schemat 33. Enzymatyczna hydroliza w nasyconym wod3a eterze diizopropylowym.
W ostatnich latach coraz wigkszym zainteresowaniem ciesza si¢ zwiazki z centrum
stereogenicznym na atomie fosforu. Pierwszym doniesieniem literaturowym o rozdziale
kinetycznym a-acyloksyfosfonianow z zastosowaniem lipazy PFL (lipaza z Pseudomonas
fluorescens) ze  stereogenicznym  fosforem jest praca  Kietbasinskiego i

wspotpracownikow.'®

O 0] O
PrO Il PFL iPrO,, |l MeO,, I
SP—CH,0Ac ————> _P—CHOH + __P—CH,0Ac
MeO uktad dwufazowy MeQO iPrO
139 (S)-140 (R)-139

Schemat 34. Rozdzial kinetyczny acyloksyfosfonianow z centrum stereogenicznym na atomie fosforu.

Enzymatyczna hydroliza zostata zastosowana roéwniez do rozdzialu kinetycznego
hydroksyfosfonianow z centrami stereogenicznymi na atomie fosforu i a atomie wegla. W
wyniku tej reakcji otrzymany zostal tylko jeden izomer (R,Sp) kazdego o-hydroksy-H-

fosfinianu 142.'%

OAC (:)H O A c
)\ 0] lipaza : O /%\ 9)
4 E—— N Z
R /P\ uktad dwufazowy R /P___ + R g‘P‘z,
EtO H EtO H EtO H
141 (R,Sp)-142 141

Schemat 35. Rozdzial kinetyczny acyloksyfosfonianow z dwoma centrami stereogenicznymi.

Za pomoca enzymatycznej hydrolizy mozna nie tylko przeprowadza¢ rozdziat kinetyczny
mieszaniny racemicznej acyloksyfosfonianéw, ale takze otrzymaé optycznie czyste
hydroksyfosfoniany na drodze desymetryzacji prochiralnego substratu. Kietbasinski i
wspolpracownicy zastosowali t¢ metode do otrzymania optycznie czystego tlenku

a-hydroksyfosfinowego 144 z asymetrycznym atomem fosforu.'”’
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—_— — P
N——QAc Uklad dwufazowy Ph P\_ OAc

143 (S)-144

Schemat 36. Desymetryzacja.

Bardzo dobre rezultaty dato zastosowanie jednoczesnie asymetrycznej syntezy i rozdziatu
kinetycznego katalizowanego lipazami. W pierwszym etapie w asymetrycznej reakcji
addycji fosforynu dimetylowego do aldehydu zostaly zsyntetyzowane nieracemiczne
a-acyloksyfosfoniany 145 (ee = 60 — 70%), ktére nastgpnie hydrolizowano za pomoca lipaz
enancjoselektywnych dla izomeru R (lipazy: z Pseudomonas sp., PSCII — immobilizowana
lipaza z Pseudomonas cepacia, AY — lipaza z Candida rugosa 1 z Pseudomonas sp. typ B)
lub S (lipazy: z Rhizopus arrizhus 1 F-AP15). W wyniku potaczenia obu metod otrzymane
zostaly izomery R o-hydroksyfosfonianéw 146 lub a-acyloksyfosfonianéw 145 z bardzo
wysokimi wartosciami wydajno$ci chemicznej i nadmiaru enancjomerycznego (wydajnosé
reakcji = 59 — 79%, ee = 79 — >99%)).'®

(MeO),(O)P__R (MeO),(O)P_ _R

- T

— !
OH OAc
R)-146 gt 59 - 75%, S)-145
H\”/R o (MeOROP R X (MeO)z(O)PY R (R)-146 ¢ owny 9(2 e (S)
0 OAc OAc
MeO),(O)P R 0),(0)P R
(R)-145 giéwny (S)-145 |, MeOROP R Me0%0) N
d :
T OAc OH
a = Diol, Ti(OiPr),, Et,0, (MeO),P(O)H
b = poliwinylopirydyna, AcCl, CH;CN (R)-145 gtowny (70 - 79%, (S)-146
¢ = t-BuOMe, bufor fosforanowy (pH=7.0), lipaza enancjoselektywna dla izomeru R ee =79 - 97%)

d = t-BuOMe, bufor fosforanowy (pH=7.0), lipaza enancjoselektywna dla izomeru §
Schemat 37. Polaczenie asymetrycznej syntezy i biokatalizy.
W reakcjach biokatalitycznej hydrolizy a-butyryloksyalkilofosfonianow  znalazty
zastosowanie rowniez zywe mikroorganizmy o wlasciwosciach lipolitycznych

(Pseudomonas fluorescens i Penicillium citrinum).'"”

2.3.2.2. Estryfikacja hydroksyfosfonianow.

Enzymatyczna estryfikacj¢ mozna przeprowadzi¢ na trzy sposoby: odwracalna estryfikacja
kwasem, odwracalna transestryfikacja, nicodwracalna transestryfikacja.'"

W enzymatycznym rozdziale mieszanin racemicznych hydroksyfosfonianéw stosuje si¢
nieodwracalng transestryfikacje gltownie za pomoca octanu winylu ze wzgledu na
przemian¢ nietrwatego alkoholu winylowego do aldehydu octowego, co powoduje

przesunigcie rownowagi reakcji w kierunku powstawania produktéw. Znane sa roéwniez

33



proby zastosowania innego donoru acetylu — octanu izo-propylu z roéwnie dobrymi
rezultatami (ee = 90 — 100%)."""-'"

Zarowno enancjoselektywno$¢ reakcji transestryfikacji jak i szybko$¢ reakcji zaleza w
duzym stopniu od zastosowanego rozpuszczalnika.'"

Yuan 1 wspolpracownicy przeprowadzili reakcje estryfikacji octanem winylu
a-hydroksyfosfonianéw 147 (n = 0) z zastosowaniem lipazy CALB otrzymujac izomery ()
acetyloksyfosfonianow 148 (n = 0) z ee > 95%. Rozpuszczalnikami byly benzen lub

THF."*

OH . OH OAc
) lipaza CALB : 5 . ,
% N
RI)MIP(O)(OR L —— RI/\(\/)/HP(O)(OR ) Rl)\(\%P(O)(OR )
solwent
147 (8)-147 (R)-148

Schemat 38. Rozdzial kinetyczny a i B-hydroksyfosfonianéw lipaza CALB.

W tych samych warunkach zostata réwniez przeprowadzona estryfikacja
B-hydroksyfosfonianow 147 (n = 1) do (R)-B-acyloksyfosfonianow (R)-148 (n = 1) z
rownie dobrym rezultatem (ee > 95%).

Zgodnie z enancjoselektywna preferencja lipazy CALB estryfikowane sg izomery (S)-o0- i
(R)-B-hydroksyfosfonianow.'"*

P(O)(OR),

M - maty, D - dyzy
Rysunek 21. Model enancjopreferencji lipazy CALB.

Model przedstawiony na rysunku 21 ma réwniez zastosowanie do y i
0-hydroksyfosfonianow dla lipaz selektywnych dla izomeru (R).

Natomiast Mikotajczyk 1 wspotpracownicy przeprowadzili rozdzial kinetyczny
B-hydroksyfosfonianéw 149 z udziatem réznych lipaz (LPL — lipaza z Pseudomonas
aeruginosa, PS — lipaza z Pseudomonas cepacia, AK — lipaza z Pseudomonas fluorescens i
LIIS — lipaza AIIS), otrzymujac estry o konfiguracji (R) lub (S) w zalezno$ci od uzytej
lipazy.'"”

Maffei 1 wspolpracownicy przeprowadzili reakcje estryfikacji  3-hydroksy-1-
butenylofosfonianu dietylu 149 octanem winylu za pomoca roznych lipaz, otrzymujac ester

150 o konfiguracji (R) niezaleznie od uzytej lipazy.''®
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Y\/ P(O)(OEt), OC::%: \‘/\/ P(O)(OEt), + \/\ _ P(O)(OEt),
OH OH 6Ac
149 (5)-149 (R)-150
Schemat 39.

Reakcja ta byta rowniez przeprowadzona na cyklicznych 3-hydroksy-1-alkenofosfonianach

dietylu 151.""

OH OH OAc
lipaza :
e +
( octan winylu ( (
" T P(O)(OE)y " T P(O)OE)y, " T P(O)OE)y
151 (S)-151 (R)-152
Schemat 40.

Shibuya 1 wspolpracownicy przeprowadzili estryfikacje¢ innego cyklicznego
hydroksyfosfonianu 153 z uzyciem lipaz PS i AK otrzymujac bardzo dobre rezultaty bez

uzycia rozpuszczalnika (ee 98 — 99%).'"*

I:{ H
OH lipaza : OH OAc
— > +
P(O)(OEt), octan winylu : P(O)(OEY), P(O)(OEY),
H H
153 (+)-153 (+)-154
NH;3-MeOH l
H
OH
P(O)(OEt),
H
(-)-153
Schemat 41.

Jak juz zostato wspomniane (Schemat 33), optycznie czyste d-hydroksy-B-ketofosfoniany
138 zostaly otrzymane na drodze hydrolizy estrow 137. W tej samej pracy zastosowano
rowniez estryfikacj¢ 0-hydroksy-p-ketofosfonianow lipaza CALB. Tym sposobem
otrzymano izomer (R) estru (Schemat 42), ktory nastgpnie zhydrolizowano ta sama lipaza
do (R)—9-hydroksy-B-ketofosfonianu 138, otrzymujac w ten sposéb oba izomery (ee = 95 —
99.1%).'*
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OH O OH O OAc O

CALB H | |
RmP(O)(OEt)z octan winghy R/\/\\/P(O)(OEt)z + RJ\)VP(O)(OEt)z

benzen

138 (5)-138 (R)-155
CALB l H,0
OH O
R | P(O)(OEt),
(R)-138
Schemat 42.

W pierwszej publikacji na temat hydrolizy enzymatycznej, w wyniku ktorej, powstaja
hydroksyfosfoniany z asymetrycznym atomem fosforu opisany zostal réwniez rozdziat

kinetyczny tych zwiazkow 156a-c na drodze transestryfikacji.'”

0 0 o)
Ph\” lipaza Ph,, I R'--.._ [l 9
| JP—CH,0H ——> | P—CHOH  + ~_P—CHyOCOR
R OCOR? R Ph
—"
156 a R'=-OMe (R)-156 (S)-157
b R'=-OEt
¢ R'=-0iPr
d R=-nBu R% = -CH;, -CH,CHx, -CH,CH,CH
e R'=-Bu -CH3, -CHyCH3, -CHyCHHCH;
f RIZ—C—C6H11
Schemat 43.

Podobng reakcj¢ transestryfikacji przeprowadzili Shioji i wspdtpracownicy rozdzielajac
enancjomery tlenkow a-hydroksyfosfinowych 156d-f, stosujac lipazy AK i1 PS. Donorami
acylu w tej reakcji byly rozne estry winylu. Dodatkowo zastosowane zostaly tutaj sita
molekularne usuwajace wodg z Srodowiska reakcji.'"”

Transestryfikacja  zostala  zastosowana rowniez do  rozdzialu  kinetycznego
hydroksyfosfonianow 158 z centrum asymetrii na atomie fosforu i a atomie wegla.'®
Poniewaz w tym przypadku zostata Zle okreslona konfiguracja absolutna produktow, to na
schemacie 44 zostaly narysowane produkty rozdzialu kinetycznego takie jakie w
rzeczywisto$ci zostaly otrzymane. Poprawne okreslenie konfiguracji absolutnej tych

zwiazkoOw zostalo szerzej omowione w czeSci eksperymentalnej niniejszej rozprawy

doktorskiej (rozdziat 4.2.1).
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i i lipaza i i
th-'}"k'-H + Eto-"'/P‘k'--R —> Ph-'-',P‘k"-H + Eto-'-'/P‘k'--R
PH H EtO PH H

octan winylu

(Sp,R)-158 (Rp,S)-158 (Sp,R)-158 (Rp,S)-159

Schemat 44.

Optycznie czysty tlenek o-hydroksyfosfinowy 144 otrzymany zostal za pomoca
desymetryzacji. Wspomniana wczesniej desymetryzacja za pomoca enzymatycznej
hydrolizy estru tego zwiazku dala izomer (S) (Schemat 36), natomiast za pomoca

transestryfikacji otrzymany zostat izomer przeciwny.'"’

O
II_—OH lipaza [l .—OH
Ph—P — > Ph—P_
N OH octan winylu/ ~—QOAc
solwent
160 (R)-144
Schemat 45.

Desymetryzacja jest metoda pozwalajaca, w przeciwienstwie do rozdziatu kinetycznego, na
otrzymanie zwiazku z wydajnosciami przekraczajacymi 50%. Bardzo dobre rezultaty
osiagnigto przeprowadzajac estryfikacj¢ hydroksyfosfonianéw 161 (72 — 98%, ee = 70 —
98%).'*!

HO lipaza HO
Ho_ T X—POXER ———> > X—PO)E),

octan winylu/
solwent

161 (R)-162

Schemat 46.

Inna metoda pozwalajaca na otrzymanie zwiazku z wydajnos$ciami przekraczajacymi 50%
jest dynamiczny rozdziat kinetyczny. Polega on na zastosowaniu czynnika racemizujacego
nieprzeksztalcony substrat katalizowanej reakcji. Czynnikiem racemizujacym w
dynamicznym rozdziale kinetycznym a- i B-hydroksyfosfonianow 163 byt kompleks rutenu
165. Ta metoda otrzymano acyloksyfosfoniany 164 z wydajnoscia wynoszaca 53 — 87% 1

ee > 999,122

o_ __0O
Ph H Ph
OH ) OCOCH; Ph Ph
s lipaza/ 165 2
| P(O)OR"), ——> | P(O)(OR"), JHo
R p-Cl-C¢Hy-OAc/ R Ph Ru Ru Ph
! toluen " PhOC_.] i co Ph
ocC
163 164 o
165
Schemat 47.
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2.3.2.3. Redukcja ketofosfonianow.

Biokatalityczna redukcja ketofosfonianow przeprowadzana jest jedynie za pomoca
komoérek mikroorganizmow, gtéwnie drozdzy piekarniczych, ktorych wilasciwosci
redukcyjne sa dobrze poznane.

Ze wzgledu na duza niestabilno$¢ a-ketofosfonianéw w srodowisku wodnym nie udato si¢
do tej pory otrzymaé o-hydroksyfosfonianow na drodze biokatalitycznej redukcji w
srodowisku wodnym. Natomiast zastosowanie bezwodnego benzenu dato dobre rezultaty.
W takim bezwodnym s§rodowisku zostaly otrzymane a-hydroksyfosfoniany 166a i b w
reakcji katalizowanej roznymi mikroorganizmami (Saccharomyces cerevisiae — drozdze
piekarnicze, Rhodotorula rubra, Rhodotorula glutinis, Verticillium sp.).'”

Dobre rezultaty osiagnigto natomiast, redukujac drozdzami piekarniczymi w $rodowisku
wodnym B- i y-ketofosfoniany 166¢-h. Podjete zostaly réwniez proby zastosowania
warunkow beztlenowych oraz zmiany formy Kkatalizatora poprzez immobilizacj¢ 1
permeabilizacj¢ komorek. Jednak najlepsze rezultaty osiagnigto, stosujac zywe komorki

drozdzy w warunkach tlenowych.'**

0) komorki OH
| mikroorganizm(’)w‘
oy POOED: = Ay POXOED,
166 a R=-H,n=0 (+) lub (-)-167
b R=-CH;n=0
¢ R=-CH;,n=1
d R= -CH2CH3, n=1
e R= -CH2C6H5, n=1
f R= -CH2CH2C6H5, n=1
g R=-C¢Hs,n=2
h R=-CH(CH;), n=2

Schemat 48.

Z kolei zastosowanie zwiazkéw wplywajacych na aparat enzymatyczny komorki takich
jak: chlorooctan etylu i keton metylowinylowy w reakcji redukcji B-ketofosfonianu 166¢
drozdzami piekarniczymi spowodowalo zmiang enancjoselektywnosci biokatalizatora
(powstal izomer o przeciwnej skrecalnosci optycznej).'®

Biokatalityczna redukcja B-ketofosfonianu 166¢ byta réwniez przeprowadzona z uzyciem
komoérek innych mikroorganizméw. Zastosowano migdzy innymi komorki szczepu

Rhodotorula rubra'® oraz Geotrichum candidum.'”
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Podjeta zostala rowniez proba redukcji cyklicznych 3-keto-1-alkenofosfonianéw za
pomoca zywych komorek drozdzy piekarniczych w wodzie, a takze suchych komorek oraz

proszku acetonowego w uktadzie dwufazowym.'*®

O OH
;| |i lipaza
( octan winylu (
" P(O)OE), " P(O)OEt),
168 (S) lub (R)-169
Schemat 49.

2.3.2.4. Hydroliza epoksyfosfonianow.

Do tej pory ukazata si¢ tylko jedna publikacja na temat biokatalitycznej hydrolizy trans-
1,2-epoksyfosfonianow 170, w  ktorej  otrzymano  czyste izomery  1,2-

dihydroksyfosfonianow 171 za pomoca komorek Aspregillus niger.'”

P(O)(OEt), HO P(O)(OEt),
komorki
0 mikroorganizmu OH
— >
R R
trans-170 (1S,2R) lub (1R,25)-171
Schemat 50.
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2.4. OkreSlanie konfiguracji absolutnej hydroksyfosfonianow za

pomocg metod NMR.

Jak juz wczesdniej zostalo wspomniane, aktywnos$¢ biologiczna hydroksyfosfonianow
zawierajacych centrum asymetrii zalezy od ich budowy przestrzennej. Dlatego waznym
elementem oprocz syntezy asymetrycznych zwiazkow, jest okreslenie ich czystosci
enancjomerycznej 1 konfiguracji absolutnej. W ostatnich latach coraz czgsciej
wykorzystywane do tego celu sa metody NMR, gléownie ze wzgledu na latwosc
przygotowania probki i niewielkie zuzycie badanego zwiazku.'*

Do rozroznienia enancjomeréw metodami NMR sg stosowane chiralne odczynniki, ktore
oddziatujac z badanym zwiazkiem, pozwalaja na zaobserwowanie na widmach NMR
roznych warto$ci przesuni¢¢ chemicznych (Ad) sygnalow jader komplementarnych
atomow. Rdznice te sa wykorzystywane w okreslaniu konfiguracji absolutnej, natomiast
réznice wielko$ci pdél powierzchni tych sygnatow (integracje), pozwalaja oznaczy¢
czysto$¢ enancjomeryczna. Do zwiazkéw stosowanych w tej metodzie naleza migdzy
innymi: chiralne odczynniki derywatyzujace (CDA), ktore za pomoca wiazan
kowalencyjnych tworza diastereoizomery, a takze chiralne odczynniki solwatujace (CSA),

ktore oddziatuja w sposob niekowalencyjny.'*

2.4.1. Chiralne odczynniki derywatyzujace.

Zastosowanie CDA do okreslenia konfiguracji absolutnej lub czystosci enancjomeryczne;j
wymaga uzycia odczynnikéw o bardzo wysokiej czystosci optycznej, najlepiej 100%.
Reakcja derywatyzacji musi przebiega¢ bez zmiany konfiguracji absolutnej badanego
zwiazku, nie moze tez doj$¢ do racemizacji, czy rozdziatu kinetycznego prowadzacego do
wzbogacenia w jeden z powstajacych diastereoizomerow.'?’

CDA mozna uzy¢ zaréwno do metody podwojnej, jak 1 pojedynczej derywatyzacji. W
pierwszym przypadku stosuje si¢ oba enancjomery odczynnika derywatyzujacego, lub
jeden enancjomer CDA 1 oba enancjomery badanego zwiazku. W wyniku derywatyzacji ta
metoda otrzymujemy dwie pochodne, ktore sa wobec siebie dziastereoizomerami i dzigki
temu sa one rozroznialne na widmach NMR.'”® Derywatyzacja pojedyncza polega na
uzyciu jednego enancjomeru CDA 1 jednego enancjomeru badanego zwiazku, a

konfiguracja absolutna moze by¢ okre§lana migdzy innymi na podstawie roznicy
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przesunie¢ chemicznych pochodnej powstatej po derywatyzacji i niezderywatyzowanego

zwiazkuy.'?% 130

2.4.1.1. Kwas a-metoksy-a-trifluorometylofenylooctowy (MTPA).

MTPA zostat po raz pierwszy wykorzystany do okreslenia konfiguracji absolutnej alkoholi
(1 amin) drugorzedowych przez Mosher'a i Dale'a (stad czgsto uzywana nazwa —
odczynnik Mosher'a). W zaproponowanym przez nich modelu dla estru (R)-MTPA sygnat
obserwowany na widmie NMR, pochodzacy od jader grupy L* jest przesuwany w strong
wyzszego pola magnetycznego, gdyz znajduje si¢ w zasiggu przestaniajacego

oddzialywania grupy fenylowej. W estrze (S)-MTPA przestaniana jest grupa L'."!

Rysunek 22. Model oddzialywania grupy fenylowej na podstawniki w estrach MTPA.

W wyniku derywatyzacji kwasem (R)-MTPA, otrzymuje si¢ ester o tej samej konfiguracji
absolutnej, natomiast zastosowanie chlorku (R)-MTPA-CI prowadzi do otrzymania estru o
przeciwnej konfiguracji (S), ze wzgledu na zmiang starszenstwa podstawnikow. Czasami
jest to pomijane, co prowadzi do nieprawidtowego okreslenia konfiguracji absolutnej
badanego zwiazku. "> 1%

W  przypadku zastosowania MTPA do okreslenia konfiguracji  absolutnej
hydroksyfosfonianow  najczgsciej  wykorzystuje si¢ podwdjna  derywatyzacjg.
Hammerschmidt i Li po raz pierwszy wykorzystali r6znicg w przesunigciach chemicznych
sygnatéw pochodzacych od jader fosforu grupy fosforylowej na widmach *'P NMR, do
okreslenia konfiguracji absolutnej a-hydroksyfosfonianéw. Grupa ta w (R)-estrach-(R)-
MTPA jest przestaniana, a sygnaly pochodzace od tego estru znajduja si¢ w wyzszym polu
magnetycznym niz sygnaly pochodzace od (S)-estrow-(R)-MTPA."*

wyzsze pole w stosunku do

R 0>2<0>P MeO R1 MeO_  pp
W%\CF R20), (0P~ \’%
R\)|/ ®) ®T  Tw®
H O

Rysunek 23. Model estrow MTPA a-hydroksyfosfonianéw — wplyw grupy fenylowej na jadro fosforu.
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W ten sam sposob zostata okre$lona konfiguracja absolutna B-hydroksyfosfonianow.
Przesunigcia chemiczne sygnatow pochodzacych od jader fosforu grupy fosforylowej w
(S)-estrach-(R)-MTPA znajduja si¢ w wyzszym polu niz sygnaty pochodzace od (R)-
estrow-(R)-MTPA.""" ** Réznica pomiedzy a- i B-hydroksyfosfonianami wynika jedynie z
réznicy w starszenstwie podstawnikow.

wyzsze pole w stosunku do

(R’0),(0O)PCH, ~ MeO_  pp R!  MeO

RLE 0% (RP0)(0)PCH,_ 7%\
o I \f ®

H

Rysunek 24. Model estréw MTPA B-hydroksyfosfonian6w — wplyw grupy fenylowej na jadro fosforu.

Mozliwe jest roéwniez okreslenie konfiguracji absolutnej poprzez pordwnanie przesunigé
chemicznych na widmach 'H NMR protonéw grup znajdujacych si¢ w czesci
fosfonianowej estrow. Yuan i wspolpracownicy wykorzystali przestaniajacy wptyw grupy
fenylowej na protony grup P-(OCH,CH.CHs), pochodzace od estru (S)-MTPA-(S)-a-
hydroksyfosfonianu oraz na jadro atomu fosforu.'” Zastosowali oni metode Kusumi-
Ohtani, polegajaca na obliczaniu réznicy wartosci przesunie¢ chemicznych sygnalow
pochodzacych od estrow (S)- 1 (R)-MTPA. Wartosci AS < 0 obserwujemy dla jader
atomowych grup znajdujacych si¢ z przodu wzgledem plaszczyzny utworzonej przez
proton a, grupe karbonylowa i grupg CF; MTPA (zgodnie z rysunkiem 25). Natomiast

warto$ci AS > 0, dla jader grup znajdujacych si¢ z tytu tej plaszczyzny. '**
-0.043 -0.074 -0204 -0.683

MeO

\l/ CF3
(CH3CH2CH20)2(O)P (CH3CH2CH20)2(O)P
w% %

7

Wyzsze pole w stosunku do

Rysunek 25. Oddzialywanie grupy fenylowej na protony grupy fosforylowej dla estréow

a-hydroksyfosfonianow.

Podobnie okre$lona zostata konfiguracja absolutna B-hydroksyfosfonianow.'** '
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WyZsze pole w stosunku do
Rysunek 26. Oddzialywanie grupy fenylowej na protony grupy fosforylowej dla estrow
p-hydroksyfosfonianéw.

Wykorzystywane moga by¢ rowniez roznice w wartosciach przesuni¢¢ chemicznych jader
atomow fluoru grupy fluorometylowej pochodzacej od MTPA, obserwowane na widmach
F NMR.

Gdy duza grupa funkcyjna L' znajduje si¢ po przeciwnej stronie w stosunku do grupy
fenylowej, grupa CF; jest pod wplywem odstaniajacego dziatania grupy karbonylowe;j.
Natomiast, gdy duza grupa L' jest po tej samej stronie, grupa fenylowa jest odpychana pod
wplywem sterycznych oddziatywan z L', w wyniku czego grupa CF; jest przesunigta ponad
ptaszczyzne 1 znajduje si¢ pod mniejszym wplywem odslaniajacego dziatania grupy

karbonylowej (sygnaty na widmach ’F NMR znajduja si¢ w wyzszym polu, w stosunku do

poprzedniego przypadku).'*

+)

—0
Ph
' +)

Rysunek 27. Oddzialywanie grupy karbonylowej na jadra fluoru estréw (R)-MTPA.

Roznice w warto$ciach przesunie¢ chemicznych na widmach "F NMR estrow MTPA
B-hydroksyfosfonianow wykorzystali Mikotajczyk 1 wspotpracownicy, jednak okreslona
przez nich konfiguracja absolutna jest bledna, gdyz zastosowali model dla estru (S)-MTPA,
a prawidlowym modelem, gdy derywatyzacja przeprowadzana jest chlorkiem (S)-MTPA-
Cl, jest model estru (R)-MTPA (zmiana starszenstwa podstawnikow podczas
derywatyzacji).'"

Hammerschmidt i wspotpracownicy po raz pierwszy wykorzystali rowniez roéznice w

przesunigciach chemicznych sygnatow pochodzacych od protonéw grupy metoksylowej. W
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przypadku, gdy derywatyzowane sa hydroksyfosfoniany posiadajace ugrupowanie arylowe,

wykorzystuje si¢ przestaniajace dziatanie tej grupy na grupe metoksylowa.'*" '’

wyzsze pole w stosunku do

/
(R°0),(0)P Hy, ~ MeO_  pn Ar  MeO_  py
. % (R*0)(0)P(CHy)y \%
\( (®) \H( T

Rysunek 28. Wplyw przestaniajacy grupy arylowej na protony metoksylowe estréow (R)-MTPA.

W przypadku, gdy derywatyzowane sa hydroksyfosfoniany nie posiadajace takich
ugrupowan, wykorzystuje si¢ odstaniajacy wptyw wiazania P=0"* na protony grupy
metoksylowej.'"

nizsze pole w stosunku do
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Rysunek 29. Wplyw przestaniajacy grypy fosforylowej na protony metoksylowe estrow (R)-MTPA.

Do okreslania konfiguracji za pomoca MTPA wykorzystuje si¢ zazwyczaj wigcej niz jedna
warto$¢ diagnostyczna. W najlepszym przypadku okresla si¢ oddzialywania wzgledem

wszystkich grup estrow MTPA.

2.4.1.2. Kwas a-metoksyfenylooctowy (MPA).

MPA (kwas O-metylomigdatowy) podobnie jak MTPA zostal po raz pierwszy zastosowany
do okreslania konfiguracji absolutnej przez Mosher'a i Dale'a, jednak ze wzgledu na
racemizacj¢ tworzonych estrow (obecno$¢ kwasowego protonu w pozycji a), nie byt
poczatkowo chetnie stosowany."*' Wyeliminowanie tego problemu poprzez optymalizacje
warunkow derywatyzacji, pozwolito na jego szersze zastosowanie.'®

W modelu konformacyjnym zaproponowanym przez Trost'a i wspotpracownikow dla estru
(R)-MPA, grupa L' znajduje si¢ w zasiegu przestaniajacego oddzialywania grupy
fenylowej, co powoduje, ze sygnat pochodzacy od jader tej grupy obserwowany na widmie
NMR, jest przesuwany w stron¢ wyzszego pola magnetycznego. W estrze (S)-MPA

przestaniana jest grupa L*.
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Rysunek 30. Model oddzialywania grupy fenylowej na podstawniki w estrach MPA.

Jak wynika z zastosowanego modelu grupa metoksylowa nie jest grupa diagnostyczna w
oznaczaniu konfiguracji absolutnej metoda estrow MPA, gdyz znajduje si¢ w ptaszczyznie
grupy karbonylowej 1 protonu o pochodzacego od badanego alkoholu. Natomiast dla
pozostalych grup stosuje si¢ podobne zasady jak dla estrow MTPA.

W  przypadku zastosowania MPA do okre$lania  konfiguracji  absolutnej
hydroksyfosfonianow wykorzystywana byta zaréwno podwdjna jak 1 pojedyncza
derywatyzacja.

Spilling 1 wspotpracownicy okreslili konfiguracje absolutna o-hydroksyfosfonianow,
wykorzystujac réznicg w przesunigciach chemicznych sygnatow pochodzacych zaréwno od
jadra atomu fosforu (analiza widm °*'P NMR), jak i protonéw grupy fosforylowej i
protonow grupy R. Poddali oni derywatyzacji kwasem (R)-MPA racemiczne
a-hydroksyfosfoniany, w wyniku czego otrzymali mieszaning estréw (1S,2'R) oraz
(1R,2°R), ktora nastgpnie rozdzielili za pomoca chromatografii na zelu krzemionkowym i

porownali widma 'H oraz *'P NMR odseparowanych estrow (R)-MPA.'*

wyzsze pole w stosunku do

Rysunek 31. Model estrow (R)-MPA o-hydroksyfosfonianow.

W tej samej pracy zostaly poréwnane przesuniecia chemiczne na widmach 'H NMR
sygnatéw pochodzacych od protonéw otrzymanych estréw z przesunigciami chemicznymi
komplementarnych ~ protonéw  niezderywatyzowanego  alkoholu  (derywatyzacja

pojedyncza).'"!

MeOY%(O)P.
(MOR(OP 7% R %
\( | (R\'/ (R)

|A8H-gmpy R| << |A8H-gmpy P| |A8H-gmpy R| >> |A8H-gmpy P|

Rysunek 32. Pojedyncza derywatyzacja a-hydroksyfosfonianow.
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W podobny sposob, za pomoca zarowno pojedynczej jak i podwdjnej derywatyzacji

konfiguracje absolutna a-hydroksyfosfonianow okre$lili Weimer i wspotpracownicy.'*! '

Natomiast podwojna derywatyzacja za pomoca (S)-MPA metoda Spillinga, zostata

wykorzystana do oznaczenia konfiguracji absolutnej B-hydroksyfosfonianow.'* '*
nizsze pole w stosunku do
- L
(MeO)(O)PCHy, H  .Ph R H_ ph

(MeO)2(0)PCHR. O
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) - ® (R) 1 ®
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wyzsze pole w stosunku do

Rysunek 33. Model estrow (S)-MPA B-hydroksyfosfonianéw.

Skropeta 1 Schmidt zastosowali podwojna derywatyzacje kwasem (S)-MPA
a-hydroksyfosfoniandw zawierajacych ugrupowanie arylowe. Zostal tutaj wykorzystany
przestaniajacy wplyw tej grupy na proton znajdujacy si¢ w pozycji a reszty MPA, a takze
podobny wptyw grupy fenylowej na jadro fosforu.*

7

Ar H_ .Ph (RO),(O)P, H_  ph
(RO}OPE O X s O

nizsze pole w stosunku do

nizsze pole w stosunku dq

Rysunek 34. Przeslaniajacy wplyw grupy arylowej a-hydroksyfosfonianéw.

Derywatyzacja odczynnikiem MPA zostala wykorzystana réwniez do okreslenia
konfiguracji absolutnej hydroksyfosfonianéw z dwiema (lub wigcej) grupami funkcyjnymi
(aminowymi i hydroksylowymi). Poza hydroksylowa grupa znajdujaca si¢ w pozycji a,
pozostale grupy (hydroksylowe Iub aminowe) byly zablokowane. Pozwolilo to na
zastosowanie modelu konformacyjnego zaproponowanego przez Trost'a (Rysunek 30).°"
145, 146

W przypadku zastosowania niezablokowanych polifunkcyjnych hydroksyfosfonianow,
moze zaj$¢ derywatyzacja wszystkich grup funkcyjnych. Powstate w ten sposob pochodne
zawieraja dodatkowe centra asymetrii, co prowadzi do btednych przypisan. Problem ten
zostal rozwiazany przez stworzenie modeli uwzgledniajacych wpltyw wszystkich

podstawnikéw arylowych obecnych w zderywatyzowanej pochodnej badanego zwiazku.'*”

148
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2.4.1.3. Inne chiralne odczynniki derywatyzujace.

Do okreslania konfiguracji absolutnej o-hydroksyfosfonianow, Kee i wspdtpracownicy
zastosowali diazafosfolidyng¢ 172. W wyniku derywatyzacji tym zwiazkiem obu
enancjomerow 1-hydroksy-1-fenylometanofosfonianu dietylu o zdefiniowanej konfiguracji
absolutnej, otrzymali pochodne, ktore nastepnie analizowali za pomoca widm *'P i 'H
NMR. Zaobserwowano duza roznice w przesunigciach chemicznych sygnatow
pochodzacych od jadra atomowego trdjkoordynacyjnego fosforu (III). Dla pochodnej
izomeru (S) hydroksyfosfonianu sygnaty byly przesunigte w strong nizszego pola w
stosunku do izomeru (R). Dodatkowo réznice w wielkosci stalych sprz¢zenia oraz
przesunigcia  chemiczne  sygnatéw  pochodzacych od  protonu o  reszty
hydroksyfosfonianowej, okazaly si¢ dobrymi parametrami diagnostycznymi (dx) < Os);
Ags-ryJuram > 05 Aspdureyy < 0). Wykorzystujac te zaleznosci okreslona zostata konfiguracja

absolutna a-hydroksyfosfonianéw o nieznanej stereochemii.'*’

Me

Ph /—\  Ph Ye
s 40 :
>*N\ p 0 COOH  Me COOH
Me | Me
Cl 07 “oH MeO Me

172 173 174 175

Rysunek 35. Chiralne odczynniki derywatyzujace.

Innym chiralnym czynnikiem derywatyzujacym jest kwas (S)-kamfanowy 173. Meier i
wspotpracownicy zastosowali ten zwiazek do okreSlenia konfiguracji absolutnej
a-hydroksyfosfonianow, analizujac przesuniecia chemiczne na widmach *'P NMR. Sygnaty
jader atomow fosforu pochodnych (S)-a-hydroksyfosfonianéw znajdowaly si¢ w wyzszym
polu niz sygnaty pochodzace od estrow (R)."

W oznaczaniu konfiguracji absolutnej znalazly réwniez zastosowanie zwiazki begdace
niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi. Blazewska i Gajda stosujac (S)-naproksen®™
174 i (S)-ibuprofen® 175 do  okreSlenia nadmiaru  enancjomerycznego
hydroksyfosfonianow, zauwazyli, ze sygnaty na widmach *'P NMR pochodzace od jader
fosforu estrow (S)-a-hydroksyfosfoniandw znajduja si¢ w nizszym polu niz sygnaty estréw

(R).ISI
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2.4.2. Chiralne odczynniki solwatujace.

CSA sa zwiazkami oddziatujacymi w sposob niekowalencyjny (np.: poprzez wiazania
wodorowe) z badanym zwiazkiem. Ze wzglgdu na trudno$¢ w zaproponowaniu modelu
tych oddziatywan, zwiazki te maja zastosowanie gltownie do oznaczania czystosci
enancjomerycznej, a w mniejszym stopniu do okreslania konfiguracji absolutne;.

Jednym z takich zwiazkow jest chinina 176, stosowana gtownie do okreslenia nadmiaru

enancjomerycznego o- i B-hydroksyfosfonianow.®® '

Lejczak 1 wspolpracownicy,
wykorzystujac chining wlasnie w tym celu, zauwazyli, ze sygnaty na widmach *'P NMR
pochodzace od (R)-a-hydroksyfosfonianéw znajduja si¢ w nizszym polu niz sygnaty od
enancjomeru (S).'” Zaobserwowali rowniez, ze dla 1,2-dihydroksyfosfonianéw sygnaty
pochodzace od izomeru (S,S) sa przesunigte w kierunku wyzszego pola w stosunku do
izomeru (R,R)."

Innym chiralnym odczynnikiem solwatujacym stosowanym podobnie jak chinina gtéwnie
do okreslania nadmiaru enancjomerycznego, jest kwas tert-butylofenylotiofosfinowy 177.
Wykorzystywane sa jego oba enancjomery (Sp) i (Rp).”> "' Hammerschmidt i
wspolpracownicy zastosowali izomer (Sp) tego zwiazku do okreslenia konfiguracji

absolutnej a- i B-hydroksyfosfonianow.'> '**

MeO

176 (Sp)-177

Rysunek 36. Chiralne odczynniki solwatujace.

Nieslabnace  zainteresowanie  zwiazkami  fosforoorganicznymi  zawierajacymi
hydroksylowa grupe funkcyjna, ze wzgledu na ich wlasciwosci biologiczne, przejawia si¢
w dazeniu zespoldow badawczych do syntezy tych zwiazkow z jak najlepszymi
wydajnosciami i czystosciag enancjomeryczna, a takze w uzyskaniu konkretnego izomeru,
co wiaze si¢ z zastosowaniem szybkich i tatwych metod okreslania konfiguracji absolutnej
1 ee. Szczegdlnym zainteresowaniem ciesza si¢ metody NMR z zastosowaniem chiralnych
odczynnikow derywatyzujacych: MTPA 1 MPA, ktore sa z powodzeniem wykorzystywane

do okreslenia konfiguracji absolutnej hydroksyfosfonianow.
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3. Cel pracy
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W chemii organicznej coraz czg$ciej alternatywa asymetrycznej syntezy chemicznej jest
biokataliza. W reakcjach biokatalitycznych sa stosowane zaréwno enzymy (czyste lub
podczyszczone preparaty enzymatyczne), jak i cate komorki mikroorganizmow.”' W
zespole, w ktérym byta prowadzona praca badawcza opisana w niniejszej rozprawie, od lat
prowadzone sa badania nad otrzymywaniem i wlasciwosciami podstawionych kwasow
fosfonowych ze wzgledu na ich potencjalne zastosowanie jako inhibitorow enzyméw lub
prekursoréw innych zwiazkow biologicznie aktywnych.”® '35 1 Czeé¢ z tych badan bylta
poswigcona hydroksyfosfonianom ze wzgledu na ich biologiczne wtasciwosci. Do grupy
tej naleza zarowno leki na nadci$nienie, przeciwko osteoporozie i przeciwwirusowe.
Aktywno$¢ tych zwiazkow zalezy od konfiguracji absolutnej izomeru aktywnego 1 jego
czystosci optycznej. Niektore z tych zwiazkow zawieraja asymetryczny atom fosforu.
Naleza do nich migdzy innymi a-hydroksyfosfiniany: 21 — inhibitor reniny (Rysunek 8)** i
24 — lek przeciwko AIDS (Rysunek 10).%

Do tej pory w naszym zespole opracowane zostaly metody otrzymywania optycznie
czystych  hydroksyfosfonianow  w  reakcjach  enancjoselektywnej  hydrolizy
acyloksyfosfonianow oraz redukcji oksofosfonianéw za pomoca mikroorganizméow.'” '**
124135 Wiele zespotow badawczych z powodzeniem otrzymuje hydroksyfosfoniany na
drodze biotransformacji z zastosowaniem preparatow enzymatycznych. Lipazy uzywane
zarowno w reakcjach hydrolizy, jak 1 transestryfikacji, charakteryzuja si¢ dobra
enancjoselektywnoscia oraz szerokim zastosowaniem "% "1 Jednocze$nie na $wiecie
sa podejmowane proby zwigkszenia zarowno enancjoselektywnosci, jak i skutecznosci

lipaz poprzez modyfikacje $rodowiska reakcji,'® '* '%7

a takze poprzez chemiczna
modyfikacje preparatow enzymatycznych.'®

Ze wzgledu na ciekawe wlasciwosci biologiczne a-hydroksyfosfinianow z dwoma centrami
asymetrii (na atomie wegla i atomie fosforu) postanowiono opracowaé¢ metodg ich syntezy
z jak najwigksza czystoscia enancjomeryczna.

Cel ten postanowiono zrealizowa¢ dwiema drogami:

1) Poprzez enancjoselektywna hydroliz¢ acyloksyfosfinianow za pomoca lipaz
(preparatow enzymatycznych) z roznych Zrdédel oraz mikroorganizmami
lipolitycznymi.

2) Poprzez enancjoselektywna estryfikacje hydroksyfosfinianow lipazami.

3) Dodatkowo postanowiono sprawdzi¢ mozliwo$¢ wplywu na enancjoselektywnos¢

zastosowanych biokatalizatorow modyfikujac $rodowisko reakcji, a takze poprzez

podjecie prob kowalencyjnej modyfikacji biatka enzymatycznego.
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4. Badania wlasne
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4.1. Biotransformacje.

W zespole, w ktorym wykonywana byta niniejsza praca, prowadzone sa od dawna badania
nad otrzymaniem optycznie czystych hydroksyfosfoniandow zard6wno na drodze
asymetrycznej syntezy™® jak i biokatalizy.'” '*"'*> ¥ Do tej pory przeprowadzane byly

56,127 centrami

badania nad otrzymaniem hydroksyfosfonianéw z jednym'*"'* lub dwoma
stereogenicznymi na atomach wegla. Postanowiono otrzymac optycznie czyste zwiazki
zawierajace dwa centra chiralno$ci (na atomie wegla 1 atomie fosforu) i grupe
hydroksylowa w pozycji o. W tym celu wybrano cztery przykladowe
a-hydroksyfosfiniany i ich estry butyrylowe rdézniace si¢ miedzy soba jednym
podstawnikiem R. Wybrane zostaly cztery podstawniki rézniace si¢ budowa. Dwa z nich sa
alifatyczne, a dwa aromatyczne, roéznia si¢ roéwniez wielkoScia (od prostej grupy
metylowej, do bardzo duzej grupy 3,4-dimetoksyfenylowej). Reakcje biotransformacji
przeprowadzane z wykorzystaniem tych substratow przeprowadzone zostaly zaréwno na
drodze hydrolizy jak 1 transestryfikacji z zastosowaniem lipaz i mikroorganizmow
lipolitycznych. W trakcie przeprowadzania badan, opisanych w niniejszej pracy, ukazaly
si¢ publikacje, w ktérych otrzymano optycznie czyste a-hydroksyfosfiniany z dwoma
centrami stereogenicznymi, zarowno na drodze enzymatycznej hydrolizy'®, jak i
transestryfikacji,'* jednak z zastosowaniem innych metod lub enzyméw niz wykorzystane

W niniejszej pracy.

4.1.1. Synteza substratow biotransformacji.

Substratami  biokatalitycznych reakcji transestryfikacji byly a-hydroksyfosfiniany
otrzymane zgodnie z procedura opisana przez Texier-Boullet'® przedstawiona na

ponizszym schemacie.

0 0 O OH
[ | | KF, Al,O3 [
EtO H> 'R EtO H
178 179 180
Schemat 51.

Ta metoda zostaly zsyntetyzowane cztery a-hydroksyfosfiniany 180 z r6znymi grupami R.
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180a 180b 180c 180d
Rysunek 37. Substraty transestryfikacji.
W celu otrzymania substratow  wykorzystanych ~w  reakcjach  hydrolizy,
a-hydroksyfosfiniany 180 otrzymane metoda przedstawiona na schemacie 51, zostaly

poddane reakcji estryfikacji.

i
O OH NE& 0 o/l\/\
's —
Ph—, R * 0 Ph—, R
O H NN EEO H
180 181
Schemat 52.

W ten sposob otrzymane zostaly cztery a-butyryloksyfosfiniany 181 o r6znych grupach R.
O

| i
0O O )\/\ 0 O M
I I I I OMe
Ph /,P‘Iv Me ph— ph— ph—F
H

EtO H EtO EtO H EtO H OMe

181a 181b 181c 181d

Rysunek 38. Substraty hydrolizy.

Oczyszczone za pomoca chromatografii kolumnowej a-hydroksyfosfiniany 180 oraz
a-butyryloksyfosfiniany 181 w postaci mieszanin racemicznych dwoch par enancjomerow

stanowity substraty w p6zniejszych reakcjach biotransformac;ji.

4.1.2. Enzymatyczna hydroliza.

Zastosowanie preparatow enzymatycznych w reakcjach hydrolizy jest czgsto
wykorzystywana metoda w biokatalitycznej syntezie chiralnych hydroksyfosfonianow.
Enzymatyczna hydroliza estrow hydroksyfosfonianow ze wzgledu na mechanizm dziatania
lipaz, przeprowadzana byla zazwyczaj w uktadzie dwufazowym (bufor fosforanowy pH =
)

7.0, mieszanina rozpuszczalnikéw organicznych: heksan/ eter tert-butylometylowy

Modyfikacja srodowiska reakcji poprzez zastosowanie hydrofobowych rozpuszczalnikow
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organicznych zmniejsza aktywno$¢ tych enzyméw w reakcjach hydrolizy. Natomiast
zastosowanie hydrofobowego rozpuszczalnika nasyconego roztworem wodnym soli takich
jak MgCl,, czy LiCl znaczaco zwigksza enancjoselektywno$é lipaz.'®

W  badaniach nad  enancjoselektywnoscia  lipaz ~w  reakcjach  hydrolizy
a-butyryloksyfosfinianow 181, zastosowany zostal zmodyfikowany uklad dwufazowy.
Zmiana, ktora zostala wprowadzona polegata na zastosowaniu zamiast eteru
tert-butylometylowego, stosowanego przez Hammershmidt'a i wspotpracownikow,”” %
eteru diizopropylowego o podobnej hydrofobowos$ci, natomiast bardziej dostgpnego
komercyjnie.

W reakcjach enzymatycznych (hydroliza, transestryfikacja) zastosowane zostaty lipazy
pochodzace z nastgpujacych mikroorganizmow: Candida cylindracea (CCL), Aspergillus
niger (ANL), Rhizopus niveus (RNL), Rhizopus species (RSL), Mucor javanicus (MJL),
Penicillium roqueforti (PRL), oraz lipaza z trzustki wieprzowej (PPL), immobilizowana na
Sol-gel-AK lipaza z Pseudomonas cepacia (I-PCL) 1 immobilizowana in situ lipaza z
Mucor circinelloides (I-MCL). Przed zastosowaniem powyzszych lipaz w reakcjach
biotransformacji zostata sprawdzona ich aktywnos$¢ (mierzona w jednostkach aktywnosci
na mg biatka): CCL - 12.8 (U/mg), ANL — 0.020 (U/mg), RNL — 0.002 (U/mg), RSL —
0.002 (U/mg), MJL — 0.007 (U/mg), PRL — 0.002 (U/mg), PPL — 0.010 (U/mg). Dla lipaz
immobilizowanych nie mozna bylo okresli¢ st¢zenia biatka. W zwiazku z tym, dla tych
lipaz zmierzona zostata aktywno$¢ w jednostkach na mg preparatu i wynosi ona: [-PCL —
0.0015 (U/mg), I-MCL - 0.0018 (U/mg).

Reakcje hydrolizy lipazami przeprowadzone zostaly z zastosowaniem wszystkich
zsyntetyzowanych substratow 181 (Schemat 53). Wyniki tych badan zostaly przedstawione
w tabelach 1-4. Stopien przereagowania oraz ee zostaly obliczone na podstawie widm *'P

NMR z dodatkiem chininy zastosowanej jako czynnik dyskryminacji chiralne;j.

I |
0 07 TN 0o 07 > O OH
I lipaza I |1l .
Phev, PR — phP\m T Ph*E T\'R
EtO H ukiad EtO R EtO H
dwufazowy
181 (Rp,R) 1 (Sp,R) 181 (Sp,S) i (Rp,S) 180
Schemat 53.
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Tabela 1. Hydroliza enzymatyczna 1-butyryloksyetano(P-fenylo)fosfinianu etylu 181a (100 mg

lipazy, 0.2 mmol substratu).

y czas reakcji  Stopien przereagowania [%] ee [%0]
ipaza
M ReR:GS) RS (ShR) (S (Re.S)
1 36 57 30 41
CCL
1.5 66 78 21 22
24 34 41 >98 >98
ANL
95 69 80 40 33
24 32 32 >98 >98
RNL
95 34 34 >98 >98
18 46 47 >98 >98
RSL 24 54 54 61 72
95 65 55 45 74
24 49 49 >98 >98
MIJL
95 46 48 >98 >98
24 45 47 >98 >98
PRL
95 53 60 73 47
1 46 47 >98 >98
PPL
24 44 45 >98 >98
24 0 0 - -
I-PCL
95 46 10 >98 >98
I-MCL 21 40 40 >98 >98
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Tabela 2. Hydroliza enzymatyczna 1-butyryloksy-2,2-dimetyloetano(P-fenylo)fosfinianu etylu
181b (100 mg lipazy, 0.2 mmol substratu).

lipaza czas reakcji stopien przereagowania [%] ee [%]
(] (Re,R); (S08)  (RnS); (SnR) — (Sn,S) (Rv.S)

CCL 166 39 53 >98 62
ANL 166 21 41 >98 90
RNL 166 0 0 - -
RSL 166 0 0 - -
MIJL 166 0 0 - -
PRL 166 0 0 - -
PPL 166 32 52 >98 >98
I-PCL 166 0 0 - -

I-MCL 166 0 0 - -

Tabela 3. Hydroliza enzymatyczna 1-butyryloksy-1-fenylometano(P-fenylo)fosfinianu etylu 181c
(100 mg lipazy, 0.2 mmol substratu).

lipaza czas reakcji  stopien przereagowania [%0] ee [%]
[h] (Re,R); (Se,S)  (Re,S); (Se,R) — (Sp,S) (Ro.S)
CCL 24 13 ” - .
ANL 48 57 0 . -
RNL 166 0 0 _ :
RSL 166 0 0 _ _
MIL 166 0 0 _ _
PRL 166 0 0 _ _
PPL 166 22 16 x .
[-PCL 166 0 0 ] ]
I-MCL 166 0 0 ] ]
*-ee<5%

** - przewaga izomeru (Sp,R)
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Tabela 4. Hydroliza  enzymatyczna  1-butyryloksy-1-(3,4-dimetoksyfenylo)metano(P-
fenylo)fosfinianu etylu 181d (100 mg lipazy, 0.2 mmol substratu).

lipaza czas reakcji  Stopien przereagowania [%] ee [%]
[h] (Re,R); (S,S)  (Rp,S); (Se.R)  (Sh,S) (Re.S)
CCL 168 44 " " =
ANL 2 16 y . 82
RNL 168 <5 = _ :
RSL 168 <5 <5 _ _
MIL 168 0 0 _ _
PRL 168 <5 > _ _
PPL 168 25 9 - .
I-PCL 168 0 0 ) ]
I-MCL 168 <5 s _ _
*_ee<5%

Jak wynika z powyzszych tabel, jedynie lipazy z Candida cylindracea (CCL), Aspergillus
niger (ANL) 1 trzustki wieprzowej (PPL) sa efektywnymi biokatalizatorami w reakcjach
hydrolizy o-butyryloksyfosfinianow 181, a ich enancjoselektywnos¢ =zalezy od
zastosowanego substratu. Lipazy PPL i ANL wykazuja wysoka enancjoselektywnos$¢
(>90%) wobec substratow: 181a i b. Sa to zwiazki z podstawnikiem alifatycznym. Lipaza
CCL wykazuje najwyzsza enancjoselektywnos$¢ wobec substratow 181b i c. Tylko zwiazek
z niewielka grupa R = —CH; (mata zawada steryczna) 181a byt hydrolizowany przez
pozostale zastosowane lipazy, ktore wykazaty bardo wysoka enancjoselektywnos¢ (>98%)
wobec tego substratu. Poniewaz reakcje biotransformacji sa wykorzystywane w
alternatywie do asymetrycznej syntezy, bardzo waznym czynnikiem jest czas reakcji.
Aktywno$¢ lipaz (1 zwiazany z nig czas reakcji) rowniez zalezata od substratu. Wszystkie
lipazy byly najbardziej aktywne wobec substratu z najmniejsza grupa R 181a (czas reakcji
dla wigkszosci lipaz = 1 — 24 h), a najmniej aktywne wobec substratu z duza zawada
steryczna R = —CH(CH); 181b.

W trakcie przeprowadzanych reakcji hydrolizy o-hydroksyfosfinianow postanowiono
sprawdzi¢ wydajnos¢ chemiczna otrzymanych produktow. W tym celu wybrano reakcje
hydrolizy lipaza z Candida cylindracea wszystkich posiadanych substratoéw. Wyniki tych

obliczen podano w tabeli 5.
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Tabela 5. Obliczenia wydajnosci chemicznej produktéw powstajacych w wyniku reakcji hydrolizy

a-butyryloksyfosfinianow 181 lipaza z Candida cylindracea (100 mg lipazy, 0.2 mmol substratu).

1los¢ 1los¢

swbstrat - substats produktu  WATLS SIS
[mg] [mg]
6 14 46 62
181a 57 8 19 42 50
11 26 37 16
13 27 15 31
181b 62 19 40 21 9
7 15 42 47
10 18 39 21
181c 69 9 16 51 21
10 18 32 44
16 24 30 21
181d 81 18 27 23 22
19 28 15 17

Jak wynika z tabeli 5 wyniki obliczen wydajnosci chemicznej nie sa powtarzalne.
Wydajnos¢ chemiczna jest niewielka (14 — 40%), co jest spowodowane stratami
powstatymi w wyniku ekstrakcji (15 — 51%) 1 oczyszczania produktu (9 — 62%).
Dodatkowo obliczenia te byly obarczone duzymi btgdami, ktére wynikaty z bardzo matych
iloci otrzymanych produktow (6 — 19 mg) i czulosci wagi (d = £ Img). Poniewaz wyniki
te nie sa ze soba kompatybilne w dalszej czesci pracy nie obliczano wydajnosci reakcji
biotransformac;ji.

Po analizie wynikow badan nad enancjoselektywnoscia lipaz w uktadzie dwufazowym do
dalszych badan nad modyfikacja srodowiska reakcji wybrana zostata lipaza z Candida
cylindracea oraz substraty 181a i ¢, ze wzgledu na niska enancjoselektywnos$¢ tej lipazy.
Ponadto lipaza ta wykazuje wobec obu zwiazkéw dobra aktywnos$¢ (czas reakcji dla 181a
wynosi 1 h, a dla 181¢ — 24 h).

Przeprowadzone zostaty reakcje hydrolizy w eterze diizopropylowym nasyconym woda lub
roztworami wodnymi soli: LiCl i MgCl, metoda opisana przez Okamoto i Uegji'®® oraz 2%

roztworem Tritonu X-100. Zwiazki te zapobiegaja agregacji preparatu enzymatycznego i
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maja wpltyw na poprawg enancjoselektywnos$ci. Uzyskane wyniki zostaly przedstawione w

tabelach 61 7.

Tabela 6. Porownanie hydrolizy enzymatycznej 1-butyryloksyetano(P-fenylo)fosfinianu etylu 181a
w ukladzie dwufazowym (Tabela 1) i w rozpuszczalniku organicznym nasyconym woda lub
wodnymi roztworami soli (LiCl lub MgCl,) lub Tritonu X-100 (100 mg lipazy, 0.036 mmol

substratu, 15 Pl wody lub wodnego roztworu dodatku).

dodatek czas reakcji  Stopicn przereagowania [%o] ee [%]
[h] (Re,R); (Sp,S)  (Rr,S); (Sp,R) (Sp,S) (Re.S)
orek” 1 36 57 30 41
brak 2 37 63 I o
MgCl, 2 37 65 . i
LiCl 2 33 61 o "
Triton X-100 2 37 63 s is

* — hydroliza w ukladzie dwufazowym

Tabela 7. Poréwnanie hydrolizy enzymatycznej 1-butyryloksyfenylometano(P-fenylo)fosfinianu
etylu 181c w uktadzie dwufazowym (Tabela 3) i w rozpuszczalniku organicznym nasyconym woda
lub wodnymi roztworami soli (LiCl lub MgCl,) lub Tritonu X-100 (100 mg lipazy, 0.036 mmol

substratu, 15 pl wody lub wodnego roztworu dodatku).

czas reakcji stopien przereagowania [%] ee [%]
dodatek h
[hl (Rr,R); (Sr.5)  (ResS); (SeR)  (Sw.S) (Rr.S)

brak * 24 48 48 80 83
brak 168 48 34 28 18
MgCl, 168 24 20 11 11
LiCl 168 21 20 18 11
Triton X-100 168 29 23 25 14

* — hydroliza w uktadzie dwufazowym

Zmiana $rodowiska reakcji hydrolizy na rozpuszczalnik organiczny nasycony woda
zmniejsza enancjoselektywno$¢ lipazy z Candida cylindracea, natomiast dodatek soli
MgCl,, LiCl lub Tritonu X-100, nie ma wplywu na popraweg enancjoselektywnosci.
Zastosowanie takiego uktadu wiaze si¢ dodatkowo ze znacznym spadkiem aktywnos$ci

lipazy. Pomimo zastosowania ponad pigciokrotnie mniejszej iloSci substratu, czas reakcji
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wymagat siedmiokrotnego wydtuzenia w przypadku reakcji hydrolizy zwiazku 181c.
Poniewaz zaobserwowano znaczny spadek aktywnosci lipazy w uktadzie: rozpuszczalnik
organiczny nasycony woda, podjete zostaty rowniez proby hydrolizy w zmodyfikowanym
uktadzie dwufazowym, w ktorym aktywno§¢ lipazy jest znacznie wigksza, z
zastosowaniem wczesniej wykorzystanych zwiazkow w celu sprawdzenia ich wplywu na

enancjoselektywnos¢ lipazy.

Tabela 8. Hydroliza enzymatyczna 1-butyryloksyetano(P-fenylo)fosfinianu etylu 181a w uktadzie
dwufazowym z dodatkiem soli (LiCl lub MgCl,) lub Tritonu X-100 (20 mg lipazy, 0.036 mmol

substratu, 1 ml wody lub wodnego roztworu dodatku).

czas reakcji stopien przereagowania [%] ee [%]

dodatek
[h] (Re.R); (S0.8)  (ReS); (Se.R)  (Sv.S) (R»,S)
brak 1 44 60 13 44
MgCl, 1 39 67 16 46
LiCl 1 40 64 20 28
Triton X-100 1 47 61 29 58

Tabela 9. Hydroliza enzymatyczna 1-butyryloksy-1-fenylometano(P-fenylo)fosfinianu etylu 181c
w ukladzie dwufazowym z dodatkiem soli (LiCl lub MgCl,) lub Tritonu X-100 (20 mg lipazy,

0.036 mmol substratu, 1 ml wody lub wodnego roztworu dodatku).

czas reakcji stopien przereagowania [%] ee [%]
dodatek h
[hl (Re.R); (S8)  (ReS); (SeR) — (52.8)  (ResS)
brak 48 59 59 64 49
MgCl, 48 35 30 67 38
LiCl 48 40 37 70 46
Triton X-100 48 71 67 30 34

Niestety uzycie powyzszych zwiazkow w uktadzie dwufazowym nie spowodowato
zwigkszenia enancjoselektywnosci lipazy z Candida cylindracea. Natomiast mozna
zauwazy¢, ze dodatek Tritonu X-100 wplywa na zwigkszenie aktywnosci tej lipazy w
stosunku do substratu 181c¢. Postanowiono sprawdzié, czy dodatek ten zwigkszy réwniez
szybkos$¢ reakcji hydrolizy 181¢ lipaza z trzustki wieprzowej (lipaza o niskiej aktywnosci 1
enancjoselektywnosci wzgledem substratu 181c¢ — Tabela 3). W tym celu przeprowadzona

zostata reakcja w uktadzie dwufazowym z dodatkiem 2% Tritonu X-100.
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Tabela  10. Poroéwnanie hydrolizy = enzymatycznej  1-butyryloksy-1-fenylometano(P-
fenylo)fosfinianu etylu 181¢ w uktadzie dwufazowym bez dodatku (Tabela 3) i z dodatkiem 2%
Tritonu X-100 (20 mg lipazy, 0.2 mmol substratu).

dodatek czas reakcji stopien przereagowania [%] ee [%]
[h] (Re.R); (Sr.S)  (Re.S); (SeR)  (SnS) (Re.S)
brak 168 22 16 * 6**
Triton X-100 96 54 35 21 22
*-ee<5%

**_przewaga izomeru (Sp,R)

Dodatek Tritonu X-100 =znaczaco poprawit szybko§¢ reakcji 1 zwigkszyl jej

enancjoselektywno$¢ wobec substratu 181c.

4.1.3. Transestryfikacje.

Lipazy enzymami sa szeroko stosowanymi w reakcjach rozdzialu kinetycznego
a-hydroksyfosfonianéw. Najcze$ciej wykorzystuje si¢ w tym celu nieodwracalna
transestryfikacje z zastosowaniem octanu winylu lub innego donoru acylu.''''** Badania
nad poprawa enancjoselektywnosci lipaz wskazuja, ze zastosowanie zasadowych dodatkow
takich jak: pirydyna, imidazol, czy trietyloamina, ma jednocze$nie wptyw na szybkos$¢ jak i
enancjoselektywnos¢ reakcji."”’

Podczas wykonywania pracy badawczej opisanej w niniejszej rozprawie ukazala sig
publikacja na temat rozdziatu kinetycznego o-hydroksyfosfiniandw (migdzy innymi
zwiazkow 180a 1 b). Zastosowano tam mieszaning racemiczng jednej pary enancjomerow
kazdego z substratdow. Donorem acylu byl octan winylu, oraz uzyto innych preparatow
enzymatycznych niz przedstawione w niniejszej rozprawie.'*

Reakcje estryfikacji a-hydroksyfosfinianéw 180 (Schemat 54) przeprowadzone zostaly
zgodnie z procedura opisang przez Shioji i wspdtpracownikow'” w bezwodnym
srodowisku organicznym (eter diizopropylowy) z dodatkiem sit molekularnych 3A, ktére
dodatkowo usuwaja wodg. Donorem acylu byl maslan winylu. Reakcje zostaty
przeprowadzone dla wszystkich substratow, ale tylko jeden z nich 180a byt estryfikowany
niektorymi lipazami. Stopien przereagowania zostal obliczony na podstawie widm *'P

NMR, natomiast ee na podstawie chromatograméw HPLC z chiralng kolumna.
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O OH O OH O O 2 N
1 lipaza |P| _ n [l
P TReR T > PN PhetP "R
EtO H = EtO H
\([)(\/ | .
180 (Rp,R) i (Sp,R) 180 (Sp,S) i (Rp,S) 181
Schemat 54.

Otrzymane wyniki dla zwiazku 180a przedstawione zostaty w tabeli 11.

Tabela 11. Estryfikacje 1-hydroksyetano(P-fenylo)fosfinianu etylu 180a (0.023 mmol substratu).

lipaza ilo§¢ lipazy czas reakciji stopien przereagowania [%] ee estru [%]
[me] ] (ReR); (S08) (ReS); (SeR)  (SnS)  (Re.S)
CCL 200 72 42 44 79 91
ANL 200 168 44 44 >08 91
RNL 200 168 <5 <5 - -
MIJL 20 96 46 48 51 38
PPL 20 24 45 40 >98 >98
I-PCL 20 24 43 26 >98 >98
I-MCL 20 24 47 43 >98 >98

Jak mozna wywnioskowaé z powyzszej tabeli, lipaza z trzustki wieprzowej (PPL),
immobilizowana lipaza z Pseudomonas cepacia (I-PCL) oraz immobilizowana lipaza z
Mucor circinelloides (I-MCL) sa bardzo dobrymi biokatalizatorami w reakcjach
estryfikacji a-hydroksyfosfinianu 180a. Lipaza z Mucor javanicus (MJL) jest rownie
aktywna wobec tego substratu, ale znacznie mniej enancjoselektywna. Lipazy z
Aspergillus niger (ANL) 1 Candida cylindracea (CCL) wykazuja duzo mniejsza
aktywnos¢, a ilos$¢ lipazy wymagata 10 krotnego zwigkszenia. Natomiast lipaza z Rhizopus
niveus (RNL) jest wobec tego substratu nieaktywna.

Do dalszych badan nad poprawa enancjoselektywnosci lipaz za pomoca zwiazkow o
charakterze zasadowym wybrane zostaly lipazy z Candida cylindracea, Aspergillus niger i
Mucor javanicus. Wszystkie te lipazy wykazuja srednia lub dobra enancjoselektywno$¢
wobec zwiazku 180a. Zasadowymi dodatkami wybranymi do tych badan byly: pirydyna 1
trietyloamina. Stopien konwersji i ee zostaty obliczone tak jak dla reakcji transestryfikacji

bez tych zwiazkow.
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W tabeli 12 poréwnane zostaly wyniki z reakcji transestryfikacji z dodatkami i bez nich.

Tabela 12. Estryfikacje 1-hydroksyetano(P-fenylo)fosfinianu etylu 180a bez dodatkéw i1 z
dodatkami (0.023 mmol substratu, 1eq. dodatku).

ilos¢ .. stopien przereagowania [%] ee estru [%]
lipaza lipazy dodatek czas reakcji
[mg] (bl (ReR): (50.8) (Re.9): (SeR)  (S0.8)  (Re.S)
200 - 72 42 44 79 91
CCL 200 NEt; 72 46 40 920 95
200  pirydyna 72 41 39 85 79
200 - 168 44 44 >98 91
ANL 200 NEt; 168 43 43 >98 93
200  pirydyna 168 50 53 >98 89
20 - 96 46 48 51 38
MJL 20 NEt; 96 50 45 >98 79
20 pirydyna 96 43 43 47 37

Modyfikacja srodowiska reakcji transestryfikacji poprzez dodanie trietyloaminy znaczaco
poprawita enancjoselektywnos$¢ lipaz, natomiast dodanie pirydyny nie ma wigkszego

wpltywu.

4.1.4. Chemiczne modyfikacje lipaz.

Od kilkunastu lat prowadzone sa badania nad chemiczna modyfikacja lipaz w celu
zwigkszenia ich aktywnos$ci badZ enancjoselektywno$ci. Migdzy innymi takie badania
podjeli Ueji i wspotpracownicy."® Zastosowali oni chemiczna modyfikacje preparatow
enzymatycznych za pomoca estrow metylosiarczanu  p-hydroksyfenylodimetylo-
sulfoniowego DSP (tzw. estrow aktywnych) dzialajacych w $rodowisku wodnym. Estry te
sa donorami acylu dla wolnych grup aminowych oraz hydroksylowych i poprzez
blokowanie tych grup hydrofobowymi podstawnikami, zmieniaja hydrofobowos$¢ zaréwno
catej lipazy jak i centrum aktywnego.

DSP zostal zsyntetyzowany zgodnie z procedura opisana przez Bordwell’a i Boutan'a

przedstawiona na schemacie 55."°'
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(CH,),S0, _CH;
HO S—CH; ——> HO S’ CH3804
A CH;

182 183

Schemat 55.

Otrzymany w ten sposob DSP byl nastepnie oczyszczony za pomoca krystalizacji 1
wykorzystany do otrzymania estrow aktywnych z r6znymi grupami hydrofobowymi.
W tym celu zastosowana zostala metoda opisana przez Okai i wspotpracownikoéw

przedstawiona na schemacie 56.'"

o)
CH | O
CH; . R—C—Cl 1 CH;
HO s*  CHSOy ——> R-C-0 s*  CH;80,
CHj Et;N “CH,
183 184
Schemat 56.

Otrzymano w ten sposob cztery estry aktywne przedstawione na rysunku 39.

I ]
CH; CH;
Me/\O@S/+ e MeW/LO@S/+ e
“CH; Me “CH

184a 184b
(0] (0]
| CH; | CH;,
0 s*  CH3S04 0 s+ CH3S04
N NOZ AN
CH; CH;
184c 184d
NO,

Rysunek 39. Estry aktywne.

Otrzymane estry aktywne byly podczyszczane za pomoca krystalizacji. Poniewaz stopien
oczyszczenia nie byt zadowalajacy podjgte zostalty proby otrzymania czystych zwiazkow
innymi metodami, migdzy innymi za pomoca HPLC na preparatywnej kolumnie z
odwrocona faza. Niestety estry aktywne okazaly si¢ bardzo nietrwalymi zwiazkami
ulegajacymi rozpadowi podczas oczyszczania za pomoca chromatografii. Rozpad ten

przedstawiono na schemacie 57.
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0 ,CH; I
R%O@S\*CH CH;SO4 ; R—C O—@S—C&
3

184 185
Schemat 57.

W zwiazku z nietrwalo$cia otrzymanych estrow aktywnych, do reakcji modyfikacji lipaz

zostaly uzyte zwiazki podczyszczone za pomoca krystalizacji. Ich czysto$¢ zostata

obliczona na podstawie widm 'H NMR i wynosi odpowiednio: 184a — 29%
(zanieczyszczony chlorowodorkiem trietyloaminy i1 estrem 185a); 184b — 38%
(zanieczyszczony chlorowodorkiem trietyloaminy 1 estrem 185b); 184c¢ — 39%
(zanieczyszczony chlorowodorkiem trietyloaminy); 184d — 89% (zanieczyszczony

chlorowodorkiem trietyloaminy).

Preparat enzymatyczny z Candida cylindracea zostat podczyszczony za pomoca dializy, a
nastgpnie poddany chemicznej modyfikacji metoda opisana w przez Takahashi i
wspotpracownikow.'® Schemat dziatania estrow aktywnych na wolne grupy aminowe i

hydroksylowe biatka enzymatycznego zostat przedstawiony na schemacie 58.

0
H CHg ) 9 CH;
NH, + R-C-0O st CHSOy . f NH-C-R + HO S CHsSOy
CH;, “CH;,
Schemat 58.

Za pomoca chemicznej modyfikacji grupami hydrofobowymi (benzoilowa, 3,5-
dinitrobenzoilowa, izo-butyrylowa 1 acetylowa) otrzymane zostaly cztery preparaty
enzymatyczne: Z(33)-CCL, Zdn(30)-CCL, i-Bu(34)-CCL oraz Ac(12)-CCL (stopien
modyfikacji podany w nawiasie). Podczyszczona, niezmodyfikowana lipaza N-CCL oraz
zmodyfikowane preparaty enzymatyczne zostaty uzyte w reakcjach biotransformacji. Przed
zastosowaniem powyzszych lipaz zostala sprawdzona ich aktywnos¢. Poniewaz chemiczna
modyfikacja preparatu enzymatycznego wplywa na ilos¢ wigzan karbonylowych, wolnych
grup hydroksylowych 1 aminowych, nie znaleziono metody pomiaru zawartosci biatka,
ktora bytaby niezalezna od ilosci tych grup i dawata poprawne wyniki. W zwiazku z tym
pomiar aktywno$¢ mierzono w jednostkach aktywnos$ci na mg preparatu enzymatycznego:
Z(33)-CCL - 8.77 (U/mg), Zdn(30)-CCL — 6.70 (U/mg), i-Bu(34)-CCL — 4.56 (U/mg),
Ac(12)-CCL - 6.75 (U/mg) oraz N-CCL - 5.20 (U/mg). Jedynie w przypadku
niezmodyfikowanej lipazy byla mozliwo$¢ okreslenia zawarto$ci biatka w preparacie.

Aktywnos$¢ niezmodyfikowanej lipazy na mg biatka wynosi: 45.30 (U/mg).
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Do reakcji enzymatycznej hydrolizy zostat wybrany zwiazek 181a, ze wzgledu na duza
aktywno$c¢ lipazy z Candida cylindracea wobec tego substratu. Wyniki tych reakcji zostaty
przedstawione w tabeli 13. Stopien przereagowania oraz ee zostaly obliczone na podstawie

widm *'P NMR z dodatkiem chininy.

Tabela 13. Hydroliza 1-hydroksyetano(P-fenylo)fosfinianu etylu 181a modyfikowanymi lipazami

w uktadzie dwufazowym (0.2 mmol substratu, 20 mg lipazy).

lipaza czas T?akcji stopien przereagowania [%] ce [%]
[min] (Re,R); (Sp,S) (Rp,S); (Se,R)  (Se.S) (Ro.S)
N-CCL 40 64 3 - "
Z(33)-CCL 40 36 60 . i
Zdn(30)-CCL 40 48 - . i
i-Bu(34)-CCL 40 57 8 5 >
Ac(12)-CCL 40 y - - .

Jak wida¢ z tabeli 13 modyfikacja lipazy z Candida cylindracea nie polepszyta jej
wlasciwos$ci biokatalitycznych wobec substratu 181a. Przeprowadzone zostaly rowniez
proby estryfikacji zmodyfikowanymi lipazami zwiazku 180a, jednakze zadna z nich nie

katalizowala tej reakcji.

4.1.5. Biotransformacje za pomoca mikroorganizmow lipolitycznych.

Do tej pory w literaturze ukazala si¢ jedna publikacja na temat hydrolizy estrow
hydroksyfosfofosfoniandw, w ktorej jako biokatalizatory zostaty zastosowane dwa szczepy
mikroorganizméw: Pseudomonas fluorescens i Penicillium citrinum.'” Zastosowanie w
biokatalizie calych komorek mikroorganizmow jest bardzo obiecujaca metoda, szczegodlnie
ze wzgledu na niski koszt przeprowadzanych reakcji w pordwnaniu do reakcji
enzymatycznych (pominigcie etapu izolacji i oczyszczania enzymu).

Zastosowanie catych komorek mikroorganizméw wiaze si¢ z zastosowaniem srodowiska
wodnego, gdyz jest to naturalne srodowisko dla procesow zachodzacych w komorkach, a
proba zmiany na uktad dwufazowy, czy rozpuszczalnik organiczny wiaze si¢ ze spadkiem
aktywno$ci enzymatycznej. Mozna to czgéciowo ograniczy¢ przeprowadzajac
immobilizacj¢ komorek.

W celu poprawy dostepu substratu do aparatu enzymatycznego komoérki mozna zastosowac

permeabilizacjg. Proces ten polega na zwigkszeniu przepuszczalno$ci btony komorkowe;j
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poprzez zniszczenie ciaglosci jej struktury. Permeabilizacja pozwala na uzyskanie
biokatalizatora o znacznie wyzszej aktywnosci niz cate komorki mikroorganizmow.

W badaniach nad enancjoselektywnoscia reakcji hydrolizy a-butyryloksyfosfinianow 181 i
aktywnoscia aparatow enzymatycznych znajdujacych si¢ w komoérkach mikroorganizmow
zastosowane zostaly cztery szczepy bakterii: Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis,
Acinetobacter baumannii 1 Serratia liquefaciens. Poniewaz aktywno$¢ enzymow
komodrkowych jest $cisle zwiazana z faza wzrostu, w jakiej znajduje si¢ mikroorganizm,
przeprowadzone zostaty badania nad okre§leniem czasu przej$cia mikroorganizméw z fazy
logarytmicznej do fazy stacjonarnej: Pseudomonas aeruginosa — 26 h, Bacillus subtilis —
31 h, Acinetobacter baumannii — 29 h 1 Serratia liquefaciens — 33 h.

Reakcje hydrolizy katalizowane catymi komorkami mikroorganizmow przeprowadzono na
dwoéch wybranych substratach 181a i ¢ (Schemat 59) w 0.017 M buforze fosforanowym
(pH = 7.00). Wyniki tych badan zostaly przedstawione w tabelach 14 i 15. Stopien

przereagowania oraz ee zostaly obliczone na podstawie widm °*'P NMR z dodatkiem

chininy.
] ]
0 0/k/\ o OM O OH
I mikroorganizm Il F’

Ph“";P‘l“i:"R - PhN“;P """ H + Ph*% \"'R

EtO H EtO R EtO H
181 (Rp,R) 1 (Sp,R) 181 (Sp,S) 1 (Rp,S) 180

Schemat 59.

Tabela 14. Hydroliza 1-butyryloksyetano(P-fenylo)fosfinianu etylu 181a za pomoca calych

komoérek mikroorganizmoéw o whasciwosciach lipolitycznych (50 pl substratu).

- stopien przereagowania [%] ee [%]
szczep czas reakcji [h]
(Se,R); (Rp,S)  (Re,R); (Sp,S)  (Re,S) (Sp,S)
Pseudomonas 22 20 7 >98 >98
aeruginosa 71 32 17 >98 68
Bacillus 20 30 33 >98 >98
subtilis 24 41 41 >98 79
Acinetobacter 48 38 36 >98 68
baumannii 72 60 43 20 66
Serratia 94 17 9 49 39
liquefaciens
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Tabela 15. Hydroliza 1-butyryloksy-1-fenylometano(P-fenylo)fosfinianu etylu 181c¢ za pomoca

catych komorek mikroorganizmow o wlasciwosciach lipolitycznych (50 pl substratu).

czas reakcji stopien przereagowania [%] ee [%]
szczep h
[h] (Re,R); (SS)  (SeR); (ReS) — (Sn.8)  (Re.S)
Pseudomonas 48 30 14 62 72
aeruginosa 94 41 27 31 38
Bacillus 24 49 50 90 90
subtilis 72 82 77 24 31
48 33 16 4 33
Acinetobacter 72 79 76 19 39
baumannii 48 12 5 47* 18
72 35 20 53* -
90 44 67 51 66
, Serratia 168 68 63 11 28
iquefaciens
72 13 10 44%* 6**

* - przewaga izomeru (Rp,R)

** - przewaga izomeru (Sp,R)

Bardzo dobre rezultaty, zarowno jezeli chodzi o aktywno$¢, jak i enancjoselektywnosc,
dato zastosowanie komorek szczepu Bacillus subtilis w reakcjach hydrolizy obu estrow.
Natomiast zastosowanie komorek szczepow Acinetobacter baumannii 1 Serratia
liquefaciens dato nie tylko gorsze rezultaty dla obu substratow, ale réwniez brak
powtarzalno$ci wynikow w przypadku hydrolizy zwiazku 181c.

W celu poprawy dostgpu substratow do aparatu enzymatycznego komorki, a przez to
szybkos$ci reakcji, zastosowana zostata permeabilizacja, ktéra przeprowadzono metoda
opisana przez Serrano i wspotpracownikow.'®

Przeprowadzone zostaly badania z wykorzystaniem permeabilizowanych komorek
wszystkich posiadanych szczepoéw na dwoch substratach 181a i ¢. Wyniki tych badan
zostaly przedstawione w tabelach 16 i1 17. Stopien przereagowania oraz ee zostaly

obliczone na podstawie widm *'P NMR z dodatkiem chininy.
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Tabela 16. Hydroliza 1-butyryloksyetano(P-fenylo)fosfinianu etylu 18la za pomoca

permeabilizowanych komoérek mikroorganizméw o wlasciwosciach lipolitycznych (50 pl

substratu).
czas stopien przereagowania [%] ee [%]
szczep modyfikacja  reakcji
[h] (SP’R)’ (Rl”S) (RP,R): (SP,S) (RP’S) (SPBS)
Pseudomonas ) 22 20 7 >98 98
aeruginosa oo meabilizacia 48 17 10 >98 43
Bacillus - 20 30 33 >98 >98
subtilis  permeabilizacja 22 16 22 71 83
Acinetobacter } 48 38 36 >98 68
baumannii oo eabilizacja 48 30 36 44 50
Serratia - 94 17 9 49 39
liquefaciens permeabilizacja 48 26 24 25 17

Tabela 17. Hydroliza 1-butyryloksy-1-fenylometano(P-fenylo)fosfinianu etylu 181c za pomoca

permeabilizowanych komorek mikroorganizméw o wiasciwosciach lipolitycznych (50 pl

substratu).
czas  stopien przereagowania [%] ee [%]
szczep modyfikacja  reakcji
[h] (RP?R): (SP:'S) (SP,R), (RP,S) (SP,S) (Rl)aS)

Bacillus - 24 49 50 90 90
subtilis  permeabilizacja 22 44 41 94 89
Acinetobacter } 48 12 S 47* 18

baumannii permeabilizacja 48 12 <5 43%* -
Serratia - 72 13 10 44* 6**

liquefaciens  permeabilizacja 90 8 <5 28% -
Pseudomonas } 94 41 27 31 38
aeruginosa  permeabilizacja 90 48 28 86 84

* - przewaga izomeru (Rp,R)
** - przewaga izomeru (Sp,R)
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W  przypadku zastosowania permeabilizowanych komorek szczepu Pseudomonas
aeruginosa w reakcji hydrolizy zwiazku 18la zaobserwowano gorsza aktywno$¢ 1
enancjoselektywnos¢. W przypadku zastosowania zwigzku 181c¢ aktywno$¢ si¢ nie
zmienita, natomiast enancjoselektywno$¢ wzrosta. Zastosowanie permeabilizowanych
komorek szczepu Serratia liquefaciens spowodowalo wzrost aktywno$ci tego
biokatalizatora wobec substratu 181a, natomiast spadek wobec substratu 181c. W
pozostatych przypadkach zastosowanie permeabilizowanych komorek nie wptyngto na
aktywno$¢ i enancjoselektywno$¢ lub je obnizyto.

W celu umozliwienia zastosowania komorek mikroorganizméw w uktadzie dwufazowym
poddano je immobilizacji w alginianie wapnia (mikrokapsutkowanie).'®® Jest to najlepsza
metoda immobilizacji umozliwiajaca zastosowanie Dbiokatalizatora w  uktadzie
dwufazowym.

Przeprowadzone zostaly badania nad hydroliza substratu 181la z wykorzystaniem
immobilizowanych komoérek wszystkich posiadanych szczepow w buforze fosforanowym 1
uktadzie dwufazowym. Wyniki tych badan zostaly przedstawione w tabelach 18 i 19.
Stopief przereagowania zostat obliczony na podstawie widm °*'P NMR, natomiast ee na

podstawie chromatogramow HPLC z chiralng kolumna.

Tabela 18. Hydroliza 1-butyryloksyetano(P-fenylo)fosfinianu etylu 18la za pomoca
immobilizowanych komoérek mikroorganizméw o wiasciwosciach lipolitycznych w buforze

fosforanowym (50 pl substratu).

czas  stopien przereagowania [%] ee [%]
szczep modyfikacja reakcji
[h] (SP,R), (RP,S) (RP,R)') (SP,S) (RPJS) (SP,S)

Pseudomonas ) 22 20 7 >98 >98
aerugmosda jmmobilizacja 168 12 6 76 38
Bacillus - 20 30 33 >98 >98
subtilis  jmmobilizacja 22 35 32 95 >98
Acinetobacter } 48 38 36 >98 68
baumannii ., 0bilizacia 168 26 24 95 39
Serratia - 94 17 9 49 39

liguefaciens  immobilizacja 168 <5 <5 - -
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Tabela 19. Hydroliza 1-butyryloksyetano(P-fenylo)fosfinianu etylu 18la za pomoca
immobilizowanych komorek mikroorganizméw o wlasciwosciach lipolitycznych w uktadzie

dwufazowym (0.2 mmol substratu).

czas  stopien przereagowania [%] ee [%]
szczep modyfikacja  reakcji
[h] (SpaR): (RP,S) (RP,R)a (SP,S) (RP>S) (SPJS)

Pseudomonas ) 7 32 17 >98 68
aerugmnosa  immobilizacja 168 51 27 79 45
Bacillus - 24 41 41 >98 79
subtilis  immobilizacja 168 35 36 81 51
Acinetobacte - 48 38 36 >98 68
rbaumannii 00 obilizacia 168 48 50 92 95
Serratia - 94 17 9 49 39
liquefaciens  jmmobilizacja 168 22 10 86 32

Hydroliza immobilizowanymi komorkami bakterii w  buforze fosforanowym
przeprowadzona zostala w celu sprawdzenia zmian w aktywnosci tych biokatalizatorow.
Jak wynika z tabeli 18 tylko w przypadku immobilizacji komorek szczepu Bacillus subtilis
nie zaobserwowano zmiany aktywnosci, natomiast w pozostatych przypadkach proces ten
znacznie ja obnizyt.

Immobilizacja komoérek mikroorganizméw umozliwita zastosowanie tych biokatalizatorow
w ukladzie dwufazowym, jednakze wiaze si¢ to ze spadkiem aktywnosci.
Enancjoselektywnos¢ w wigkszosci przypadkéw zostala nieznacznie obnizona (tylko w
przypadku zastosowania immobilizowanych komorek szczepu Serratia liquefaciens
zaobserwowano wzrost enancjoselektywnosci wobec jednej pary enancjomeréw (Sp,R)

(Rp,S) substratu 181a).
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4.2. Okreslenie konfiguracji absolutnej.

Metody NMR sa od dawna wykorzystywane do okreslenia konfiguracji absolutnej
hydroksyfosfoniandw z jednym centrum stereogenicznym. Najczg$ciej stosuje si¢ chiralne
czynniki derywatyzujace takie jak: kwas a-metoksy-a-trifluorometylofenylooctowy
(MTPA) i kwas a-metoksyfenylooctowy (MPA), za pomoca podwojnej derywatyzacji.
Byly rowniez podejmowane proby zastosowania tych metod do okreslenia konfiguracji
absolutnej polifunkcyjnych (posiadajacych wigcej niz jedno centrum asymetrii)
hydroksyfosfonianow. Jednak ze wzgledu na powstajace w ten sposob dodatkowe centra
chiralno$ci nalezy zastosowa¢ modele uwzgledniajace przestaniajaco-odstaniajacy wptyw
wszystkich podstawnikow arylowych obecnych w zderywatyzowanej pochodnej badanego
zwiazku. ' 1%7

W  przypadku o-hydroksyfosfinianow 180, mozna zastosowaé chiralny odczynnik
derywatyzujacy, majac na uwadze, ze metoda ta umozliwia okreslenie konfiguracji
absolutnej tyko na o atomie wegla. Shioji 1 wspoOtpracownicy wykorzystali chlorek
(R)-MTPA-CI do okreslenia konfiguracji absolutnej jednej pary enancjomerow zwiazku
180a."*° Ta sama metoda, ale z zastosowaniem chlorku (S)-MTPA-Cl, zostala zastosowana
do okreslenia konfiguracji absolutnej na o atomie wegla wszystkich a-hydroksyfosfinianow
180.

Do okreslenia konfiguracji absolutnej na atomie fosforu 1-hydroksyetano(P-
fenylo)fosfinianu etylu 180a oraz 1-hydroksy-2,2-dimetyloetano(P-fenylo)fosfinianu etylu
180b postuzono si¢ danymi literaturowymi,' konfiguracje absolutng jednego izomeru
1-hydroksy-1-fenylometano(P-fenylo)fosfinianu etylu 180c¢ okreslono za pomoca
krystalografii, natomiast konfiguracj¢ absolutna na atomie fosforu 1-hydroksy-1-(3,4-
dimetoksyfenylo)metano(P-fenylo)fosfinianu etylu 180d okre$lono na podstawie wynikoéw

uzyskanych z widm *'P NMR z chining wszystkich a-hydroksyfosfinianow.

4.2.1. OKkreSlenie konfiguracji absolutnej 1-hydroksyetano(P-
fenylo)fosfinianu etylu oraz 1-hydroksy-2,2-dimetyloetano(P-
fenylo)fosfinianu etylu.

W trakcie wykonywania pracy badawczej postanowiono rozdzieli¢ pary enancjomeréw
(diastereoizomery) wszystkich posiadanych substratow biotransformacji za pomoca

chromatografii kolumnowej. W tym celu testowano kilka eluentéw. W rozdziale
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diastereoizomerdéw zwiazku 181c¢ najlepszym okazat si¢ eluent trojsktadnikowy o sktadzie:
chlorek metylenu:n-heksan:octan etylu - 1:1:0.5, ktéry z wydajnoscia 10% pozwolit
otrzyma¢ jedna czysta par¢ enancjomerow  1-butyryloksy-1-fenylometano(P-
fenylo)fosfinianu etylu 181c. Niestety nie udalo si¢ uzyskal czystej drugiej pary
enancjomeréw, ani zadnej pary enancjomerdéw pozostatych a-butyryloksyfosfinianow.
Otrzymano natomiast estry 181 zawierajace mieszaniny diastereoizomerow o stosunku
innym niz 1:1, ktére postuzyty do okreslenia konfiguracji absolutnej na o atomie wegla
wszystkich a-hydroksyfosfonianow.

W trakcie wykonywania pracy badawczej opisanej] w niniejszej rozprawie ukazala sig
publikacja na temat rozdziatu kinetycznego o-hydroksyfosfinianoéw (migdzy innymi
zwiazkow 180a i b). Zastosowano tam mieszaning racemiczna jednej pary enancjomerow
kazdego z substratow. Opisane zostaly rowniez dane spektroskopowe tej pary
enancjomerow obu zwiazkow (Rysunek 40).'* W publikacji tej btednie przypisano tym
enancjomerom konfiguracje (Sp,S) 1 (Rp,R). Jak mozna zauwazy¢ izomery te maja
konfiguracj¢ (Rp,S) 1 (Sp,R). Prawdopodobnie przy okreslaniu konfiguracji absolutnej
pominigto fakt, ze podwdjne wiazanie P=0, traktuje si¢ jak wigzanie P-O-O- i podstawnik
ten ma pierwszenstwo przed podstawnikiem estrowym (pojedynczym wiazaniem P-O-).
Ponadto, okreslajac konfiguracje absolutna tych izomeroéw pominigty zostat fakt, ze
estryfikacja chlorkiem (R)-MTPA-CI prowadzi do otrzymania estru (S)-MTPA.

O OH O OH

Rysunek 40. Para enancjomeréw 180a i b opisana w literaturze.

Postugujac si¢ opisanymi w omawianej publikacji danymi spektroskopowymi przypisano
konfiguracje parom enancjomerow obu zwiazkow na widmach *'P NMR. Polozenie
sygnatéw na widmach "H i ®C NMR dla par enancjomerdéw okreslonych na rysunkach 41 i

42 jako (Rp,S) 1 (Spr,R) pokrywaja si¢ z danymi z omawianej publikacji.
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Rysunek 41. Widmo *'P NMR 1-hydroksyetano(P-  Rysunek 42. Widmo *P NMR 1-hydroksy-2,2-

fenylo)fosfinianu etylu. dimetyloetano(P-fenylo)fosfinianu etylu.

Do  okre$lenia  konfiguracji  absolutnej na o atomie weggla  wszystkich
a-hydroksyfosfiniandw zastosowano chlorek Mosher'a (S)-(+)-MTPA-CI.
1-Hydroksyetano(P-fenylo)fosfinian etylu (stosunek molowy 1Zomerow:
(Rp,S):(Sp,R):(Rp,R):(Sp,S) = 0.35:1.00:0.53:0.18) otrzymany po hydrolizie estru 181a
(sktadajacego si¢ z roznomolowej mieszaniny par enancjomerdéw) lipaza z Candida
cylindracea zostat zestryfikowany za pomoca (S)-(+)-MTPA-CI. Otrzymano w ten sposob
cztery izomery estru (R)-MTPA 186a.

Dla potwierdzenia otrzymanych wynikéw otrzymano dodatkowo cztery izomery estru
(R)-MTPA 186a w stosunku molowym izomerdw (Rp,S):(Sp,R):(Rp,R):(Sp,S) =
0.51:1.00:0.80:0.06. W tym celu zestryfikowano a-hydroksyfosfinian 180a otrzymany po
hydrolizie estru 181a lipaza z Rhizopus sp.

Przesunigcia chemiczne sygnatow pochodzacych od grupy metylowej reszty R (CHs-CH-P)
estru 186a wynosza: (Sp,S,R) — 1.37 ppm; (Rp,R,R) — 1.43 ppm; (Rp,S,R) — 1.43 ppm;
(Sp,R,R) — 1.53 ppm.

Jak wynika z modelu opracowanego przez Mosher'a sygnaly na widmie 'H NMR
pochodzace od grupy metylowej reszty R izomeréw o konfiguracji (S) znajduja si¢ w
wyzszych polach niz izomeréw (R) (Rysunek 43). Izomery estru MTPA pochodzace od
kazdej pary enancjomerow o-hydroksyfosfonianu byty rozpatrywane oddzielnie. Sygnaty
pochodzace od izomerow (Rp,R,R) oraz (Rp,S,R) pokrywaja si¢ 1 ich 6 = 1.43 ppm.
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Prawidlowo$¢ przypisania tych izomeréw jednemu sygnatowi na widmie 'H NMR zostata

potwierdzona za pomoca widma dwuwymiarowego 2D 'H —*'P HMQC.

Ph, O

EtO »'p_ MeO Ph

O
\\ CH
- ! EtO.... <3
H3C§'/O\>\CF3 O
|

H O

nizsze pole w stosunku do
(Sp,R,R) 186a

O
o, 0
Ph’P___ 0 € L Ph Ph""\iJ C__H3
H3C\'~'/ \”>\CF3 EtO( X
H (0]

nizsze pole w stosunku do

(Rp.R,R) 186a (Sp.S,R) 186a

Rysunek 43.

Przesunigcia chemiczne sygnatow pochodzacych od grupy metylowej reszty estrowej
(CH;3-CH,-O-P) wynosza odpowiednio: (Sp,S,R) — 1.32 ppm; (Rp,R,R) — 1.27 ppm; (Rp,S,R)
—1.35 ppm; (Sp,R,R) — 1.30 ppm.

Jak wynika z modelu Mosher'a w tym przypadku mamy sytuacje odwrotng niz poprzednio.
Sygnatly na widmie "H NMR pochodzace od grupy metylowej reszty estrowej izomerow o
konfiguracji (R) znajduja si¢ w wyzszych polach niz izomerdéw (S) (Rysunek 44).

wyzsze pole w stosunku do

Ph, O o
EtO—P, OM\GO><,Ph 0., CHs OM\GO>< Ph
H o H o
(Sp,R,R) 186a (Rp,S,R) 186a
wyzsze pole w stosunku do
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Ph»P__ MeO ...Ph Ph. I\ C_H3 MeO ...Ph
H;C s OQK DL ~
YR me” YR
H 0O H 0]
(Rp,R,R) 186a (Sp,S,R) 186a

Rysunek 44.
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W ten sposob okreslono konfiguracje absolutna wszystkich izomerow zwiazku 180a i
przypisano je odpowiednim sygnalom na widmach *'P NMR z dodatkiem chininy

przedstawionych na rysunkach 45 1 46.
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Rysunek 45. Hydroliza lipaza z Rhizopus sp. — Rysunek 46. Transestryfikacja lipaza z Mucor
24 h — widmo *'P NMR 180a z chinina. javanicus — 68 h — widmo *'P NMR 180a z chinina.

W ten sam sposob okreslono konfiguracj¢ absolutng 1-hydroksy-2,2-dimetyloetano(P-
fenylo)fosfinianu etylu 180b.

W celu otrzymania odpowiedniej mieszaniny izomeréw zwiazku 180b, przeprowadzona
zostala hydroliza réznomolowej mieszaniny diastereoizomeréw 1-butyryloksy-2,2-
dimetyloetano(P-fenylo)fosfinianu etylu 181b lipaza z Candida cylindracea. Otrzymany
a-hydroksyfosfinian 180b (stosunek molowy izomerow: (Rp,S):(Sp,R):(Rp,R):(Sp,S) =
2.36:0.44:0.39:0.99) zostal oczyszczony za pomoca HPLC (preparatywna kolumna C-18),
a nastepnie zestryfikowany za pomoca (S)-(+)-MTPA-Cl. W ten sposob otrzymane zostaty
cztery diastereoizomery estru (R)-(+)-MTPA 186b.

Poniewaz réznice w zawarto$ci izomeréw (Sp,R,R) 1 (Rp,R,R) sa niewielkie (0.44:0.39) dla
pewnosci powtorzone zostalty badania z wykorzystaniem niezhydrolizowanego estru 181b
po reakcji z lipaza z Candida cylindracea. Ester ten zostal chemicznie zhydrolizowany za
pomoca kwasu siarkowego. Otrzymana w ten sposOb mieszanina izomeréw o stosunku

molowym: (Rp,S):(Sp,R):(Rp,R):(Sp,S) = 0.18:2.45:1.00:0.35 a-hydroksyfosfinianu 180b
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zostata zestryfikowana za pomoca (S)-(+)-MTPA-CI dajac cztery diastereoizomery estru
(R)-MTPA 186b.

Przesunigcia chemiczne sygnatow pochodzacych od grupy metylowej reszty estrowej
(CH5-CH,-O-P) wynosza odpowiednio: (Sp,S,R) — 1.29 ppm; (Rp,R,R) — 1.248 ppm;
(Rp,S,R) — 1.27 ppm; (Sp,R,R) — 1.245 ppm (Rysunek 47). Sygnaly pochodzace od
1izomeréw (Rp,R,R) oraz (Sp,R,R) sa potozone bardzo blisko siebie, jednak sa rozdzielone,
dlatego tez podane zostaty wartosci przesuni¢¢ chemicznych tych sygnatow z doktadnoscia

do trzech miejsc po przecinku. Podobnie beda opisane inne sygnaty lezace blisko siebie.

wyzsze pole w stosunku do

Ph, qu CH;
Eto-— P OMCO y Ph . OO\\P H MCO Ph
CHy” \( | 3 P’
H 0]
(Sp,R,R) 186b (Rp,S,R) 186b

wyzsze pole w stosunku do

EO, O H3C . CH;
Ph—-P MeO .Ph O \\ H MeO .Ph
O O
P G GG || :
H o
(Rp,R,R) 186b (Sp,S,R) 186b
Rysunek 47.

Przesunigcia chemiczne pochodzace od grup metylowych reszty R ((CHs),-CH-CH-P)
wynosza odpowiednio: grupa (CH;)": (Sp,S,R) — 1.00 ppm; (Rp,R,R) — 1.05 ppm; (Rp,S,R) —
0.892 ppm; (Sp,R,R) — 1.04 ppm.

grupa (CHs)™": (Sp,S,R) — 0.75 ppm; (Rp,R,R) — 0.85 ppm; (Rp,S,R) — 0.889 ppm; (Sp,R,R) —
0.99 ppm.

Model Mosher'a dla tego estru przedstawiony jest na rysunkach 47 i 48.
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nizsze pole w stosunku do

(Sp,R,R) 186b (Rp,S,R) 186b
Eo, 0 Hﬂm

Ph-—-P MeO (0) MeQO

<~ CH .Ph
CH3—CH ~CF Ph Pt OQ\CF
CHy” ’ EO | ’
3
\ 0]
nizsze pole w stosunku do

(Rp,R,R) 186b (Sp.S.R) 186b

Rysunek 48.

Na rysunku 49 przedstawione zostato widmo *'P NMR i przypisana izomerom 1-hydroksy-

2,2-dimetyloetano(P-fenylo)fosfinianu etylu 180b konfiguracja absolutna.

N O ™M [ee]
[eN] [N N
~ w0 o™ ~N
S
< < < S
(Rp,S)
(Sp,S) (Sp.R)
AW l (Rp,R)
I T T
42.0 415 41.0

W e e

Rysunek 49. Hydroliza lipaza z Candida cylindracea — 7 dni — widmo *'P NMR 180b z chining.
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4.2.2. OKkreslenie konfiguracji absolutnej 1-hydroksy-1-fenylometano(P-

fenylo)fosfinianu etylu.

Oczyszczona para enancjomerow 1-butyryloksy-1-fenylometano(P-fenylo)fosfinianu etylu
181c zostata poddana reakcji biotransformacji za pomoca komorek Bacillus subtilis (czas:
17 h; stopien konwersji: 35%; ee: 87%). Otrzymany po biotransformacji jeden enancjomer
180c {[op] = +2.8, ¢ 1.67, CH;Cl, 23°C)} zostal oczyszczony za pomoca HPLC
(preparatywna kolumna C-18). Po przeprowadzeniu krystalizacji otrzymano krysztaty
nadajace si¢ do badan krystalograficznych. W wyniku tych badan okreslona zostala

konfiguracja absolutna tego enancjomeru: (Rp,S).

Rysunek 50.

Konfiguracja na atomie wegla tego izomeru zostata dodatkowo potwierdzona na podstawie
widm 'H NMR estrow Mosher'a. Metode te wykorzystano rowniez do okreSlenia
konfiguracji absolutnej na o atomie wegla pozostatych izomerow.

Czysty izomer (Rp,S) zostal zestryfikowany za pomoca (S)-(+)-MTPA-CI. Otrzymany w
ten sposob ester (R)-MTPA 186¢ (Rp,S,R) postuzyt jako standard.

Nastgpnie pozostala po hydrolizie za pomoca komorek Bacillus subtilis mieszanina
enancjomerow (Rp,S) 1 (Sp,R) (ee = 36%) 181c zostala chemicznie zhydrolizowana za

pomoca niewielkiej ilosci kwasu siarkowego. Otrzymana w ten sposob mieszanina
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enancjomeréow (Rp,S) 1 (Sp,R) 180c w stosunku molowym (0.47:1.00) zostala
zestryfikowana za pomoca S-(+)-MTPA-Cl. Otrzymano w ten sposob dwa
diastereoizomery estru (R)-MTPA 186¢ (Rp,S,R) 1 (Sp,R,R).

Przesunigcia chemiczne sygnatow pochodzacych od grupy metoksylowej dwoch izomerdéw
estru 186¢ wynosza odpowiednio: (Rp,S,R) — 3.43 ppm; (Sp,R,R) — 3.39 ppm.

Do okreslenia konfiguracji absolutnej na o atomie wegla pozostatej pary enancjomerdow
(Re,R) 1 (S,S) I-hydroksy-1-fenylometano(P-fenylo)fosfinianu etylu 180¢ uzyto
roznomolowe] mieszaniny wszystkich izomerow 180c¢ ((Rp,S):(Sp,R):(Rp,R):(Sp,S) =
2.3:1.4:0.5:0.3) uzyskanej dzigki hydrolizie réznomolowej mieszaniny diastereoizomerdéw
(par enancjomeréw) 181¢ za pomoca komoérek Bacillus subtilis. Otrzymany w ten sposob
180c zostal zestryfikowany za pomoca (S)-(+)-MTPA-CI. Otrzymano w ten sposob cztery
diastereoizomery estru (R)-MTPA 186c¢.

Dodatkowo, dla potwierdzenia wynikow z powyzszych doswiadczen, przeprowadzona
zostata estryfikacja chlorkiem (S)-(+)-MTPA-CI r6znomolowej mieszaniny izomerow 180c¢
((Rp,S):(Sp,R):(Rp,R):(Sp,S) = 1.00:0.32:0.16:0.60), uzyskanej po hydrolizie lipaza z
Candida  cylindracea  estru  181¢  zawierajacego  réznomolowa  mieszaning
diastereoizomerow.

Przesunigcia chemiczne sygnatdow pochodzacych od grupy metoksylowej; (MeO-)
pozostatych izomeréw estru 186¢ wynosza odpowiednio: (Sp,S,R) — 3.50 ppm; (Rp,R,R) —
3.42 ppm.

Zgodnie z anizotropowym efektem grupy fenylowej sygnaly grup metoksylowych
1izomerdow z konfiguracja (R) na atomie wegla znajduja si¢ w wyzszych polach na widmie

"H NMR w stosunku do izomerdw (S) (Rysunek 51).
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wyzsze pole w stosunku do
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wyzsze pole w stosunku do
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men N

(Rp,R.R) 186¢ (Sp,S,R) 186¢
Rysunek 51.
Przesunigcia chemiczne sygnatow pochodzacych od grupy metylowej reszty estrowej
(CH5-CH,-O-P) wszystkich izomerow estru 186¢ wynosza odpowiednio: (Rp,S,R) — 1.22
ppm; (Sp,R,R) — 1.21 ppm; (Sp,S,R) — 1.23 ppm; (Rp,R,R) — 1.18 ppm.
Model Mosher'a oddzialywan anizotropowych grupy fenylowej reszty estrowej z grupa

metylowa przedstawiony zostat na rysunku 52.

wyzsze pole w stosunku do

—_— MeO
EtO “p’ EtO- \\ Ph
Ph\|/ CF3 CF3

(Sp,R,R) 186¢ (Rp,S,R) 186¢

wyzsze pole w stosunku do
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ph.—p MeO \\ Ph MeO
(Rp,R,R) 186¢ (Sp,S,R) 186¢

Rysunek 52.
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Na rysunku 53 przedstawione zostato widmo *'P NMR 1-hydroksy-1-fenylometano(P-

fenylo)fosfinianu etylu 180c z chining 1 przypisana izomerom konfiguracja absolutna.
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Rysunek 53. Hydroliza lipaza z Candida cylindracea — 46 h — widmo *'P NMR 180c¢ z chining.

4.2.3. OKreslenie konfiguracji absolutnej 1-hydroksy-1-(3,4-
dimetoksyfenylo)metano(P-fenylo)fosfinianu etylu.

W celu otrzymania odpowiedniej mieszaniny izomerow zwiazku 180d, przeprowadzona
zostata hydroliza réznomolowej mieszaniny diastereoizomerow 1-butyryloksy-1-(3,4-
dimetoksyfenylo)metano(P-fenylo)fosfinianu etylu 181d lipaza z Aspergillus niger.
Otrzymany a-hydroksyfosfinian 180d (stosunek molowy izomerow:
(Rp,S):(Sp,R):(Rp,R):(Sp,S) = 1.20:0.48:0.57:1.10) zostat oczyszczony za pomoca HPLC
(preparatywna kolumna C-18), a nastgpnie zestryfikowany za pomoca (S)-(+)-MTPA-Cl.
W ten sposdb otrzymane zostaly cztery diastereoizomery estru (R)-(+)-MTPA 186d.

Dla potwierdzenia wynikéw uzyskanych dla tego estru powtorzone 