CHIRALNE LAKTONY
Z UKLADEM BICYKLONONANU
JAKO POTENCJALNE DODATKI DO ZYWNOSCI






TERESA OLE)JNICZAK

CHIRALNE LAKTONY
Z UKLADEM BICYKLONONANU
JAKO POTENCJALNE DODATKI DO ZYWNOSCI



Autor
dr Teresa Olejniczak

Opiniodawca
dr hab. Wanda Peczynska-Czoch

Redaktor merytoryczny
prof. dr hab. Ewelina Dziuba

Opracowanie redakcyjne
Anna Piskor

Lamanie
Alina Gebel

Projekt oktadki
Malgorzata Smuga

Monografie CXIII

© Copyright by Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu,
Wroctaw 2010

ISSN 1898-1151
ISBN 978-83-7717-036-6

WYDAWNICTWO UNIWERSYTETU PRZYRODNICZEGO WE WROCLAWIU
Redaktor Naczelny — prof. dr hab. Andrzej Kotecki

ul. Sopocka 23, 50-344 Wroclaw, tel. 71 328-12-77
e-mail: wyd@up.wroc.pl

Naktad 100 + 16 egz. Ark. wyd. 7,4. Ark. druk. 6,75
Druk i oprawa: F.P.H. ,,ELMA”



SPIS TRESCI

PrzedmOWa ... 9
1. Wprowadzenie i cel badan ... 11
2. Materialy i metody........cocovrninni s —————— 18
20 MALEHIBIY ... s 18
2.1.1. BIOKAtAlIZALOTY.......cccvveeieeiciee e 18

2.0.2. SUDSIIALY ....cveee e 19

2.2 MEIOAY ...ttt e 19
2.2.1. Metody analizy i rozdziatu mieszanin poreakcyjnych.........cccoeovveerirererereenrennns 19

2.2.2. Ustalanie struktury otrzymanych produktow ...........cocveneunnnenennnnenienen, 19

2.2.3. Transformacje mikrobiologiCzne ..........ccocceeeniciecsece e 20

2.2.4. Biotransformacje przy UZYCiu ENZYMOW .......ccocevrveeeunereeersineeeiseresssssesessesesnsens 21

2.2.5. Testy na aktywnoS¢ fungistatyCzng .......ccccvverreuneereinenienee s 22

2.2.6. Metody syntezy ChemiCZNE].........ccoveeuririeriricereisreeree e 22

3. Przedstawienie i dySKuSja WYNIKOW.........c.ccovereereneneeressennssesessssesessssessesssessessssessessssessenss 23

3.1. Zastosowanie mikrobiologicznej redukcji w chemoenzymatycznej syntezie
enancjomeréw 2-oksabicyklo[3.3.1]nonan-3-onu (4a) i jego analogow
z ugrupowaniem gem-dimetylowym (4b—d) ..o 23
3.1.1. Dobor mikroorganizméw zdolnych do enancjoselektywnej redukcji ugrupowania
karbonylowego w estrze dietylowym kwasu
2-(3-oksocykloheksylo)malonowego (2a) i jego gem-dimetylowych
POChOANYCH (2b=d)........oovieiiieieireeerce e 23
3.1.2. Dobor optymalnych warunkdw redukciji estrow dietylowych kwasow:
2-(3-oksocykloheksylo)malonowego (2a) oraz 2-(2,2-dimetylo-5-

oksocykloheksylo)malonowego (2b) przy uzyciu Absidia coerulea AM 93.......30
3.1.3. Wplyw wybranych induktoréw na efektywnos¢ bioredukcii estru dietylowego
kwasu 2-(3-oksocykloheksylo)malonowego (2a) ...........ccvveverriereirercensieiernnnns 36

3.1.4. Dobor optymalnych warunkdw redukciji estrow dietylowych kwasow:
2-(3,3—dimetylo-5-oksocykloheksylo)malonowego (2¢) oraz
2-(4,4-dimetylo-3-oksocykloheksylo)malonowego (2d) przy uzyciu
Rhodotorula rubra AM 4.............cc.oeieieereeeeneer e 41
3.1.5. Laktonizacja (+)- i (-)-izomerdw estru dietylowego kwasu 2-(3-hydroksycyklo-
heksylo)malonowego (3a) oraz ich gem-dimetylowych pochodnych (3b—d) ....44

3.1.6. Ustalenie konfiguracji absolutnej otrzymanych enancjomerow.............cc.ccuue... 46



3.2. Zastosowanie mikrobiologicznego lub enzymatycznego rozdziatu mieszaniny
racemicznej epoksyestréw do otrzymywania enancjomeréw
9-oksabicyklo[4.3.0]nonan-8-onu (12a) oraz jego gem-dimetylowych

ANAIOGOW (12D=0) ... 48
3.2.1. Synteza substratow i mechanizm 1akionizacji...........cccovvrvererienenieserieens 48
3.2.2. Dobor biokatalizatoréw zdolnych do rozdziatu mieszanin racemicznych

EPOKSYESIIOW (98—0) ......oovivriciiiiece e 54

3.3. Zastosowanie enzymatycznego lub mikrobiologicznego utleniania
mezo-dioli w syntezie chiralanych laktonéw z uktadem
8-oksabicyklo[4.3.0]nonan-9-onu (17, 19) i ich gem-dimetylo-

POChOANYCH (18, 20)........cvierieeiicee b 64
3.3.1. Enzymatyczne utlenianie dioli (21, 22) .........ccoovevirnenrrerenereeeens 65
3.3.2. Mikrobiologiczne utlenianie cis-1,2-bis(hydroksymetylo)
cykloheksanu (21) i biotransformacje bezwodnikdw (23-26) ............c.ccccoveneenee 67
3.3.3. Synteza racemicznych laktonéw z uktadem 8-oksabicyklo[4.3.0]
nonan-9-onu (17, 19) i ich gem-dimetylopochodnych (18, 20) ............cccccevennee. 71
3.3.4. Synteza chiralnych laktonéw (17, 17a, 17b, 19, 20) z uktadem
8-0ksabicyklo[4.3.0Jn0NAN-0-0NU.........ccorurierieiirierire e 74
3.4. Aktywno$¢ fungistatyczna laktonéw uzyskanych w pracy............ccooeoenecnncsnecnncnne 75
4, POUSUMOWANIE.......cccuericssesissss s e sss st s 82
L I -1 T R 88

APENAYKS. ... 1ottt bbbttt b bbb 98



Wykaz skrotow:

DMSO
Et
EtO
HMPA
MCPBA
Me
MPTA
NBS
PhH
py
THF
TsCl
TsOH

dimetylosulfotlenek

etyl

eter dietylowy
heksametylofosforoamid

kwas m-chloronadbenzoesowy

metyl

kwas a-metoksy-a-trifluorometylofenylooctowy
N-bromoimid kwasu bursztynowego
benzen

pirydyna

tetrahydrofuran

chlorek kwasu p-toluenosulfonowego
kwas p-toluenosulfonowy






PRZEDMOWA

Badania przedstawione w niniejszej rozprawie maja charakter interdyscyplinarny
i obejmuja syntezg chemoenzymatyczna, biotransformacj¢ przy uzyciu zaré6wno mikro-
organizmow, jak i izolowanych enzymoéw oraz badanie aktywnosci fungistatycznej
otrzymanych laktonow.

Wigkszos$¢ opisanych badan zamieszczonych w niniejszej pracy zostata zrealizowa-
na w ramach grantu habilitacyjnego N N312 2200 33 przyznanego przez Ministerstwo
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, realizowanego w latach 2007-2010. Rozprawa powstata
na podstawie szesciu ponizszej wymienionych prac i licznych nieopublikowanych wy-
nikow badan.
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1. WPROWADZENIE I CEL BADAN

Dodatki do zywnoS$ci podnosza jej walory sensoryczne [152, 155], uatrakcyjniaja
barwe, ulatwiaja procesy wytwarzania oraz zwigkszaja trwato$¢, chroniac przed rozwo-
jem mikroorganizmow.

Szacuje sig, ze patogenne grzyby sa przyczyna co najmniej dwudziestoprocentowe;j
straty w produkcji zywnosci i uprawach rolnych [26], a ponadto powoduja skazenie
czgsci zywnosci mikotoksynami. Rolnicy i technolodzy zywnosci probuja zmniejszy¢ te
straty, uzywajac preparatow hamujacych rozwdj mikroorganizmoéw. Zadanie nie jest
proste, poniewaz zwiazki te powinny by¢ zardwno obojgtne dla organizmu czlowieka,
jak 1 bezpieczne dla $rodowiska, a zatem podatne na biodegradacje. Wielu badaczy
uwaza, ze powyzsze warunki spetniaja zwiazki naturalne lub ich analogi.

W praktyce do ochrony mikrobiologicznej zywnosci stosuje si¢ dwa antybiotyki: po-
lipeptyd nizyng (E 234) [41, 42, 94, 142] i makrolid natamycyng (E 235). Wlasciwosci
hamujace rozwdj drobnoustrojow wykazuja takze kwasy: mréwkowy, benzoesowy,
sorbowy oraz siarczany, azotyny, a takze bifenole [156].

W zwiazku z rosnacymi wymaganiami konsumentow i koniecznoscia ustawowego
ograniczenia (okreslenia) dozwolonych dawek wzrasta liczba badan dotyczacych dodat-
kow do zywnosci, w tym rowniez o charakterze konserwujacym, a szczegdlnie zabez-
pieczajacym przed rozwojem drobnoustrojow. Duze nadzieje w tym zakresie poktada
si¢ w zwiazkach naturalnych i ich strukturalnych analogach. Zwiazki te otrzymywane sa
metodami syntezy asymetrycznej lub biosyntezy zalecanej przez Green Chemistry.

Wsrod potencjalnych dodatkéw do zywnosci szczegdlnie interesujaca grupg stano-
wia laktony, identyfikowane jako naturalne sktadniki olejkow roslinnych, warzyw,
owocow i produktow zywnosciowych [3, 6, 13, 20, 31, 70, 115, 178]. Laktony, np. ter-
penoidowe, sa no$nikami interesujacych zapachow [18], glownie owocowych, maja
najczesciej smak stodki, kokosowy lub ziotowy.

Zwiazki z ugrupowaniem laktonowym maja, procz wiasciwosci sensorycznych, tak-
ze inne aktywnosci biologiczne [35, 47, 63, 68, 81, 109, 110, 117, 134, 146, 164, 165] —
najbardziej znane to grzybobdjcze, bakteriobdjcze, cytostatyczne. Liczne z nich sa fe-
romonami w $wiecie owadow [15, 16, 21, 43, 48, 95, 97, 114]. Laktony, szczegolnie
seskwiterpenowe [5, 25, 39, 62, 124, 138, 143, 149, 158], posiadaja rowniez wlasciwosé
deterentow pokarmowych owadow.

Wsrod laktonéw wyizolowanych ze $srodowiska naturalnego najbardziej znane sa
laktony z ugrupowaniem p-mentanu [38, 64, 69, 92, 96, 116, 119, 184] (rys. 1), bedace
kluczowymi produktami w biosyntezie pseudopterosiny A i E [26, 46]: (-)-mintlaktonu
wystepujacego w olejku migty pieprzowej oraz laktonu winowego [69] biosyntezowane-
go w réznych gatunkach biatych win. Ich nasycony analog, izolowany z ro$liny morskiej
Pseudopterogorgia elizabethae, wykazuje aktywno$§¢ przeciwzapalng [32]. Uzywany
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jest on takze do syntezy laktonu o aktywnosci przeciwmalarycznej, naturalnie wystepu-
jacego w Artemisia annua [91, 188]. Laktony z uktadem p-mentanu majg takze zdol-
no$¢ repelentna w stosunku do owadow [33, 112].

3215@ . e .

o) | (0] \ 0]

O o
(—)-mintlakton lakton winowy lakton izolowany loliolidy menisdaurilid
(—)-mintlactone wine lactone  z Pseudopterogorgia loliolides menisdaurilide

elizabethae
lactone isolated from
Pseudopterogorgia

elizabethae

Rys. 1. Naturalne laktony z uktadem p-mentanu
Fig. 1. Natural lactones with p-mentane system

Znane s3 réwniez laktony z grupy loliolidow: nasycony hydroksylakton izolowany
z lisci stonecznika (Helianthus annus) i lakton rdzniacy si¢ od poprzedniego obecnoscia
wiazania podwodjnego w pierscieniu y-laktonowym. Wyizolowano go z filipinskiego
krzewu Malachra fasciata oraz trawy rajgras (Lolium penne) 1 stwierdzono, ze jest fe-
romonem czerwonej mrowki z gatunku Solenopsis invicta. Innym przyktadem natural-
nie wystepujacego laktonu z uktadem cykloheksanu jest menisdaurilid [67] ograniczacy
procesy transpiracji u rosliny Phyllanthus urinaria.

Inna grupa naturalnych laktonéw sa laktony o strukturze bicyklo[4.3.0]nonanu (rys. 2).
Stanowia one liczna grupg pochodnych ftalidu [5, 8-10, 14, 30, 51, 52, 72, 79-82, 89, 90,
93, 99, 103-107, 110, 111, 113, 120123, 126, 140, 142, 145, 154, 161, 166, 172, 179]
i izoluje si¢ je z roslin z rodziny Apiaceae Lindl. (w tym Ligusticum officinale — lub-
czyka lekarskiego, Ligusticum chuanxiong, L. wallichii — chinskich odmian lubczyka,
Angelica sinensis — dziggla chinskiego, Apium graveolens — selera zwyczajnego, Petro-
selinum crispum — pietruszki zwyczajnej). Sa to gldwnie rosliny uzywane w ziotolecznic-
twie, szczegdlnie w chinskiej medycynie ludowej. Udokumentowano ponad 70 struktur
tych laktonow i przeprowadzano z nimi testy biologiczne. Badacze podkreslaja, ze zaleta
tej grupy zwiazkow chemicznych jest tatwa, wydajna synteza i mozliwo$é wprowadza-
nia nowych grup funkcyjnych, ze wzgledu na obecno$¢ wigzan podwojnych.

Sedanenolid A nadajacy selerowi charakterystyczny zapach [14, 72, 10] wykazuje
aktywnos$¢ w stosunku do moskitéw, pasozytow, grzyboéw [113]. Aromatyczne 3-buty-
loftalid [51, 52, 72, 82, 103, 122, 179], cnidilid [110, 120, 166, 172] oraz neocnidilid
[30, 72, 79, 80 106, 142, 166] maja aktywnos$¢ owadobdjcza [172]. Wsrdd nich neocni-
dilid takze grzybobodjcza [161]. Sedanenolid A i jego dihydroksylowa pochodna, seda-
nenolid N [5, 111, 121, 122, 123], sa inhibitorami topoizomerazy 1 i II [88] — grupy
enzymow rozplatujacych i przecinajacych podwojna helise¢ DNA, umozliwiajac replika-
cje i transkrypcje. Zablokowanie topoizomeraz powoduje, ze komorki nowotworowe
nie namnazaja sig.
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o o
NG-072 sedanenolid N 3,8-dihydrodiligustilid
NG-072 sedanenolide N 3,8-dihydro-diligustilide

Rys. 2. Laktony izolowane z Apiaceae Lindl.
Fig. 2. Lactones isolated from Apiaceae Lindl.

Trwaja badania nad zastosowaniem laktonu NG-072 izolowanego z 4. graveolens
[104] jako leku tagodzacego objawy choroby Alzheimera. Wiele z wyizolowanych
struktur ma budowe dimerdw, tak jak na przyktad 3,8-dihydrodiligustilid [93, 145]
o aktywnosci zblizonej do progesteronu [93].

Syntetyczne pochodne tej grupy laktondéw: paraksetyna, citalopram, fluwoksamina,
sertralina (rys. 3) znalazty zastosowanie w terapii depresji i napadow Igkowych [147],
stanowiac selektywne inhibitory zwrotnego wychwytu serotoniny i norepinefryny, po-
wodujac zwigkszenie stgzenia neuroprzekaznika w przestrzeni migdzysynaptyczne;.

R R
N

Rys. 3. Syntetyczne pochodne ftalidow
Fig. 3. Synthetic derivatives of phthalides

Ze wzgledu na wiasciwosci, interesujacymi analogami strukturalnymi powyzszych
v-laktonow sa bicykliczne, sze$ciocztowe d-laktony o strukturze bicyklo[3.3.1]nonanu
(rys. 4).
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Najprostsza budowe ma nienasycony bicykliczny lakton otrzymany z ziaren owocow
Otoba parvifolia [54-56, 101, 102] wykazujacy antybiotyczng aktywno$¢ w stosunku do
tak chorobotworczych mikroorganizméw jak Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermis 1 Peptococcus sp. Struktura bicyklo[3.3.1]nonanu wystepuje takze w seskwi-
terpenowych laktonach izolowanych z lllicium floridanum [6, 60, 61, 78, 84-86, 151],
znanych jako antagonisci GABA (kwasu y-aminomastowego) [149].

Dalsza interesujaca grupe analogicznych §-laktonéw stanowia zinagrandinolidy A-C
(0-elemanolidy) [186], laktony izolowane z réznych gatunkow Zinnia (Compositae),
w tym Z. grandiflora [71], Z. juniperiflolia [134], Z. citrea [135]. Wykazuja one silng
aktywnos$¢ cytostatyczna w stosunku do linii komoérkowych nowotworéow ztosliwych
phuc NCI-H460, piersi MCF-7, trzustki MIA Pa Ca-2 i glejaka mozgu SF-268 [11].

o I :

| P — _ 0
“o
=L o
(]
O\/\/
lakton izolowany z Otoba parvifolia laktony seskwiterpenowe izolowane z Illicium floridanum
lactone isolated from Ofoba parvifolia sesquiterpene lactones isolated from Ilicium floridanum
B o B o
7 Oo— —
IS H — T
| 0
N =N
: I Y|
CHOO o CHOO o CHO O o
zinagrandinolid A zinagrandinolid B zinagrandinolid C
zinagrandinolide A zinagrandinolide B zinagrandinolide C

laktony izolowane z réznych gatunkow Zinnia
lactones isolated from different species of Zinnia

Rys. 4. Naturalne bicykliczne 8-laktony
Fig. 4 Natural bicyclic 8-lactones

Inna, znaczaca grupg biologicznie aktywnych d-laktonow stanowia zwiazki otrzy-
mane przez zmodyfikowanie struktury przy zastosowaniu transformacji mikrobiolo-
gicznej. Nieznaczna modyfikacja struktury czgsto zmienia biologiczna aktywnos$é, co
stwierdzono np. w izostewiolu — tetracyklicznym diterpenie z ugrupowaniem karbony-
lowym w pierscieniu D [28], zwiazku podobnym do steroidow (rys. 5). Laktonowe hy-
droksypochodne naturalnego izostewiolu [19, 75, 108, 125] zostaly otrzymane poprzez
jego utlenienie kwasem m-chloronadbenzoesowym do laktonow, ktdre nastgpnie pod-
dawano mikrobiologicznym przeksztalceniom przy uzyciu Cunninghamella bainieri
ATCC 9244 i Aspergillus niger BCRC 32720.
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MCPBA MCPBA
- I
“COoH
a . . b
izostewiol
mikroorganizm isosteviol mikroorganizm
lmicroorganism microorganism

a,R'=OH, R>=R*=H

a, R2=OH,R'=R>=H

a, R'=OH, R2-OH,R*=H
a, R'=OH, R>=0,R’=H
a Ri=R2=R3=O0H

(. _0
7~ b, R'=OH,R=H
O  b,R'=H,R?=0H
b, RI=OH, R=0H

“COOH

Rys. 5. Mikrobiologiczna hydroksylacja pochodnych izostewiolu
Fig. 5. Microbial hydroxylation of isosteviols derivatives

W laktonach a i b (rys. 5) hydroksylacji ulegaly atomy wegla w pozycjach C-1 i1 C-7,
rzadziej C-11. Wszystkie otrzymane produkty sa agonistami androgenéw. Lakton b
i jego dihydroksylowa pochodna w pozycjach C-1, C-7 wykazuja wyzsza aktywnos$¢ niz
testosteron.

Kolejng grupe 8-laktonow stanowia laktony styrylowe (rys. 6) izolowane z kory Go-
niothalamus giganteus (Annonaceae) [4, 8, 49, 50, 139, 182, 183] wykazujace aktywnos¢
cytostatyczna w stosunku do kilkunastu nowotworowych linii komérkowych [83, 182].

laktony styrylowe izolowane z Goniothalamus giganteus
styryle lactones isolated from Goniothalamus giganteus

0 0

0 o)
OH OH OH OH OH

S &

laktony izolowane z r6znych gatunkow Polyathia
lactones isolated from different species of Polyathia

Rys. 6. Naturalne bicykliczne 8-laktony styrylowe
Fig. 6. Natural bicyclic styryle 8-lactones
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Identyczny bicykliczny uktad zidentyfikowano w zwiazkach wystepujacych w roz-
nych gatunkach Polyathia [173] (rys. 6), a takze w mrowkach Polyrhacis lamellidens,
uzywanych w tradycyjnej chinskiej medycynie w leczeniu reumatyzmu, artretyzmu,
w wirusowym zapaleniu watroby [65, 77].

Uznana metoda pozyskiwania nowych, aktywniejszych biologicznie zwiazkow jest
opisana wyzej synteza strukturalnych analogow naturalnych laktonow. Przed zastoso-
waniem nowo pozyskanych zwiazkéw konieczne jest otrzymanie, oprocz mieszaniny
racemicznej, takze obu form enancjomerycznych, poniewaz udowodniono, ze (+)- i (-)-
izomery maja rozne aktywno$¢ biologiczna, aromat, a czasami smak [6, 13, 21, 35, 43,
47,68, 115,117, 136, 148, 163, 165, 167].

W literaturze wiele uwagi poswigcono naturalnym laktonom powstajacym w proce-
sie B-oksydacji kwasoéw tluszczowych [31, 73, 74, 178], a takze powszechnie wystepu-
jacym laktonom seskwiterpenowym [5, 25, 39, 62, 124, 138, 143, 158]. Natomiast,
zgodnie z wiedza autorki, relatywnie mato przebadana grupa zwiazkoéw sa bicykliczne
terpenoidowe V- 1 d-laktony, a te nieliczne, ktore sa znane, wykazuja atrakcyjne (dla
cztowieka) aktywnosci biologiczne.

Idea przeprowadzonych badan bylo otrzymanie nowych chiralnych laktonéw
z ukladem bicyklononanu i zarekomendowanie tych, ktore okaza si¢ biologicznie
aktywne, jako potencjalnych dodatkéw do ZywnoSci zabezpieczajacych ja przed

rozwojem drobnoustrojow.

bicyklo[3.3.1Jnonan  bicyklo[4.3.0]nonan
bicyclo[3.3.1]nonane  bicyclo[4.3.0]nonane

- 1 @ @ éke
Rt Rz Re -
1I grupa
[0) 0] ) o
\
(o) o} o)
R* R*
R? R? o o
I grupa
_0 —0 —0 0] 0 _—0
o (o) (0] o (o} (o)

R!'=0H lub H lub Br lub C(O)CH;, lub C(O)CH,CH,CH;, lub O(O)CH,PhOCH; R?=OH lubH R3=R*=Br lub OH

Rys. 7. Otrzymane bicykliczne laktony
Fig. 7. Obtained bicyclic lactones
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W tym celu w niniejszych badaniach dokonano chemoenzymatycznej syntezy trzech
grup bicyklicznych laktonow. Zsyntezowano dwadziescia siedem laktonow (rys. 7),
wiele zwiazkow przejsciowych oraz monocykliczne d-laktony stuzace do wykonania
poréwnawczych testow fungistatycznych.

Wszystkie laktony otrzymano w formach racemicznych oraz czystych optycznie
badZ wzbogaconych enancjomerycznie, stosujac nowe lub modyfikujac znane z literatu-
ry metody syntezy [7, 29, 63, 105, 118, 146, 147, 171].

Przeprowadzone badania obejmuja syntezg oraz testy bioaktywnos$ci. Otrzymanie
chiralnych laktonéw bylo mozliwe dzigki zastosowaniu biotransformacji, czyli katali-
zowanych przez enzymy reakcji chemicznych, w ktorych przeksztatceniu ulegat okre-
$lony fragment substratu. Uzyskano w ten sposob zwiazki o wysokiej aktywnosci i czy-
stosci optyczne;j.

Przy zastosowaniu tej metody otrzymano chiralne 8-hydroksydiestry (synteza I gru-
py laktonoéw), v,8-epoksyestry ( synteza Il grupy laktonow) i bicykliczne laktony (III
grupa lakton6éw). Zsyntezowane w ten sposob chirony moga znalez¢ szerokie zastoso-
wanie w syntezie lekéw, dodatkéw do zywnosci i nowoczesnych agrochemikaliow.
W badaniach skriningowych uzyto szerokiej gamy mikroorganizmow lub izolowanych
enzymow, tworzac w ten sposob baze pomocna w badaniach z tej dziedziny.

Testy na aktywnos$¢ fungistatyczna w stosunku do wytwarzajacych mikotoksyny
grzybow z rodzajow Fusarium, Aspergillus, Penicillium wykonano zarowno na miesza-
ninach racemicznych, jak i na enancjomerach. Wyniki badan pozwolity ustali¢ wplyw
budowy przestrzennej (polozenia funkcji laktonowej, obecnosci 1 pozycji ugrupowania
gem-dimetylowego oraz oddzialywania centrum stereogenicznego) na aktywno$¢ fungi-
statyczna.
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2. MATERIALY I METODY

2.1. Materiaty
2.1.1. Biokatalizatory

Mikroorganizmy

Uzyte w biotransformacjach i badaniu aktywnosci fungistatycznej mikroorganizmy
pochodzily z Kolekcji Katedry Chemii Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu,
utworzonej na bazie przekazanej kolekcji mikroorganizméw Instytutu Botaniki Akade-
mii Medycznej we Wroclawiu oraz Kolekcji Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii
Zywnosci UP. Nazwy mikroorganizméw podano w opisie badan.

Enzymy i koenzymy

W badaniach nad zastosowaniem hydrolaz do rozdziatlu racemicznych mieszanin
epoksyestrow uzyto:

e lipaz izolowanych z: Rhizopus arrhizus (Fluka), Rhizopus niveus (Fluka), Pseudo-
monas cepacia (Fluka), Candida cylindracea (Fluka), Candida antarctica (Fluka),
Candida antarctica (enzym rekombinowany z Aspergillus niger) (Sigma), Mucor
Jjavanicus (Fluka), Mucor miehei (Fluka), trzustki wieprzowej (Fluka), Penicillium
roqueforti (Fluka), Aspergillus oryzae (Fluka), Aspergillus (Fluka), Rhizomucor
miehei (enzym rekombinowany z Aspergillus oryzae) (Fluka);

e lipaz lipoproteinowych z Pseudomonas sp. (Fluka) i Chromobacterium viscosum
(Fluka);

e esteraz izolowanych z watroby konskiej (Fluka), Thermoanaerobium brockii (Fluka),
Mucor miehei (Fluka).

W badaniach nad enancjoselektywnym utlenieniem dioli wykorzystano nastgpujace
dehydrogenazy alkoholowe: HLADH — enzym rekombinowany z Escherichia coli
(IVO), PADH 3000-screening kit (Codexis), LKADH z Lactobacillus kefir (Fluka),
YADH z drozdzy piekarskich (Sigma —Aldrich).

Koenzymy: dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (NAD") i mononukleotyd flawi-
nowy (FMN) byty zakupione w Sigma Chemical Co.
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2.1.2. Substraty

Substraty do biotransformacji — estry etylowe kwasoéw: 2-(3-oksocykloheksylo)ma-
lonowego (2a) i jego gem-dimetylowe pochodne 2b-d, 2-(2,3-epoksycykloheksylo)
octowego (9a), a takze jego gem-dimetylowe pochodne (9b-d) oraz cykliczne mezo-
diole 21, 22 zostaly zsyntezowane przez autorkg z odczynnikow zakupionych w firmie
Merck, Sigma-Aldrich.

2.2. Metody

2.2.1. Metody analizy i rozdziatlu mieszanin poreakcyjnych

Sktad ekstrahowanych mieszanin po biotransformacjach czy syntezach oraz czystos$¢
produktéw ustalono na podstawie uzupelniajacych si¢ analiz chromatografii gazowej
(GC) 1 cienkowarstwowej (TLC). Analizy TLC byly wykonywane na szklanych ptyt-
kach pokrytych silikazelem (silikazel 60 F,s4 (Merck)) i rozwijane w uktadach heksan :
aceton : izo-propanol : octan etylu lub dichlorometan : metanol. Zwiazki byly wizualizo-
wane przez spryskanie plytek 1-procentowym Ce(SOy), i 2-procentowym H3[P(M030)4]
w 10-procentowym H,SO,, a nastgpnie wygrzane. Te same eluenty byly uzywane do
chromatografii kolumnowe;j (silikazel: 60, 230—400 mesh).

Analizy GC wykonano za pomoca aparatu Agilent 6890N GC wyposazonego w de-
tektor ptfomieniowo-jonizacyjny (FID) i kolumny kapilarne: Carbowax (30 m, 0,53 mm,
0,88 pm), HP-1 (25 m, 0,32 mm, 0,25 um). Jako gazu nosnego uzyto H, o przeptywie
2 cm’/min.

Skrecalno$¢ wiasciwa byla mierzona na polarymetrze Autopol IV Automatic Polari-
meter (Rudolph) wyposazonym w system termostatujacy. Analizy wykonano w chloro-
formie, w stezeniu wyrazanym w g/100 cm’.

Nadmiar enancjomeryczny wyznaczono, opierajac si¢ na analizie GC z zastosowa-
niem kolumn chiralnych: CP-Chirasil-DEX CB (25 m, 0,25 mm, 0,25 um), Supelco
GAMMA DEX™ 225 (30 m, 0,25 mm, 0,25 pum), Supelco BETA DEX™ 120 (30 m,
0,25 mm, 0,25 pm).

2.2.2. Ustalanie struktury otrzymanych produktow

Struktury zwiazkéw ustalono na podstawie danych z analizy widm'H NMR, "*C
NMR, COSY, HMQC, IR, GC/MS. Widma NMR wykonano na aparacie Bruker Avance
DRX-500 spectrometer, uzywajac roztworéw w CDCl;. Widma IR zmierzono na spek-
trofotometrze Mattson FTIR-300 Thermo Nicolet. Masa czasteczkowa otrzymanych
zwiazkow byla wyznaczana na podstawie widma GC/MS przy energii jonizacji 70eV
wykonanego na aparacie Varian Chrompack GC MS CP-3800 Saturn 2000.

Pomiary rentgenostrukturalne monokrysztaléw wykonano na dyfraktometrze cztero-
kotowym Kuma KM4CCD.
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2.2.3. Transformacje mikrobiologiczne

Badanie skriningowe

Badania skriningowe obejmowaty wyselekcjonowanie mikroorganizméw zdolnych
do:
a) enancjoselektywnej redukcji grupy karbonylowej w 8-oksodiestrach (26 mikroorga-
nizmow),
b) rozdzialu mieszanin racemicznych epoksyestrow (22 mikroorganizmy),
¢) enancjoselektywnego utleniania dioli (54 mikroorganizmy).

Mikroorganizmy byty hodowane w kolbach Erlenmeyera (300 cm®) zawierajacych
75 em’ podtoza hodowlanego (1% peptonu i 3% glukozy). Po 3—5 dniach wzrostu do
wstrzasanej hodowli dodawano 20 mg substratu w 0,5 cm® acetonu. Transformacje byty
kontynuowane w czasie 3, 6, 9, 12, 21 i1 72 godzin. Produkty byly ekstrahowane eterem
etylowym, analizowane technikami TLC i GC. Nadmiar enancjomeryczny wyznaczano
z analiz GC na kolumnach z wypehieniem chiralnym (CP-cyclodextrin). Warunki bio-
transformacji dla wyselekcjonowanych mikroorganizméw byly optymalizowane, a za-
kres optymalizacji zalezat od enancjoselektywnosci i wydajnosci transformujacego sub-
strat mikroorganizmu [127, 128, 131, 132].

Optymalizacja warunkéw biotransformacii

Optymalizujac warunki biotransformacji, modyfikowano przebieg badan skriningo-
wych, kazdorazowo przygotowujac inoculum i oznaczajac stopien przereagowania,
nadmiar enancjomeryczny, suchg masg i aktywnos$¢ enzymatyczna:

e [noculum przygotowywano poprzez zmycie roztworem soli fizjologicznej zarodni-
koéw mikroorganizméw hodowanych na agarowym skosie. Ilosci zarodnikéw roz-
ciefnczano do stezenia 107/cm’.

o Stopien przereagowania, nadmiar enancjomeryczny byl oznaczany po ekstrakcji
mieszaniny poreakcyjnej eterem lub chloroformem.

e Suchq mase grzybni wyznaczono jako mas¢ odmyte;j i liofilizowanej grzybni.

e Efektywnos¢ biotransformacji wyznaczano wedtug wzoru:

A=ab-h-g’

gdzie:
a — 1lo$¢ substratu [pmol];
b — procent przereagowania/100;
h — czas [godziny];
g — masa liofilizowanej grzybni [g].
Optymalizacja warunkoéw biotransformacji obejmowata takze:
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e Podioza hodowli (C, E, G, M, P, S)
C 3 g NaNO;, 1 g KH,PO,, 0,5 g KCl, 0,01 g FeSOy, 0,5 g MgSO,4 x 7H,0, 30 g
sacharozy/1000 cm® H,0

E 4 g ekstraktu drozdzowego, 10 g skrobi, 0,1 g K,HPO,, 0,05 g MgSO, x
7H,0/1000 cm® H,0

G 10 g glukozy, 0,5 g K,HPO,, 0,5 g, asparaginy/1000 cm® H,O

M 40 g glukozy, 2 g asparaginy, 0,5¢ KH,PO,, 0,25 g MgSO, x 7H,0, 0,5 g tia-
miny/1000 cm® H,O

P 30 g glukozy, 10 g peptonu/1000 cm® H,O

S 2,5 mg genisteina, 2,5 g NaNO;, 2,5 g K;,HPO,, 10 g glukozy/1000 cm® H,0.

o Temperature
Hodowle mikroorganizmu byly inkubowane w nastgpujacych temperaturach: 21°C,
25°C, 28°C, 30°C i 32°C, przy wstrzasaniu 150 rpm.

e pH
Wyhodowana biomas¢ odmywano i w sterylnych warunkach przenoszono do kolby
Erlenmeyera zawierajacej 75 cm’ jednego z czterech buforéw fosforanowych o pH:
45;6,2;7,2;8,5.

o SteZenie substratu
Po pigciu dniach hodowli do kazdej z kolb dodawano jedna z nast¢pujacych ilosci
substratu: 20 mg, 40 mg, 60 mg, 80 mg, 100 mg lub 150 mg.

e Stosowane inhibitory/aktywatory
Po pigciu dniach wzrostu hodowli do kazdej z kolb dodawano 10, 30 lub 50 mg aktywa-
tora/inhibitora, inkubowano 1 godzing, nastgpnie dodawano 20 mg substratu. Analizy
porownywano z biotransformacjami kontrolnymi bez dodatku aktywatora/inhi-
bitora.

Biotransformacja na skale preparatywng

Warunki biotransformacji preparatywnej dobierano indywidualnie dla kazdego sub-
stratu, opierajac si¢ na opisanej wyzej optymalizacji.

2.2.4. Biotransformacje przy uzyciu enzyméw

Badania skriningowe

Rozdzial mieszaniny racemicznej epoksyestrow: 5 mg epoksyestru dodawano do en-
zymu (patrz 2.1.1.) odpowiadajacego pigciu jednostkom aktywnosci, rozpuszczonego
w 0,5 cm’ buforu fosforanowego o pH 7,2. Reakcje przeprowadzano w temperaturze
20-28°C przy ciaglym mieszaniu. Mieszaning reakcyjna filtrowano przez celit, wymy-
wajac produkty biotransformacji eterem etylowym. Stopien przereagowania substratu
oraz nadmiar enancjomeryczny substratu i produktu okreslono na podstawie analiz GC
z zastosowaniem kolumn z wypetnieniem chiralnym [1, 136].

Przykladowa procedura utleniania enzymatycznego: do 40 cm’ buforu (glicyna —
NaOH) o pH=9 dodawano: 8§ mg HLADH, 0,11 mmol NAD", 2,03 mmol FMN i 1,4
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mmol diolu. Bioutlenienie prowadzono w temperaturze pokojowej, przy ciagtym mie-
szaniu, kontrolujac pH. Postegp reakcji monitorowano na GC. Po zakonczeniu bioutle-
nienia podwyzszano pH do 12 i ekstrahowano chloroformem nieprzereagowany diol,
a po zakwaszeniu do pH=3 ekstrahowano chloroformem lakton [17, 76, 160].

Biotransformacja na skale preparatywna przy uzyciu enzyméw

Po wyborze enzymu dobierano liczbg jednostek aktywnos$ci bioreagenta w stosunku
do ilo$ci substratu. Postep reakcji monitorowano przy uzyciu GC na kolumnach z wy-
petnieniem chiralnym.

2.2.5. Testy na aktywnos¢ fungistatyczng

Do plynnego agarowego podtoza (45°C) dodawano potencjalnie grzybobodjczy lak-
ton w stezeniach 50, 100, 150, 200, 300, 400, 500 ug/cm3 1 mechanicznie mieszano
(worteks). Zwiazki byly rozpuszczane w 0,5 cm® DMSO na 25 cm® agaru. Podloze ze
zwiazkiem wylewano na ptytke Petriego o Srednicy 9 cm 1 po zastygnigciu wycinano
korkoborem otwory o $rednicy 1,1 cm. W kolejnym etapie w wycigtych otworach
umieszczano (pobrang z innej ptytki) narosnigta grzybnig (Penicilium, Aspergillus lub
Fusarium). Rownocze$nie w ten sam sposob przygotowywano ptytki kontrolne, gdzie
do podloza dodawano tylko DMSO. Przygotowywano takze ptytki z komercyjnie do-
stepnym fungicydem nystatyna, ktora dodawano w ilosci 100, 200, 300 j/cm”.

Plytki Petriego umieszczano w cieplarce w temperaturze 28°C. Kazdego dnia mie-
rzono linijka $rednicg wzrostu grzybni. Na podstawie przeprowadzonych testow wyzna-
czono ICsy (zahamowanie wzrostu grzybni w stosunku do préby kontrolnej o 50%) [26,
124, 158, 178].

2.2.6. Metody syntezy chemicznej

W pracy wykorzystano nastgpujace procedury syntezy:
e addycj¢ Michaela,
redukcje d-oksodiestrow 2a—d, o,B-nienasyconych ketonow la—d oraz bezwodni-
kow 23, 24 do dioli 21, 22 przy uzyciu wodorkow,
przegrupowanie Claisena-Johsona,
epoksydacje kwasem m-chloronadbenzoesowym,
estryfikacje metoda pirydynowa,
synteze laktonéw poprzez: cyklizacje 8-hydroksydiestrow 3a—d i epoksyestrow 9a—d
oraz redukcj¢ bezwodnikow 23, 24 lub reakcje¢ Gringarda.
Dodatkowo modyfikowano ich struktury w reakcjach addycji do wiazania podwoj-
nego czy eliminacji grupy hydroksylowe;.

Szczegdlowy opis syntez znajduje si¢ w opublikowanych pracach [127-130, 132,
162], a dane spektralne otrzymanych laktonow zamieszczono w Apendyksie.
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3. PRZEDSTAWIENIE I DYSKUSJA
WYNIKOW

3.1. Zastosowanie mikrobiologicznej redukcji w chemoenzymatycznej
syntezie enancjomeréw 2-oksabicyklo[3.3.1]Jnonan-3-onu (4a)
i jego analogéw z ugrupowaniem gem-dimetylowym (4b-d)

Zaplanowano otrzymanie obu enancjomeréw 2-oksabicyklo[3.3.1]nonan-3-onu (4a)
i ich analogéw z ugrupowaniem gem-dimetylowym 4b—d (rys. 8) poprzez laktonizacj¢
odpowiednich enancjomeroéw hydroksydiestrow 3a—d oraz monocyklicznych 6-lakto-
néw 6a—c jako preparatow poréwnawczych do planowanych badan aktywnosci fungi-
statycznej.

Substratami do tak zaplanowanej syntezy laktonow 4a—d byty produkty addycji Mi-
chaela (2a—d) otrzymane z o,B-nienasyconych ketonéw la—d i estrow kwasu malono-
wego [137, 175]. Ze wzgledu na obecno$¢ centrum asymetrii przy atomie wegla C-1
i prochiralnego ugrupowania karbonylowego (C-3 Iub C-5) jeden z enancjomeréw 3a—d
moze by¢ otrzymany jako produkt mikrobiologicznej redukcji, za§ drugi — poprzez
chemiczna redukcje nieprzereagowanego chiralnego substratu 2a—d.

Niedogodnoscia takiej strategii jest fakt, ze chemiczne metody redukcji 1,3-dipod-
stawionych ketonow prowadza do powstania trans-diastereoizomeréw jako glownych
produktow reakcji. Ich laktonizacja jest niemozliwa bez uprzedniego przeprowadzenia
ich w cis-izomery.

Do realizacji takiego planu niezbgedne bylo dobranie (wyselekcjonowanie) mikro-
organizmow zdolnych do redukcji ugrupowania karbonylowego niezgodnie z reguta
Preloga, czyli do trans-hydroksydiestru z wysoka diastereoselektywnoscia.

3.1.1. Dobér mikroorganizméw zdolnych do enancjoselektywnej redukcji ugrupowania
karbonylowego w estrze dietylowym kwasu 2-(3-oksocykloheksylo)malonowego
(2a) i jego gem-dimetylowych pochodnych (2b-d)

Poszukiwano mikroorganizméw zdolnych do rozdziatu mieszaniny racemicznej estru
dietylowego kwasu 2-(3-oksocykloheksylo)malonowego (2a) w wyniku bioredukcji do
chiralnego trans-alkoholu (3a). Zalozono, ze te same mikroorganizmy beda redukowaty
gem-dimetylowe pochodne 2b—d ze zblizona enancjoselektywnoscia.
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Rys. 8. Schemat syntezy d-laktonow (4a—d) oraz (6a—c)
Fig. 8. Scheme of synthesis of 6-lactones (4a—d) and (6a—c)



Do badan skriningowych uzyto dwudziestu czterech szczepow grzyboéw nalezacych
do dwudziestu rodzajow. Testowane mikroorganizmy, z wyjatkiem Laetiporus sulphurens
AM 524, szybciej redukowaly (+)-R-enancjomer racemicznej mieszaniny d-oksodiesteru
(2a) do (+)-trans-estru dietylowego kwasu 2-(3-hydroksycykloheksylo)malonowego 3a

(rys. 9).
_0 OH
_mikroorganizm__
mlcroorgamsm
Et0,C~ "CO,Et t0,C" COBt  EO,C” CO,Et
(*)-2a ()-2a (+)-3a

Rys. 9. Schemat mikrobiologicznej redukeji racemicznego estru dietylowego kwasu 2-(3-oksocy-
kloheksylo)malonowego ((+)-2a)
Fig. 9. Scheme of microbial reduction of racemic diethyl 2-(3-oxocyclohexyl)malonate ((1)-2a)

Sposérod przebadanych mikroorganizmow jedenascie (tab. 1a) redukowalo ester
dietylowy kwasu 2-(3-oksocykloheksylo)malonowego (2a) do frans-diastereoizomeru,
produktu redukcji niezgodnego z reguta Preloga (tab. 1a). Cztery sposrod tych mikro-
organizmow: Absidia coerulea AM 93 (ee,;=99%), Beauveria bassiana AM 278
(eex,=72%), Penicillium notatum AM 904 (ee,,=82%) i Rhodotorula rubra AM 4
(e€2,=79%) transformowaly substrat 2a z wysoka enancjoselektywnoscia do trans-estru
dietylowego kwasu 2-(3-hydroksycykloheksylo)malonowego (3a) (ee=99%).

Pozostate trzynascie mikroorganizméw redukowato §-oksodiester (2a) do mieszaniny
cis- 1 trans-alkoholi 3a (tab. 1b). Cis-izomer byt gtdéwnym produktem redukcji jedynie
w transformacjach z udzialem Aspergillus ochraceus AM 456 (58%), Fusicoccum
amygdale AM 258 (70,1%) i Rhodotorula glutinis AM 242 (45,1%). Nadmiary enancjo-
meryczne nieprzereagowanego substratu miescity si¢ w granicach od 62 do 70%.

Bazujac na danych zawartych w tabelach la, 1b i dodatkowo opierajac si¢ na prze-
prowadzonych eksperymentach, do dalszych badan nad rozdzialem mieszaniny race-
micznej estru dietylowego kwasu 2-(3-oksocykloheksylo)malonowego ((%)-2a) wyty-
powano szczep Absidia coerulea AM 93.

Zaobserwowano nietypowy przebieg biotransformacji. W ciagu pierwszych trzech
godzin proces redukcji byt szybki (47%) i przebiegal z wysoka enancjoselektywnoscia
(e€3,=99%), natomiast pozniejszy postgp procesu byt znacznie wolniejszy (8,9% prze-
reagowania w ciagu nastepnych dziewigciu godzin). Efektywnos¢ biotransformacji dra-
stycznie spadata po trzech godzinach.

W kolejnym etapie badan przetestowano cztery wyselekcjonowane enancjo- i diaste-
reoselektywne szczepy mikroorganizmow: Absidia coerulea AM 93, Beauveria bassia-
na AM 278, Penicillium notatum AM 904, Rhodotorula rubra AM 4 jako biokatalizato-
ry w redukcji grupy karbonylowej w zwiazkach 2b—d z gem-dimetylowym ugrupowa-
niem estru dietylowego kwasu 2-(3-oksocykloheksylo)malonowego ((£)-2a) (rys. 10).
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Tabela la
Table la

Mikrobiologiczna redukcja estru dietylowego kwasu 2-(3-oksocykloheksylo)malonowego
((£)-2a) - sktad mieszaniny produktéow (GC)[127].
Microbial reduction of racemic diethyl 2-(3-oxocyclohexyl)malonate ((£)-2a) — composition

of product mixtures (by GC)[127].

Stopien

Lp. Mikroorganizm Cza.s przereago- ee 2a ee trans-3a  de trans-3a

Entry  Microorganism [ggdzmy] wania [%] [%%] (7] %]
Time [h] Conversion eecof2a ee of trans-3a de of trans-3a
of 2a

| Absidia 3 47 (-) 82 (+) 99 95
coerulea AM 93 12 58 ()99 (+) 89 92
) Aphanocladium 21 24 (-) 14 (+)22 94
album AM 417 81 79 (-)42 (+) 62 95
3 Beauveria 3 42 -)72 (+) 89 76
bassiana AM 278 6 65 (-) 62 +) 57 73
4 Beauveria 6 29 -9 )5 71
bassiana AM 446 9 47 -)8 +) 10 71
s Fusarium 6 37 (-)29 (+) 99 55
solani AM 203 12 53 (-)27 (+) 76 63
6 Penicillium 6 44 (-) 39 (+)33 77
camemberti AM 83 12 74 )19 (+) 44 69
; Penicillium 3 35 ()42 (+) 20 81
notatum 904 6 51 (-) 82 (+) 32 83
g Rhizopus 22 (-) 21 (-) 63 62
nigricans AM 394 81 80 (-) 51 (-) 35 79
Saccharomyces 6 35 ()29 (-) 47 86
5 cerevisiae AM 464 21 75 (-) 45 ()12 83
0. Rhodotorula 3 67 (-) 62 (+) 69 61
rubra AM 4 6 72 ()79 (+) 67 61
" Yarrowia 36 ()22 (+) 19 58
lipolytica AM 71 21 83 (-)32 (+) 31 75
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Tabela 1b
Table 1b
Mikrobiologiczna redukcja estru dietylowego kwasu 2-(3-oksocykloheksylo)malonowego
((%)-2a) — sktad mieszaniny produktéw (GC).
Microbial reduction of racemic diethyl 2-(3-oxocyclohexyl)malonate ((£)-2a) — composition
of product mixtures (by GC).

2a trans-3a cis-3a de

Czas Sktad Izomer Sklad Izomer Sktad Izomer frans-

A oo leodi Tl GU ) wt t erd
Y & Yy Compo- Isomer Compo- Isomer Compo- Isomer
Time [h] .. o " trans-
sition ec sition ec sition 3a
1. Ascosphaera 12 21 (-) 54 53 (H71 26 (-)63 33
apis AM 496 21 5 (-) 80 57 ()69 38 (-)42 21
2. Aspergillus 3 54 (-)52 7 + 79 40 (71 -72
ochraceus AM 456 7 25 ()33 17 (+)25 58 ()62 55
3. Aspergillus 9 44 (-) 80 42 (H)99 14 (-)67 49
wenthi AM 413 21 25 (952 49  (H)99 26 (-)42 31
4. Circinella 12 64 (-)18 24 (V)59 12 (-)27 32
muscaes AM 302 21 (-)24 4  (+)82 35 (922 11
5. Fusarium 21 52 ()26 33 (H79 15  (-)46 39
oxysporum AM 13 72 25 ()99 59 ()52 16 (-)55 57
6. Fusicoccum 6 74 (-)12 7 (+)28 19 ()23 -47
amygdali AM 258 81 18 ()38 12 (H44 70 (-)64  -T1
7. Hanseniaspora 7 78 +6 13 (+) 24 9 )7 21
vinaea 912 12 42 (-)20 41 (P39 17 (-)29 41
8. Laetiporus 6 74 ()10 16 (+)47 11 (15 20
sulphurens AM 524 9 41 (H)24 31 ()69 28 (+)38 5
9. Mortiella 12 91 (- 10 6 ()31 3 -) 15 27
vinaceae AM 149 24 54 (-)14 35 (-)60 1 (17 52
10. Mucor 21 37 (521 39 (H99 25 (-)31 21
circinelloides AM 385 21 18 ()14 42 (P99 40 (-)38 3
11. Papularia 9 85 (-) 40 8 (+) 30 7 (-) 36 3
rosea 17 81 38 (-)68 35 (H)5S 27 (-)75 12
12. Rhodotorula 3 27 (-) 56 50  (+)68 24 (-) 89 35
glutinis AM 242 9 9 ()75 46  (+) 56 45 (- 70 1
13. Trichoderma 12 53 (-)52 34 (H92 13 (-6l 43
viride AM 523 21 13 ()70 55 (H73 32 (-)45 27
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Rys. 10. Schemat mikrobiologicznej redukcji racemicznych §-oksodiestrow ((£)-2b-d
Fig. 10. Scheme of microbial reduction of racemic $-oxodiesters ((+)-2b-d

Dane otrzymane w wyniku bioredukcji zobrazowano na rysunku 11, przedstawiajac
rezultaty trzydziestoszeSciogodzinne]j transformacji. Dla wigkszej czytelnosci podano
procentowa zawartos$¢ izomerow 2b—d, trans-3b—d i ich nadmiary enancjomeryczne.

Obecnos¢ oraz rdzne potozenie ugrupowania gem-dimetylowego w pierscieniu cyklo-
heksanowym wptywa na aktywnos$¢ i enancjoselektywnos$¢ dehydrogenaz. We wszyst-
kich bioredukcjach oksodiestrow 2b—d wydluzyt si¢ czas potrzebny na 50-procentowe
przereagowanie w stosunku do substratow bez grup metylowych.

Ester etylowy kwasu 2-(2,2-dimetylo-5-oksocykloheksylo)malonowego (2b), po-
dobnie jak ester bez ugrupowania gem-dimetylowego 2a, byt redukowany przy uzyciu
Absidia coerulea AM 93 z wysoka enancjoselektywnoscia (ee,=82%, ee;y=79%). Ten
sam mikroorganizm wykazywal niska enancjoselektywno$¢ w transformacjach estru
etylowego kwasu 2-(3,3-dimetylo-5-oksocykloheksylo)malonowego (2¢) (ee,.=7%;
ee3=10%) oraz estru etylowego kwasu 2-(4,4-dimetylo-3-oksocykloheksylo)malo-
nowego (2d) (eey=45%; ee;=49%).

Ester etylowy kwasu 2-(3,3-dimetylo-5-oksocykloheksylo)malonowego (2¢) byt
transformowany z wysoka enancjoselektywnoscia przez Beauveria bassiana AM 278
(ee,=94%:; ee3.=86%), Penicillium notatum AM 904 (ee,.=80%; ee3.=78%), Rhodoto-
rula rubra AM 4 (ee,=94%; ee3=88%).

Stwierdzono, ze obecno$¢ ugrupowania gem-dimetylowego w pozycji o0 w stosunku
do ugrupowania karbonylowego w estrze etylowym kwasu 2-(4,4-dimetylo-3-
oksocykloheksylo)malonowego 2d nie przeszkadzala w enancjoselektywnej redukcji
przy uzyciu dehydrogenaz z Rhodotorula rubra AM 4 (ee,;=90%; ee33=92%).

Na podstawie powyzszych badan skriningowych wyselekcjonowano szczep Absidia
coerulea AM 93 do transformacji estrow etylowych kwasow 2-(3-oksocykloheksylo)
malonowego (2a) i 2-(2,2-dimetylo-5-oksocykloheksylo)malonowego (2b) oraz drozdze
Rhodototorula rubra AM 4 do bioredukcji estrow etylowych kwasoéw 2-(3,3-dimetylo-
-oksocykloheksylo)malonowego (2¢) i 2-(4,4-dimetylo-3-oksocykloheksylo)malonowego
(2d).
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Rys. 11. Procentowa zawarto$¢ i nadmiar enancjomeryczny izomerdéw 2b—d i trans-3b—d w mie-
szaninach po biotransformacji przy uzyciu Absidia coerulea AM 93, Beauveria bassiana
AM 278, Penicillium notatum AM 904, Rhodotorula rubra AM 4

Fig. 11. Percent composition and enantiomeric excesses of isomers 2b—d and #rans-3b—d in the
mixtures obtained after biotransformation with Absidia coerulea AM 93, Beauveria bas-
siana AM 278, Penicillium notatum AM 904, Rhodotorula rubra AM 4
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3.1.2. Dobér optymalnych warunkéw redukcji estrow dietylowych kwasow:
2-(3-oksocykloheksylo)malonowego (2a) oraz
2-(2,2-dimetylo-5-oksocykloheksylo)malonowego (2b)
przy uzyciu Absidia coerulea AM 93

Szczep Absidia coerulea AM 93 zostat wyizolowany z gleby puszczy Kampinoskiej
w 1972 r. i wszedt w sktad Kolekcji Akademii Medycznej we Wroctawiu. Jest opisany
jako biokatalizator w hydroksylacji steroidéw, terpendw, laktonow [2, 22, 27, 34, 53, 187].

Drobnoustroje pozyskiwane ze $rodowiska naturalnego czgsto prowadza procesy
biosyntezy lub biotransformacji z wydajnos$cia niewystarczajaca do opracowania eko-
nomicznego procesu technologicznego. Dobierajac warunki hodowli, mozna czg$ciowo
zmieni¢ aktywno$¢ metaboliczng szczepow dzikich i1 uzyska¢ podwyzszenie wydajnosci
badanego procesu. W tym celu przebadano wplyw sktadu podtoza, temperatury, pH
i stezenia substratu na wyniki bioredukcji zwiazkow 2a i 2b.

Wplyw podioza

Szczep Absidia coerulea AM 93 byl hodowany w szesciu roéznych podtozach wy-
branych na podstawie danych literaturowych [27, 148, 185, 187]. Oznaczono stopien
przereagowania racemicznego estru dietylowego kwasu 2-(3-oksocykloheksylo)malo-
nowego (2a) i jego gem-dimetylowej pochodnej 2b oraz enancjoselektywno$¢ procesu
przy uzyciu metod chromatografii gazowej. [lo$¢ narosnigtej grzybni oznaczono jako
sucha masg uzyskana po liofilizacji odmytej grzybni. Dane zostaly zaprezentowane
w tabelach 2 i 3.

Tabela 2
Table 2
Wplyw sktadu podtoza hodowli na wzrost masy grzybni Absidia coerulea AM 93, efektywnosé
biotransformacji, stopien przereagowania 2a i nadmiar enancjomeryczny (-)-2a i (+)-3a [127]
Effect of growth medium composition, on dry mass of Absidia coerulea AM 93, efficiency of
biotransformation, degree of conversion 2a and enantiomeric excesses of (-) -2a and (+)-3a [127]

tose* Sucha masa Efektywnos¢ - ee trans-3a
Lp Podloze [a]** biotransformacji*** StOpleI'l przerea- Ee2a [%]
" Growth . gowania 2a [%]  [%]
Entry medium* Dry mass Efficiency Conversion of 2a ce of2a _ °° of
[g]** of biotransformation*** trans-3a

1 C 0,49 7,9 45 (-) 62 (+) 93
2 E 0,44 54 15 (-8 (+) 99
3 G 0,46 6,8 36 (-) 40 (+) 99
4 M 0,49 7,8 45 (-) 52 (+) 95
5. S 0,47 10,4 57 (-) 13 (+) 92
6. P 0,60 7,5 52 (-)92 (+) 95

*rozdzial 2.2.3

*see part 2.2.3

** 5_dniowa hodowla Absidia coerulea AM 93 w 75 cm’® podtoza

#* 5_days cultures of Absidia coerulea AM 93 in 75 cm® growth medium

***Efektywnosé biotransformacji A=a b h'g” (a — iloé¢ substratu [umol]; b — procent przereagowania/100;
h — czas [godziny]; g — masa liofilizowanej grzybni [g])

#** Efficiency of biotransformation A=a b h™g” (a — amount of substrate [umol]; b — percent of conver-
sion/100; h — time [h]; g — mass of lyophilized mycelium [g])
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Tabela 3
Table 3
Wplyw sktadu podtoza hodowli na wzrost masy grzybni Absidia coerulea AM 93,
stopien przereagowania 2b i nadmiar enancjomeryczny (-)-2b i (+)-3b
Effect of growth medium composition on dry mass of Absidia coerulea AM 93,
degree of conversion 2b and enantiomeric excesses of (-)-2b and (+)-3b

Lp. Podtoze* Sucha masa [g]** Stopler’} przersa- ee 2b [%] ce ”‘j”s'3b
Entry Growth medium* Dry mass ** gowana 2b [%] ee of 2b %]
Conversion of 2b ee of trans-3b

1 C 0,53 42 (-) 80 (+) 62

2 E 0,64 59 (-) 75 (+) 96

3 G 0,32 12 (-) 67 ()22

4 M 0,45 63 (-) 52 ()95

5 S 0,38 7 (-)20 +) 8

6 P 0,72 44 (-) 82 79

* rozdziat 2.2.3 — see part 2.2.3
** 5_dniowa hodowla Absidia coerulea AM 93 w 75c¢m’ podioza — 5-days cultures of Absidia coerulea AM
93 in 75cm’ growth medium

Tak znaczne réznice w enancjoselektywnosci w zaleznosci od sktadu podtoza suge-
ruja, ze skladniki podtoza wplywaty na biosyntezg dehydrogenaz i efektywnosc bio-
transformacji. Najlepszym podiozem, ze wzgledu na stopien przereagowania oraz nad-
miar enancjomeryczny substratu (2a, 2b) i produktu (3a, 3b), byl roztwor glukozy
i peptonu (podioze P).

Wykonano krzywa wzrostu Absidia coerulea AM 93 hodowanego w podtozu P
(rys. 12). Zaobserwowano rowniez, ze poczatkowe pH podtoza P (6,5) maleje w trakcie
wzrostu mikroorganizmu (rys. 13).

Wplyw temperatury

W kolejnym eksperymencie wyznaczono optymalna temperaturg, w ktorej aktyw-
no$¢ dehydrogenaz jest najwyzsza. Stopien przereagowania estru dietylowego kwasu
2-(3-oksocykloheksylo)malonowego (2a) okazat si¢ wprost proporcjonalny do tempera-
tury w zakresie 21-32°C (w przyblizeniu 1% przereagowania na 1°C) (rys. 14).

Ze wzrostem temperatury i stopnia przereagowania ilo$¢ (+)-enancjomeru 2a w mie-
szaninie reakcyjnej maleje, ale gdy temperatura osiagnie 30°C, wielko$¢ nadmiaru
enancjomerycznego spada, co sugeruje, ze enancjoselektywnos$¢ dehydrogenaz w wyz-
szej temperaturze obniza si¢. Nadmiar enancjomeryczny (+)-2-(3-hydroksycycloheksylo)
malonowego (3a) zaczyna zmniegjsza¢ si¢ w temperaturze 30-32°C, kiedy rozpoczyna
si¢ redukcja (-)-enancjomeru estru dietylowego kwasu 2-(3-oksocykloheksylo)malo-
nowego ((-)-2a). Na podstawie powyzszego eksperymentu wyznaczono 28°C jako
optymalna temperaturg procesu.
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Rys. 12. Krzywa wzrostu Absidia corulea AM 93
Fig. 12. Growth curve of Absidia coerulea AM 93
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Rys. 13. Zmiany pH w hodowli Absidia coerulea AM 93
Fig. 13. Change of pH during growth of Absidia coerulea AM 93
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Rys. 14. Wplyw temperatury na stopnien przereagowania substratu 2a, nadmiary enancjomerycz-
ne (-)-2a, (+)-3a w transformacjach przy uzyciu Absidia coerulea AM 93

Fig. 14. Effect of temperature on substrate 2a conversion and enantiomeric excesses of (-)-2a and
(+)-3a in transformation by Absidia coerulea AM 93

Wplyw pH

Przeznaczone do biotransformacji hodowle Absidia coerulea AM 93 byty umiesz-
czane w roztworach buforu fosforanowego o wartosciach pH: 4.5, 6,2, 7,2 i 8,5 z za-
chowaniem sterylnych warunkow. Wyniki bioredukcji zilustrowano na rysunkach 15
i 16. Stopien przereagowania estrow dietylowych kwasoéw 2-(3-oksocykloheksylo)ma-
lonowego (2a) i 2-(2,2-dimetylo-5-oksocykloheksylo)malonowego (2b) oraz nadmiary
enancjomeryczne substratow maleja wraz ze wzrostem pH.

Bioredukcja okazata si¢ bardziej efektywna w srodowisku kwasnym niz w neutral-
nym czy alkalicznym.

Wplyw stezenia substratu

Celem tego eksperymentu bylo ustalenie maksymalnej ilo$ci substratow 2a i 2b, ja-
ka moze by¢ transformowana przez pigciodniowa kultur¢ Absidia coerulea AM 93 ho-
dowana w 75 cm’ podloza P, bez utraty enancjoselektywnosci w stosunku do badan
skriningowych. Okre$lono wptyw ilosci substratu na stopien przereagowania i nadmiar
enancjomeryczny produktow. Dane zestawiono na rysunkach 171 18.
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Rys. 15. Wpltyw pH na stopien przerecagowania 2a, nadmiar enancjomeryczny (-)-2a, (+)-3a
w transformacjach przy uzyciu Absidia coerulea AM 93

Fig. 15. Effect of pH on conversion 2a and enantiomeric excesses of (-)-2a and (+)-3a in trans-
formation by Absidia coerulea AM 93
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Rys. 16. Wpltyw pH na stopien przereagowania 2a, nadmiar enancjomeryczny (-)-2b, (+)-3b
w transformacjach przy uzyciu Absidia coerulea AM 93

Fig. 16. Effect of pH on conversion 2a and enantiomeric excesses of (-)-2b and (+)-3b in trans-
formation by Absidia coerulea AM 93
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Rys. 17. Wplyw stezenia substratu (+)-2a na stopien przereagowania i nadmiar enancjomeryczny
(-)-2a, (+)-3a w transformacjach przy uzyciu Absidia coerulea AM 93
Fig. 17. Effect of substrate (+)-2a concentration on conversion and enantiomeric excesses of
(-)-2a and (+)-3a in transformation by Absidia coerulea AM 93
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Rys. 18. Wplyw stgzenia substratu (£)-2b na stopien przereagowania i nadmiar enancjomeryczny
(-)-2b, (+)-3b w transformacjach przy uzyciu Absidia coerulea AM 93
Fig. 18. Effect of substrate (+)-2b concentration on conversion and enantiomeric excesses of
(-)-2b and (+)-3b in transformation by Absidia coerulea AM 93
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Optymalnym st¢zeniem substratu nieobnizajacym stopnia przereagowania czy enancjo-
selektywnosci okazato sig stezenie 4 mmol/dm’, czyli okoto 80 mg substratu w 75 cm®
hodowli Absidia coerulea AM 93 dla estru dietylowego kwasu 2-(3-oksocykloheksylo)
malonowego (2a) oraz 2 mmol/dm® w wypadku estru dietylowego kwasu 2-(2,2-dime-
tylo-5-oksocykloheksylo)malonowego (2b).

3.1.3. Wplyw wybranych induktoréw na efektywnos$¢ bioredukc;ji estru
dietylowego kwasu 2-(3-oksocykloheksylo)malonowego (2a)

Po przeprowadzonej optymalizacji warunkoéw biotransformacji (rozdziat 3.1.2.) pod-
jeto probe zwigkszenia efektywnosci biotransformacji na dwoch drogach:
e poprzez pasazowanie badanego szczepu na podlozach zawierajacych substrat lub
keton (cykloheks-2-en-1-on) (tab. 4),
e poprzez inkubacj¢ hodowli w obecnos$ci niewielkich ilosci ksenobiotycznych zwiaz-
koéw (rys. 19).
Do badan wybrano oksodiester 2a ze wzgledu na kroétki czas jego bioredukcji.

Tabela 4
Table 4

Bioredukcja estru dietylowego kwasu 2-(3-oksocykloheksylo)malonowego (2a) przy uzyciu

szczepu Absidia coerulea AM 93 hodowanego na podlozu agarowym w obecnosci dodatkoéw

Bioreduction of diethyl ester 2-(3-oxocyclohexyl)malonate (2a) by cultures from innoculum
of Absidia coerulea AM 93 from agar medium with additives

. Sucha masa Czas Stopien o/1 €€ trans-3b
I]%Et ADd(Ziciitaiil/(els [g]* [godziny] przereagowania [%] e:ez(?f[z/bo] [%]

Y Dry mass*  Time [h] Conversion of 2b ee of trans-3b

_o 1,5 28 (-) 36 (+) 98

la. 9 0,49 3,0 46 ()75 (+) 99

1,5 30 () 41 () 99

Ib.  EOC “com 0,44 3.0 47 (-) 84 (+) 98

1,5 21 (-) 24 (+) 98

2a. go 0,46 3.0 34 () 46 (+) 99

1,5 28 ()34 () 99

2b. 0,49 3,0 40 (-) 61 (+) 99

3 - 0.47 1,5 39 (-) 57 (+) 99

) (kontrola) ’ 3,0 46 (-) 88 (+) 98

* 5-dniowa hodowla Absidia coerulea AM 93 w 75 cm® podtoza
* 5_days cultures of Absidia coerulea AM 93 in 75 cm’® growth medium

Sadzono, ze stata obecnos¢ substratu lub analogicznego do niego ketonu bedzie ak-
tywowata biosynteze¢ dehydrogenaz. W tym celu przeprowadzono szeSciokrotne pasa-
zowanie szczepu Absidia coerulea AM 93 na skosach agarowych z podtozem P, z do-
datkiem 0,1% substratu lub 0,05% ketonu (cykloheks-2-en-1-onu). Wyniki poréwnano
z analizami kontrolnymi wykonanymi w identycznych warunkach. Uzyskane w ten spo-
sob szczepy uzyto do biotransformacji estru etylowego kwasu 2-(3-oksocykloheksylo)
malonowego (2a), a dane zestawiono w tabeli 4.
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Biotransformacja przy uzyciu pasazowanego szczepu kontrolnego charakteryzowata
si¢ wyzszym stopniem przereagowania i enancjoselektywnosciag w poréwnaniu do szcze-
péw aktywowanych substratem lub o,B-nienasyconym ketonem.

Powyzszy eksperyment wykazal, ze dlugotrwate pasazowanie jest niekorzystne. Za-
stapiono go godzinng inkubacja hodowanej grzybni ksenobiotycznym induktorem.

W kolejnej serii biotransformacji okres$lono aktywujacy badz inhibujacy wptyw
czterdziestu o$miu zwiazkow o strukturach przedstawionych na rysunku 19, na przebieg
bioredukcji estru dietylowego kwasu 2-(3-oksocykloheksylo)malonowego (2a). Aktyw-
no$¢ katalityczna wigkszosci z nich nie byta wczesniej badana, pozostale wybrano na
podstawie danych literaturowych [18, 40, 46, 57, 58, 87, 159].

Proby podwyzszenia nadmiaru enancjomerycznego przeprowadzono dla estru diety-
lowego 2-(3-oksocykloheksylo)malonowego (2a). Enancjoselektywnos$¢ (-)-2a byla
wyliczona jako rdéznica produktu uzyskanego po biotransformacji z dodatkiem aktywa-
tora (badz inhibitora) w stosunku do proby kontrolnej. Efektywnos$¢ bioredukcji wyli-
czono wedtug metody Stampfera [159] i przedstawiono na rysunku 20.

Wsréd badanych zwiazkow uzytych do inkubacji (rys. 19) mozna wyodrebni¢ na-
stepujace grupy: kwasy organiczne (akrylowy, propionowy, krotonowy) i ich pochodne,
pigcio- lub szeSciocztonowe pierscieniowe zwiazki z atomami tlenu i azotu jako hetero-
atomami (symbol A), zwiazki z karbonylowym atomem weggla (symbol C) i bromo-
pochodne (symbol B). Do kolejnej grupy aktywatoréw/inhibitoréw (symbol D) przypi-
sano zwiazki o roznorodnej budowie. Sa tu migdzy innymi naturalne zwiazki, jak ergo-
sterol (D-14), myo-inozytol (D-13), sole z organicznym fragmentem, jak sol Eschen-
moshera (D-9), siarczan cynchoniny (D-7) czy dichlorocyrkocen (D-10). Ostatnia grupg
stanowia nieorganiczne sole (symbol S).

Wszystkie przebadane nieorganiczne sole (symbol S) inhibowaly aktywnos$¢ i enancjo-
selektywno$¢ dehydrogenaz. Natomiast sole z organicznym ligandem: siarczan cyncho-
niny (D-7), s6l Eschenmoshera (D-9) czy dichlorocyrkocen (D-10) powodowaty wzrost
efektywnosci biotransformacji.

Oczekiwano, ze zwiazki z ugrupowaniem karbonylowym dodawane do biotransfor-
macji beda aktywowaty dehydrogenazy. Przebadano osiem zwiazkdéw o roéznej struktu-
rze, wérod nich cztery cykliczne ketony z a,B-nienasyconym wiazaniem (C-1, C-2, C-3,
C-4). Trzy pierwsze zwigkszaja efektywno$¢ biotransformacji o 40—50%, a nadmiar
enancjomeryczny estru dietylowego kwasu 2-(3-oksocykloheksylo)malonowego (-)-2a
ros$nie o 17-43%. Czwarty keton — toluchinon (C-4) inhibowat redukcjg.

Zwiazek C-2 (4,4-dimetylocykloheks-2-en-1-on) znacznie zmienial diastereoselek-
tywno$¢ redukcji: uaktywniat dziatanie dehydrogenazy odpowiadajacej za redukcje do
cis-alkoholu, nie hamujac redukcji do trans-pochodne;j.

Wsréd alifatycznych zwiazkdéw z ugrupowaniem karbonylowym zaobserwowano, ze
aldehyd krotonowy (C-6) z wigzaniem o,B-nienasyconym hamuje bioredukcje, podczas
gdy podobny zwiazek z przesunigtym wigzaniem podwdjnym w stosunku do ugrupo-
wania karbonylowego w czasteczce 6-metylohept-5-en-2-onu (C-7) zmienia efektyw-
nosc¢ bioredukeji z -83% dla ketonu C-6 na +103% w przypadku C-7, a Aee z -32%
(C-6) do +42% (C-7).
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Podobne zalezno$ci obserwowano przy indukcji bromopochodnymi (symbol B).
Wraz ze zmiana potozenia nienasyconego wiazania z pozycji 0,3 na pozycje B,y poja-
wia si¢ inhibujace dziatanie tych ostatnich. B,y — nienasycone zwiazki B-1 i B-3 hamuja
efektywno$¢ bioredukcji, natomiast o, — nienasycony zwiazek B-2 oraz nasycony B-4
powoduja wzrost aktywno$ci enzymu. Zaobserwowano, ze wprowadzenie drugiego
atomu bromu (B-5) do czasteczki 1-bromopropanu (B-4) zwigksza efektywno$¢ biore-
dukcji 0 +50% 1 enancjoselektywno$¢ redukcji estru etylowego kwasu 2-(3-oksocy-
kloheksylo)malonowego 2a o +59%.

Uzyte kwasy organiczne i ich pochodne, oprécz akrylanu n-butylu (A-6, AA=27%,
Aee=15%) 1 bezwodnika kwasu glutaminowego (A-12, AA=29%, Aee=16%), hamuja
aktywnos$¢ dehydrogenaz. Wykluczono wptyw pH na te wlasciwosci.

Przebadane zwiazki (rys. 19) pozwalaja takze wnioskowa¢ o wplywie podstawni-
kéw w pozycji allilowej na efektywnosé bioredukeji. Alkohol allilowy (D-3) aktywuje
dziatanie oksydoreduktaz (AA=38%, Aee=17%), natomiast zastapienie grupy hydroksy-
lowej CN (D-2) lub Br (B-3) hamuje bioredukcjg.

Zwiazki aromatyczne: acenaften-1,2-dion (C-5), bromek benzylu (B-6), kwas 3-chlo-
ronadbenzoesowy (D-15) wykazuja dziatanie hamujace zarowno efektywnose¢, jak
i enancjoselektywno$¢ procesu.

Podsumowanie: sposrod czterdziestu o$miu przebadanych zwiazkéw (rys. 19, 20)
dziewigtnascie to silne inhibitory dehydrogenaz. Wyselekcjonowano pig¢ zwiazkow: C-7
(AA=103%, Aee=42%), D-7 (AA=106%, Aee=50%), D-9 (AA=100%, Aee=32%), D-10
(AA=89%, Aee=53%) oraz D-12 (AA=130%, Aee=50%), ktore znacznie podwyzszaja
efektywno$¢ i enancjoselektywnos¢ badanego procesu bioredukceji, prowadzonego przez
Absidia coerulea AM 93.

Jako aktywator do dalszych badan wybrano s6l Eschenmoshera (D-9) ze wzgledu na
matq czasteczke, niepowodujaca zanieczyszczen produktow reakcji.

Na podstawie wyzej opisanych eksperymentow (rozdzialy 3.1.2. i 3.1.3.) ustalono
nastgpujace parametry biotransformacji oksodiestru 2a: temperatura 28°C, podioze
o sktadzie: 1% peptonu i 3% glukozy w dejonizowanej wodzie, pH=3,4-3,8. Do mikro-
organizmu inkubowanego przez jedna godzing sola Eschenmoshera (D-9) dodawano
substrat w stezeniu 1 g/dm”.

W ten sposob otrzymano enancjomery (-)-2a, (+)-3a, (-)-2b i (+)-3b.

Po 12 godzinach bioredukcji obserwowano prawie idealny rozdziat mieszaniny race-
micznej (£)-2a (GC) (rys. 21).

Za pomoca chromatografii kolumnowej otrzymano (-)-enacjomer estru etylowego
kwasu 2-((15)-3-oksocykloheksylo)malonowego ((-)-2a): [a]i, =-3.4° (c=4.25, CHCI,)
(ee=98%) 1 (+)-izomer estru dietylowego kwasu 2-((1R,3R)-3-hydroksycycloheksylo)
malonowego ((+)-3a): [a]3, =+1.2° (¢=3.7, CHCl3) (€e=99%).

Dla substratu (+)-2b (estru etylowego kwasu 2-(2,2-dimetylo-5-oksocyklo-
heksylo)malonowego) ustalono optymalne stezenie substratu 0,5 g/dm’ (rys. 18) oraz
czas trwania biotransformacji na 36 godzin.
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Rys. 21. Chromatogram produktow preparatywnej redukcji (£)-2a przy uzyciu Absidia coerulea
AM 93

Fig. 21. Chromatogram of crude product mixture of preparative reduction of (¥)-2a with Absidia
coerulea AM 93

Otrzymano (-)-enacjomer estru etylowego kwasu 2-(2,2-dimetylo-5-oksocyklohe-
ksylo)malonowego ((-)-2b): [a]i, = -12.1° (¢=2.15, CHCl;) (ee=93%) i (+)-izomer estru
dietylowego kwasu 2-(5-hydroksy-2,2-dimetylocycloheksylo)malonowego ((+)-3b):
[a]3 = +10.3° (¢=2.7, CHCl;) (ee=95%).

3.1.4. Dobér optymalnych warunkéw redukcji estréw dietylowych kwaséw:
2-(3,3-dimetylo-5-oksocykloheksylo)malonowego (2c)
oraz 2-(4,4-dimetylo-3-oksocykloheksylo)malonowego (2d)
przy uzyciu Rhodotorula rubra AM 4

Optymalizujac warunki transformacji estrow etylowych kwasow: 2-(3,3-dimetylo-5-
oksocykloheksylo)malonowego (2¢) i 2-(2,2-dimetylo-5-oksocykloheksylo)malonowego
(2d), okreslono wptyw podioza i temperatury na przebieg transformacji oraz wyzna-
czono maksymalne stgzenie substratu niepowodujace obnizenia enancjoselektywnos$ci
procesu.

Wplyw podioza

Szczep Rhodotorula rubra AM 4 hodowano na sze$ciu r6znych podlozach (rozdziat
2.2.3). Oznaczono stopien przereagowania racemicznych estrow dietylowych kwasow
2-(3,3-dimetylo-5-oksocykloheksylo)malonowego (2¢) i 2-(4,4-dimetylo-3-oksocyklo-
heksylo)malonowego (2d) oraz enancjoselektywnos¢ procesu biotransformacji. Dane
umieszczono w tabeli 5.
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Tabela 5
Table 5
Wptyw sktadu podtoza hodowli na stopien przereagowania i nadmiar
enancjomeryczny (-)-2¢, 2d i (+)-3¢, 3d
Effect of growth medium composition on the degree of conversion and enantiomeric
excesses of (-)-2¢, 2d and (+)-3c, 3d

Stopien prze-

- . ee trans- Stopien prze- ee trans-3d
Lp. Podtoze reagov:ama 2c eeo 2¢ 3¢ [%] reagowania 2d eeo 2d [%]
Growth [%] [%] o [%]
Entry e . ee of [%] ee of
medium* Conversion of ee of 2¢ . ee of 2d
2 trans-3¢  Conversion of 2d trans-3d

1 C 47 (62 (72 40 ()78  (H)56
2 E 50 ()95 (+) 89 61 (-) 98 (+) 90
3 G 10 (-) 25 +) 99 18 )5 16
4 M 68 ()5 )5 62 ()5 (+) 76
5. S 25 (-) 20 (+)27 43 -)70 (+H) 42
6. P 49 (-) 98 (+) 90 62 (-) 90 (+) 92

* rozdziat 2.2.3. — part 2.2.3

Optymalnym podtozem, ze wzgledu na stopien przereagowania substratow 2c¢ i 2d
oraz nadmiar enancjomeryczny substratu (2¢, 2d) i produktu (3¢, 3d), byto podioze E,
czyli roztwor ekstraktu drozdzowego, skrobi, K,HPO,, MgSO,. Co najmniej 90-pro-
centowe nadmiary enancjomeryczne obserwowano w hodowlach na podtozu P (roztwor
glukozy i peptonu), podobnie jak dla substratu 2a i 2b.

Wplyw temperatury

Przebieg bioredukcji estru etylowego kwasu 2-(3,3-dimetylo-5-oksocykloheksylo)
malonowego (2¢) badano w zakresie temperatur 20-32°C. Dane zobrazowano na rysun-
ku 21. W transformacjach przy uzyciu Rhodotorula rubra AM 4, podobnie jak w ekspe-
rymentach z udziatem Absidia coerulea AM 93, stopien przereagowania racemicznego
substratu 2¢ okazat si¢ wprost proporcjonalny do temperatury (w przyblizeniu 1% prze-
reagowania na 1°C) (rys. 22).

Ze wzrostem temperatury w zakresie 20-26°C zwigksza si¢ stopien przereagowania
i nadmiary enancjomeryczne (-)-2¢ oraz (+)-3c. Powyzej tej temperatury nadmiar enan-
cjomeryczny (+)-trans-estru dietylowego kwasu 2-(3-hydroksycycloheksylo)malono-
wego (3¢) zaczyna male¢ na skutek redukcji (-)-enancjomeru estru 2¢. W temperaturze
powyzej 26°C selektywno$¢ dehydrogenaz odpowiedzialnych za redukcje (+)-izomeru
2¢ obniza sig; aby ograniczy¢ ten proces nalezy prowadzi¢ bioredukcje w temperaturze
do 26°C.

Wplyw stezenia substratu

W ponizszym eksperymencie okreslono wplyw stezenia estru etylowego kwasu
2-(3,3-dimetylo-5-oksocykloheksylo)malonowego (2¢) na stopien przereagowania i nad-
miar enancjomeryczny produktow. Dane zestawiono na rysunku 23.
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Rys. 22. Wplyw temperatury na stopnien przereagowania substratu 2¢ i nadmiary enacjo-
meryczne (-)-2¢, (+)-3¢ w transformacjach przy uzyciu Rhodotorula rubra AM 4
Fig. 22. Effect of temperature on substrate 2¢ conversion and enantiomeric excesses of (-)-2¢ and
(+)-3c in transformation by Rhodotorula rubra AM 4

—a— stopien przereagowania — conversion
—o—(-) - ee2¢ [%]
—A— (+) - ee 3¢ [%]
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percent

0 1 2 3 4 5 6 7 8

stezenie [mmol/dny’]
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Rys. 23. Wplyw stgzenia substratu (+)-2a na stopien przereagowania i nadmiar enancjomeryczny
(-)-2¢, (+)-3¢ w transformacjach przy uzyciu Rhodotorula rubra AM 4
Fig. 23. Effect of substrate concentration (f)-2a on conversion and enantiomeric excesses of
(-)-2¢ and (+)-3¢ in transformation by Rhodotorula rubra AM 4
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Maksymalnym stezeniem substratu nieobnizajacym stopnia przereagowania czy
enancjoselektywnosci okazalo sie stezenie 3 mmol/dm’, czyli okoto 60 mg substratu
w 75 cm® hodowli Rhodothorula rubra AM 4.

Opierajac si¢ na wynikach wyzej opisanych eksperymentoéw, ustalono nast¢pujace
parametry biotransformacji mieszanin racemicznych (+)-2¢, (+)-2d: temperatura 26°C,
podtoze o skladzie: 4 g ekstraktu drozdzowego, 10 g skrobi, 0,1 g K,HPO,, 0,05 g
MgSO, x 7 H,0 w 1000 cm® dejonizowanej wody. Do pigciodniowej hodowli Rhodoto-
rula rubra AM 4 dodawano substrat w stezeniu 0,8 g/dm’. Po 26-28 godzinach biore-
dukcji obserwowano rozdzial mieszaniny racemicznej 2¢, 2d (GC). Po chromatogra-
ficznym rozdziale otrzymano (-)-enancjomer estru etylowego kwasu 2-(3,3-dimetylo-

5-oksocykloheksylo)malonowego((-)-2¢): [a]s =-13.0° (c=4.25, CHCl3) (ee=95%) i (+)-
izomer estru dietylowego kwasu 2-(5-hydroksy-3,3-dimetylocycloheksylo)malonowego
((H)-3¢): [als =+11.12° (c=3.7, CHCIls) (ee=92%) oraz (-)-enancjomer estru etylowego
kwasu 2-(4,4-dimetylo-3-oksocykloheksylo)malonowego ((-)-2d): [o]3, =-12.7° (c=1.2,
CHCI;) (ee=92%) i (+)-enancjomer estru dietylowego kwasu 2-(3-hydroksy-4,4-dime-
tylocycloheksylo)malonowego ((+)-3d): [a]X, = +9.7° (c=1.6, CHCl;) (ee=90%)).

3.1.5. Laktonizacja (+)- i (-)-izomerow estru dietylowego kwasu
2-(3-hydroksycyklo-heksylo)malonowego (3a) oraz ich gem-dimetylowych
pochodnych (3b-d)

Chemiczna redukcja estru dietylowego kwasu 2-(3-oksocykloheksylo)malonowego
(2a) solami borowodorkow prowadzi do otrzymania diastereoizomerycznej mieszaniny
trans- i cis-alkoholi (3a) w stosunku 9:1. Stwierdzono, ze pod wptywem kwasnych ka-
talizatorow (15% BF; w eterze dietylowym lub THF : H,O : HCIO4 (pH=1), a takze
TsOHxH,0 w benzenie lub toluenie) [170] racemiczny cis-ester dietylowy kwasu 2-(3-
-hydroksycykloheksylo)malonowego (cis-3a) cyklizuje do bicyklicznego laktonu: 2-ok-
sabicyklo[3.3.1]nonan-3-onu (t)-4a. Pod wplywem tych samych warunkéw reakcji
trans-diastereoizomer frans-3a nie ulega laktonizacji, a ogrzewanie mieszaniny reak-
cyjnej z kwasem p-toluenosulfonowym w benzenie prowadzi do otrzymania nienasyco-
nych diestréow jako glownych produktéw (80%). Laktonizacja 3a wymaga bezposred-
niego sasiedztwa grupy diestrowej i hydroksylowej, co w przypadku izomeru trans jest
sterycznie niemozliwe. Aby uzyska¢ oczekiwany lakton 4a, najpierw zhydrolizowano
trans-ester dietylowy kwasu 2-(3-hydroksycycloheksylo)malonowego (3a) do odpo-
wiedniego monokwasu, a nastgpnie przeprowadzono laktonizacj¢ (TsOHxH,0), otrzy-
mujac zaplanowany cis-lakton (4a).

Opracowang dla mieszanin racemicznych metodg laktonizacji zastosowano do laktoni-
zacji zwiazkoéw optycznie czynnych. Rysunek 24 wyjasnia mechanizm reakcji [127].

W zhydrolizowanym diestrze pod wptywem kwasu p-toluenosulfonowego zachodzi
inwersja konfiguracji na C-3. Pierwszym jej etapem jest formowanie si¢ tosylanu, grupy
fatwo odchodzacej. Powstaly karbokation, atakowany przez czasteczke wody, jest sub-
stratem do powstania mieszaniny cis- i trans-diastereoizomerow kwasow 2-(3-hydro-
ksycykloheksylo)propionowych. Cis-izomer zamyka si¢ do cis-laktonu (-)-(1S,5R)-2-
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-oksabicyklo[3.3.1]nonan-3-onu ((-)-4a) [a]k, =-18.6° (c=2.05, CHCl;), ee=95%, natomiast
trans-hydroksykwas ponownie jest przeksztalcany w tosylan, nast¢pnie w karbokation, mie-
szaning diastereoizomerdw cis- 1 trans-pochodnych kwasu propionowego (rys. 24).

OH OTs
1 KOH/E:OH
iy R
: 2 TsOH

Et0,C” “CO,Et “co,H
(H-3a
L .OH OH
0 cyMizacja \
cyclisation *
/\\ ; g
. o : =
CoH COoH
(-)-4a 50% 50%

Rys. 24. Mechanizm laktonizacji (+)-izomeru estru dietylowego kwasu 2-(3-hydroksycykloheksylo)
malonowego ((+)-3a)
Fig. 24. Mechanism of lactonization of (+)-isomer of diethyl 2-(3-hydroxycyclohexyl)malonate

((+)-3a)

Strukture cis-laktonu ((-)-4a) potwierdzono analiza rentgenowska (rys. 28; rozdziat
3.1.5.) [129].

Lakton o przeciwnym znaku skrgcalnosci wiasciwej, (+)-(1R,5S)-2-oksabicyklo-
[3.3.1]nonano-3-on ((+)-4a), uzyskano z nieprzereagowanego w biotransformacji estru
dietylowego kwasu (-)-2-(3-oksocykloheksylo)malonowego ((-)-2a), w takiej samej
sekwencji reakcji, jak jego lewoskretny izomer (-)-4a.

o OH
i i 0
~o
EtO,C CO,Et Et0,C CO,Et
(-)-2a (-)3a *)-4a

i-NaBH,, EtOH; ii-KOH/EtOH, TsOH/PhH

Rys. 25. Schemat syntezy (+)-(/R,5S5)-2-oksabicyklo[3.3.1]nonan-3-onu ((+)-4a)
Fig. 25. Scheme of synthesis of (+)-(/R,5S)-2-oxabicyclo[3.3.1]nonan-3-one ((+)-4a)

Najpierw po redukeji uzyskano trans-hydroksydiester (-)-3a [o]3, =-1.04° (¢=3.11,
CHCl3) z 95% ee, a nastgpnie po cyklizacji otrzymano lakton (+)-(1R,55)-2-
-oksabicyklo[3.3.1]nonan-3-on ((+)-4a) [a]3, = +17.9° (c=1.5, CHCl;), ee=93% (rys. 25).
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Laktonizacj¢ (+)- i (-)-izomeréw gem-dimetylopochodnych estru dietylowego kwasu
2-(3-hydroksycykloheksylo)malonowego (4b-d) przeprowadzono w analogicznych sekwen-
cjach reakcji. Strukture potwierdzono danymi spektralnymi (‘H NMR, “C NMR,
IR, GC-MS), otrzymujac zwiazki o nast¢pujacych skrecalnosciach wiasciwych 1 nad-
miarach enancjomerycznych: 7,7-dimetylo-2-oksabicyklo[3.3.1]nonan-3-on ((+)-4b):
[o]3 =+28.3° (¢=0.5, CHCls), ee=94%; ((-)-4b): [a]3, =-27.9° (¢=0.5, CHCl;), ee=91%;
8,8-dimetylo-2-oksabicyklo[3.3.1]nonan-3-on, ((+)-4¢): [a]i, =+31.0° (c=1.5, CHCL),
€e=93%; ((-)-4¢): [a]i, =-26.9° (c=0.6, CHCIl;), ee=91%; 9,9-dimetylo-2-oksabicyklo
[3.3.1]nonan-3-on, ((+)-4d): [a]i, =+26.3° (c=1.4, CHCL;), ee=90%; ((-)-4d): [o]3, =-24.8°
(c=0.7, CHCl3), ee=90%.

3.1.6. Ustalenie konfiguracji absolutnej otrzymanych enancjomeréw

Konfiguracje absolutna estru dietylowego kwasu 2-(3-oksocykloheksylo)malono-
wego (2a) ustalono na podstawie znaku skrgcalnosci wiasciwej podanego w literaturze
[174, 176, 180 185]. Natomiast konfiguracj¢ absolutna atomu wegla z podstawnikiem
hydroksylowym w czasteczce estru dietylowego kwasu 2-(3-hydroksycykloheksylo)
malonowego ((+)-3a) okreslono metoda z zastosowaniem estrow Moshera [36, 37, 153].
Diastereoizomeryczne estry otrzymano w reakcji grupy hydroksylowej z R i S enancjo-
merami chlorkéw kwasu Moshera (rys. 26) [127].

F,C , OMe

0
(R)-MTPA-CI @
MeO
F3C?
(H)-3a

?
- Cl

ne ©
MeO; RS

—_>

(S-MTPA-C1

3-R-MTPA

Rys. 26. Schemat syntezy estrow Moshera: 3-S-MTPA oraz 3-R-MTPA
Fig. 26. Schematic presentation of synthesis of Mosher’s esters: 3-S-MTPA and 3-R-MTPA
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Rys. 27. Warto$ci Ad dla 3a-S-MTPA i 3a-R-MTPA wyliczone na podstawie danych z widm
'HNMR i *C NMR [127]

Fig. 27. A8 values for 3a-S-MTPA and 3a-R-MTPA calculated from 'H NMR and "*C NMR
spectra [127]

HEA H7B HBA

Rys. 28. Struktura krystaliczna (-)-(1S,5R)-2-oksabicyklo[3.3.1]nonan-3-onu ((-)-4a)
Fig. 28. Crystal structure of (-)-(1S,5R)-2-oxabicyclo[3.3.1]nonan-3-one ((-)-4a)
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Parg diastereizomerycznych estrow (3a-S-MTPA, 3a-R-MTPA) analizowano przy
uzyciu 'H NMR, *C NMR, COSY, DEPT i HMQC z zastosowaniem CDCl; jako roz-
puszczalnika.

Konfiguracja absolutna atomu wegla C-3 alkoholu (+)-3a zostata wyznaczona po-
przez interpretacje znaku AS®, czyli roznice przesunigé chemicznych diastereoizome-
rycznych estrow Moshera uzyskana na podstawie empirycznego modelu [153]. Powyz-
sza metoda bazuje na anizotropowym efekcie migdzy ugrupowaniem fenylowym chi-
ralnego podstawnika MTPA i ligandami L1 i L2, czyli (*CH,), (°CH,). Mosher zatozyt,
ze R- i S-MTPA, estry drugorzgdowych alkoholi, istnieja w konformacji, w ktorej
CH(OR), grupa karbonylowa i CF; utozone sa w jednej plaszczyznie. Przy takim zato-
zeniu, jezeli warto$¢ roznicy przesunie¢ (AS*®) wyznaczona z 'H NMR i *C NMR dla §
i R estru ligandu L1 (*CH,) jest wigksza niz L2 (*CH,), to konfiguracja atomu wegla
C-3 polaczonego z grupa hydroksylowa (+)-3a jest R (rys. 27).

Konfiguracjg absolutng laktonu (+)-4a wyznaczono, bazujac na powyzszych danych
i strukturze krystalicznej (rys. 28) [129]. Dane te pozwalaja przypisa¢ konfiguracje ab-
solutna laktonu (-)-4a jako (1S, 5R).

3.2. Zastosowanie mikrobiologicznego lub enzymatycznego rozdziatu
mieszaniny racemicznej epoksyestrow do otrzymywania
enancjomeréw 9-oksabicyklo[4.3.0]Jnonan-8-onu (12a)
oraz jego gem-dimetylowych analogow (12b-d)

3.2.1. Synteza substratow i mechanizm laktonizacji

Optyczne izomery laktonu 9-oksabicyklo[4.3.0]nonan-8-onu (12a) i jego gem-dime-
tylowych pochodnych 12b—d zostaly otrzymane z o,fB-nienasyconych ketonow la—d
w sze$cioetapowej chemoenzymatycznej syntezie (rys. 29).

Ketony la—d zostaly zredukowane do odpowiednich alkoholi allilowych 7a—d
i poddane przegrupowaniu Claisena-Johsona. Uzyskane w ten sposob cykliczne v,0-
nienasycone estry 8a—d utleniono kwasem m-chloronadbenzoesowym do odpowiednich
cis- 1 trans-epoksyestrow 9a—d [66, 131, 132, 177].

Uznano, ze najdogodniejsza droga syntezy pozwalajaca uzyskaé izomery optyczne
9a—d bedzie enzymatyczny lub mikrobiologiczny rozdzial mieszaniny racemicznej
epoksyestrow 9a—d, prowadzacy do otrzymania optycznie czynnych hydroksy-y-
-laktonéw 10a—d (rozdziat 3.2.2.).

Laktony te estryfikowano kwasem p-toluenosulfonowym i redukowano NaB(CN)Hj;
w HMPA, otrzymujac laktony 12a—d z uktadem 9-oksabicyklo[4.3.0]nonan-8-onu.

W celu sprawdzenia, jak zablokowanie grupy hydroksylowej laktonu 10a wptynie
na aktywnos¢ fungistatyczna, przeprowadzono go w trzy estry: 14, 15, 16, estryfikujac
grupe hydroksylowa odpowiednio chlorkami kwasu octowego, mastowego oraz p-meto-
ksyfenylooctowego (rys. 30).
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i-LiAlHy, Et,0, ii-CH;C(OC,Hs);, C,HsCOOH, iii-MCPBA, CH,Cl,, iv-biokatalizator lub THF:
HCIO, : H,O, v-TsCl, py, vi-NaB(CN)H;, HMPA.
i-LiAlH,, Et,0, ii-CH;C(OC,Hs);, C,HsCOOH, iii-MCPBA, CH,Cl,, iv-biocatalyst or THF:
HCIO, : H,0, v-TsCl, py, vi-NaB(CN)H;, HMPA.

Rys. 29. Schemat syntezy nasyconych bicyklicznych-y-laktonéw 12a—d
Fig. 29. Scheme of synthesis of saturated bicyclic-y-lactones 12a—d
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i-THF : H,0, NBS, ii-CH;C(O)Cl, py, iii-CsH,C(O)CL, py, iv-CH;OPhCH,C(O)Cl, py.

Rys. 30. Schemat syntezy laktonow 13—-16
Fig. 30. Scheme of synthesis of lactones 13-16
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Zsyntezowano réwniez lakton 2-bromo-cis-9-oksabicyklo[4.3.0]nonan-8-on (13),
w ktorym w miejsce grupy hydroksylowej wbudowano wigkszy objgtosciowo podstaw-
nik w postaci atomu bromu. Lakton 13 otrzymano w reakcji y,86-nienasyconego estru 8a
z N-bromoimidem kwasu bursztynowego.

Przed przystapieniem do biotransformacji (iv, rys. 29) wykonano szereg ekspery-
mentdéw majacych na celu poznanie budowy epoksyestrow 9a—d i mechanizmu laktoni-
zacji w §rodowisku wodnym.

Kluczowym etapem tej strategii byly epoksydacja y,0-nienasyconych estréw 8a—d,
a nastepnie cyklizacja do d-hydroksy-y-laktonow 10a—d. Przeanalizowanie stereochemii
na tym etapie bylo konieczne do okreslenia konfiguracji absolutnej i poréwnania me-
chanizmu katalizy chemicznej i enzymatyczne;.

Substratami do syntezy epoksyestrow 9a—d byly otrzymane w wyniku przegrupowania
Claisena-Johsona: cis-Y,0-nienasycony ester etylowy kwasu 2-(cykloheks-2-enylo)octo-
wego (8a) oraz jego analogi z ugrupowaniem gem-dimetylowym w pozycjach C-4 (8b),
C-5 (8¢) 1 C-6 (8d).

Ze wzgledu na obecno$¢ grupy —CH,CO,Et przy C-1 utlenienie wigzania podwojnego
kwasem m-chloronadbenzoesowym moze prowadzi¢ do powstania cis- i trans-epoksy-
estrow 9a—d.

Z estrow 8a i 8¢ uzyskano cis-epoksyestry z bardzo wysoka diastereoselektywnoscia

(de>90%). Dla pozostatych dwoch estrow (8b, 8d) obserwowano powstanie mieszanin
cis- 1 trans-izomeréw (9b, 9d).

[ Jeis [N trans

ol % 9% 9% 9

60+

procent [%]
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40+
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Rys. 31. Zaleznos¢ sktadu procentowego izomerdw cis- i trans-epoksyestrow 9a—d od ilosci moli
MCBPA

Fig. 31. The dependence of composition of cis- and trans-isomers of epoxyesters 9a—d on the
amount of moles the MCBPA
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Zaobserwowano, ze stosunek izomerdéw cis- do trans-epoksydow 9b i 9d zalezy od
warunkow prowadzonej syntezy, a szczeg6lnie od uzytej ilosci moli substratu i kwasu
m-chloronadbenzoesowego. Przy mniejszym stezeniu utleniacza powstawalo wigcej
izomeru trans (rys. 31) 9b, 9d.

Prébujac wyjasni¢ przyczyne takiego przebiegu epoksydacji, wygenerowano w pro-
gramie ChemOffice najbardziej prawdopodobne obrazy struktur estréw 8a—d (rys. 32).

R

Rys. 32. Struktury estrow 8a—d wygenerowane w programie ChemOffice
Fig. 32. Structures of esters 8a—d generated in programme ChemOffice

Uzyskane ta droga obrazy struktur estrow etylowych kwasow 2-(cykloheks-2-
-enylo)octowego (8a) i 2-(5,5-dimetylocykloheks-2-enylo)octowego (8¢) sa prawie iden-
tyczne, a ugrupowanie gem-dimetylowe nie zmienia konformacji pier§cienia. W przy-
padku tych estrow nie istnieja zadne przeszkody w termodynamicznie uprzywilejowane;j
cis-epoksydacji wiazania podwojnego. Inaczej jest w estrze etylowym kwasu 2-(4,4-
-dimetylocykloheks-2-enylo)octowego (8d), gdzie powstanie cis-izomeru moze by¢ za-
hamowane przez podstawniki przy pierwszym i czwartym atomie wegla. Natomiast
obecnos$¢ ugrupowania gem-dimetylowego przy szostym atomie wegla w estrze etylo-
wym kwasu 2-(6,6-dimetylocykloheks-2-enylo)octowego (8b) powoduje inng deforma-
cje pierscienia cykloheksenowego niz w przypadku struktur 8a—c.

W celu udowodnienia struktury poréwnano widma 'H NMR cis- i trans-epoksy-
estrow 9b i 9d. Zaobserwowano, ze sygnaly pochodzace od protonéw przy C-2 i C-3
dla cis-diastereoizomeré6w, w poroOwnaniu z trans-diastereoizomerami, ze wzgledu na
odstaniajacy efekt atomu tlenu grupy estrowej, znajdujacej si¢ po tej samej stronie pier-
$cienia cykloheksanowego, sa przesunigte w strong nizszych czgstotliwosci (rys. 33).

3.2ppm 3.1ppm 3. 2ppm Oppm
o) 0
3.1ppm 2.8ppm 2. 8ppm 2 7ppm
CO,Et CO,Et CO,Et CO,Et
cis-9b trans-9b cis-9d trans-9d

Rys. 33. Poréwnanie przesunie¢ chemicznych odczytanych z widma '"H NMR dla cis- i trans-
-izomerdw epoksyestrow 9b, 9d

Fig. 33. Comparison of chemical shifts from 'H NMR spectrum for cis- and trans-isomers of
epoxyesters 9b, 9d
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Chemiczna laktonizacja cis- lub trans-epoksyestrow 9b badz 9d prowadzita do po-
wstania tego samego 0-hydroksy-cis-y-laktonu 10b. Taki przebieg cyklizacji wyjasnio-
no odmiennymi mechanizmami katalizy dla cis- i trans-epoksyestrow (rys. 34).

trans-9b

Rys. 34. Mechanizm laktonizacji cis- i trans-estru etylowego kwasu 2-(6,6-dimetylo-2,3-epoksy-
cykloheksylo)octowego (9b)

Fig. 34. Mechanism of lactonization of cis- and trans- ethyl 2-(6,6-dimethyl-2,3-epoxycyclohexyl)
acetate (9b)

Do tlenu piericienia oksiranowego cis-epoksyesteru 9b przylacza si¢ proton katali-
zujacy nukleofilowy atak czasteczki wody na odstonigty atom wegla C-3. Prowadzi to
do inwersji konfiguracji absolutnej na trzecim atomie wegla, otwarcia pierscienia oksi-
ranowego do diolu i powolnej laktonizacji. W przypadku trans-epoksyestru 9b nie ob-
serwowano powstawania dioli. Laktonizacja zachodzita szybciej i powstawat ten sam
produkt, co przy cyklizacji cis-epoksyestru. Proponowany mechanizm laktonizacji
trans-epoksyestru 9b (rys. 34) zaktada nukleofilowy atak tlenu karbonylowego na drugi
atom wegla C-2. Atak ten jest mozliwy od strony przeciwnej do ptaszczyzny pierscienia
oksiranowego, co prowadzi do inwersji konfiguracji na C-2 i wewnatrzczasteczkowej
laktonizacji, a w konsekwencji do otrzymania hydroksylaktonu 10b.

Taki przebieg laktonizacji (rys. 34) potwierdza analiza danych 'H NMR, na podsta-
wie ktorych wyznaczono konfiguracje wzgledne w czasteczkach hydroksylaktonow
10b, 10d (rys. 35) i poréwnano je z budowa laktonéw 10a i 10c.

Stata sprzezenia sasiadujacych aksjalnych protonéw w szesciocztonowym pierscieniu
wynosi 6-14Hz w przeciwienstwie do statej sprzezenia dla protonéw w potozeniu ekwa-
torialnym lub aksjalno-ekwatorialnym o wartosci zaledwie 0—SHz [157]. W otrzyma-
nych hydroksylaktonach 10a—d state sprz¢zenia migdzy protonami przy C-1 i C-2
mieszcza si¢ w zakresie 5,9-8,4Hz, co potwierdza ich diaksjalne potozenie, a takze
ekwatorialne potozenie grupy hydroksylowe;.

52



10d

Rys. 35. Poréwnanie statych sprzezenia odczytanych z widm 'H NMR dla hydroksylaktonow
10a—d

Fig. 35. Comparison of chemical shifts from "H NMR spectrum for hydroxy lactones 10a—d
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Rys. 36. Sktad procentowy (wedlug GC) mieszaniny produktow kwasowej laktonizacji epoksy-
estru cis-9¢

Fig. 36. Composition (in % according to GC) of the product mixtures of acidic lactonization of
epoxyester cis-9¢
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W pigcioczlonowym pierscieniu, ze wzgledu na brak mozliwo$ci rotacji, protony
w potozeniu cis i trans maja identyczna stala sprzezenia migdzy 5 a 10Hz [157].

Badajac mechanizm laktonizacji cis-epoksyestru 9¢, zaobserwowano, ze stopien lak-
tonizacji, ilo$¢ powstajacego diolu zalezy od pH (rys. 36). Chemiczna laktonizacja zacho-
dzi ponizej pH 4. Oznacza to, ze w transformacjach mikrobiologicznych (pH=4-8) czy
przy uzyciu izolowanych enzymoéw (pH=7,2) nie zachodza dodatkowe chemiczne procesy.

3.2.2. Dohdr biokatalizatoréw zdolnych do rozdziatu mieszanin
racemicznych epoksyestrow (9a-d)

Przy wyborze biokatalizatorow planowanych do laktonizacji epoksyestrow 9a—d
rozwazano uzycie dwoch grup enzyméw: hydrolaz epoksydowych (enzyméw we-
wnatrzkomorkowych katalizujacych enancjoselektywne otwarcie epoksyestrow) oraz
hydrolaz (preparatdow enzymatycznych lipaz, esteraz) [20, 24, 100] katalizujacych hy-
droliz¢ grupy estrowej, a takze wewnatrzczasteczkowa estryfikacje [1, 88] (rys. 37).

hydrolazy epoksydowe

J epoxide hydrolases
(6]

o~

>

lipazy, esterazy
lipases, esterases

B

Rys. 37. Enzymatyczna kataliza przy udziale hydrolaz epoksydowych lub lipaz i esteraz
Fig. 37. Enzymatic catalysis by epoxide hydrolases or lipases and esterases

W badaniach z zastosowaniem hydrolaz epoksydowych uzyto szczepow dwoch ga-
tunkow mikroorganizmow, wyselekcjonowanych w trakcie badan skriningowych nad
laktonizacja epoksyestrow cyklicznych [132] i alifatycznych [131,133] Fusarium ave-
naceum AM 11, F. avenaceum AM 12, pigciu szczepow F. culmorum: AM 7, AM 9,
AM 10, AM 196, AM 282, F. equiseti AM 15, F. equiseti AM 22, F. oxysporum AM 13,
F. oxysporum AM 21, F. scripi AM 199, F. semitectum AM 20, F. solani AM 203,
F. tricinctum AM 16 oraz trzech szczepow drozdzy: Rhodotorula rubra AM 4, R. rubra
AM 82, R. glutinis AM 242.

W badaniach nad zastosowaniem hydrolaz uzyto lipaz izolowanych z: Rhizopus
arrhizus, Rhizopus niveus, Pseudomonas cepacia, Candida cylindracea, Candida antarc-
tica, Candida antarctica (enzym rekombinowany z Aspergillus niger), Mucor javani-
cus, Mucor miehei, trzustki wieprzowej, Penicillium roqueforti, Aspergillus oryzae,
Aspergillus, Rhizomucor miehei (enzym rekombinowany z Aspergillus oryzae), lipopro-
teinowych lipaz z: Pseudomonas sp., Chromobacterium viscosum oraz esteraz izolowa-
nych z watroby konskiej, Thermoanaerobium brockii i Mucor miehei.

Biotransformacje przy uzyciu mikrorganizméw prowadzono wedtug opracowanych
wczesniej metod [130-132]. Warunki biotransformacji przy uzyciu enzymow opisano
w rozdziale 3.2.2.1.
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3.2.2.1. Dobor optymalnych warunkéw transformacji epoksyestru 9d przy uzyciu
preparatéow enzymatycznych

Dobor optymalnych warunkéw transformacii przy uzyciu lipaz obejmowat wpltyw roz-
puszczalnika, rodzaju buforu, liczby uzytych jednostek aktywnosci enzymu, temperatury.

Zaobserwowano, ze dodatek acetonu jako rozpuszczalnika substratu ma wpltyw na
enancjoselektywnos$¢ procesu: badz nieznacznie aktywujacy, badz (jak w przypadku
lipazy Candida antarctica) inhibujacy, dlatego zrezygnowano z uzycia rozpuszczalnika.

We wstepnych badaniach enzymy rozpuszczano lub zawieszano w buforze fosfora-
nowym (pH=7,2) i trisie (pH=8,3). Nie zaobserwowano znaczacych roéznic w stopniu
przereagowania substratu oraz nadmiarze enancjomerycznym produktow. Poniewaz
w wyzszym pH moga zachodzi¢ dodatkowe niepozadane procesy chemiczne, wybrano
neutralny bufor fosforanowy.

Przeprowadzono serie eksperymentow, w ktorych transformowano cis-ester etylowy
kwasu 2-(4,4-dimetylo-2,3-epoksycykloheksylo)octowego (9d) réznymi ilosciami jed-
nostek aktywnos$ci lipazy izolowanej z Candida antarctica. Badania prowadzono
w trzech réznych temperaturach (rys. 38).

[ ]stopien przereagowania — conversion
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amount of enzymatic unit [mg of epoxyester 9d]

Rys. 38. Wplyw liczby jednostek aktywnosci lipazy izolowanej z C. antarctica na stopien przere-
agowania i nadmiar enancjomeryczny estru etylowego kwasu 2-(4,4-dimetylo-cis-2,3-
-epoksycykloheksylo)octowego 9d

Fig. 38. Effect of amount of enzymatic unit of lipase isolated from C. antarctica for conversion and
enantiomeric excesses of ethyl 2-(4,4-dimethyl-cis-2,3-epoxycyclohexyl)acetate 9d
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Stopien przereagowania epoksyestru 9d okazal si¢ wprost proporcjonalny do ilosci
enzymu i temperatury. Nadmiar enancjomeryczny nieprzereagowanego cis-epoksyestru
9d byt najwyzszy w przedziale temperatur 20-28°C. W temperaturze 40°C, mimo
wzrostu stopnia przereagowania, malat nadmiar enancjomeryczny nawet o 10%.

3.2.2.2. Biotransformacje cis- i trans-estrow etylowych kwaséw: 2-(2,3-epoksycyklo-
heksylo)octowego (9a), 2-(6,6-dimetylo-2,3-epoksycykloheksylo)octowego (9b),
2-(5,5-dimetylo-2,3-epoksycykloheksylo)octowego (9c) oraz 2-(4,4-dimetylo-2,3-
epoksycykloheksylo)octowego (9d)

Analizowane w rozdziale 3.2.1. réznice w budowie epoksyestrow 9a—d oraz dwa
odmienne mechanizmy ich laktonizacji (rys. 34) znalazly odzwierciedlenie w przebiegu
prowadzonych biotransformacji.

Zaobserwowano jednak pewne podobienstwa w biotransformacjach epoksyestrow:
cis-9a, cis-9c¢ (rys. 39, tab. 6, 7) i cis-9b, cis-9d (rys. 41, 42, tab. 8, 9). Odmiennie prze-
biegata transformacja epoksyestrow trans-9b, trans-9d (rys. 43, 44, tab. 10, 11). W ta-
belach 6-11 opisano tylko biotransformacje o enancjoselektywnym przebiegu.

Wszystkie wymienione powyzej mikroorganizmy i preparaty enzymatyczne (roz-
dziat 3.2.2) transformowaly cis-epoksyestery 9a—d do mieszanin produktéw, w ktorych
identyfikowano nieprzereagowany substrat, powstajacy z niego diol, produkty hydrolizy
oraz hydroksy-y-laktony 10a—d.

Enancjoselektywnos¢ rozdzielanych mieszanin racemicznych cis-epoksyestrow 9a,
9c¢ byla niska, a wartosci nadmiaréw enancjomerycznych izolowanych produktow
byty czgsto mniejsze niz 10%. Zastosowanie innych biokatalizatorow (trzech szczepow
Fusarium, drozdzy Rhodotorula rubra AM 4 1 lipazy z Candida antarctica, rekombi-
nowana z Aspergillus niger) dato obiecujace rezultaty w transformacjach estru etylowego
kwasu 2-(2,3-epoksycykloheksylo)octowego 9a (rys. 39, tab. 6).

Podobny przebieg mialy transformacje estru etylowego kwasu 2-(5,5-dimetylo-2,3-
-epoksycykloheksylo)octowego 9¢. Wyselekcjonowane dwa szczepy Fusarium i Rhodo-
torula rubra AM 4 transformowaly cis-epoksyester 9¢ z wysoka enancjoselektywnoS$cia
(tab. 7, rys. 40).

R ~OH
R o R rubra AM 4 R>©

o OM
0

()92, (+)-9¢ (+)9a, (+)-9¢ (+)-10a, (+)-10c
(£)-9a, (+)-9a, (+)-10a: R=H,
(£)-9c¢, (+)-9¢, (+)-10c: R=CHj;

Rys. 39. Mikrobiologiczna transformacja cis-estru etylowego kwasu 2-(2,3-epoksycykloheksylo)
octowego (cis-(£)-9a) i cis-estru etylowego kwasu 2-(5,5-dimetylo-2,3-epoksycyklo-
heksylo)octowego (cis-(£)-9¢) przy uzyciu Rhodotorula rubra AM 4

Fig. 39. Microbial transformation of cis-ethyl 2-(2,3-epoxycyclohexyl)acetate ((£)-9b) and cis-ethyl
2-(5,5-dimethyl-2,3-epoxycyclohexyl)acetate ((£)-9¢) by Rhodotorula rubra AM 4
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Tabela 6
Table 6

Sktad mieszaniny produktow enzymatycznej lub mikrobiologicznej transformacji
racemicznego cis-estru etylowego kwasu 2-(2,3-epoksycykloheksylo)octowego (cis-(+)-9a)
Compositions of the product mixtures of enzymatic and microbial transformation

of racemic cis-ethyl 2-(2,3-epoxycyclohexyl)acetate (cis-(+)-9a)

Lp. Biokatalizator ~ Czas [godziny] Stopleq przereag(())wanla ce COIS-% eeolﬁa
Entry  Biocatalyst Time [h] cis-(+)-9a [%] [72] %]
Conversion of cis-(£)-9a ec of cis-9a  ee of 10a

| Fusarium 56 50 (+) 89 (+) 76
’ equiseti AM 22 11 71 (+) 99 (+) 82
) Fusarium 56 44 (+) 68 (+) 99
’ scripi AM 199a 67 (+) 81 (+) 61
3 Fusarium 7d 49 (+) 64 (+) 86
" solani AM 203 11 70 ()78 73
4 Rhodotorula 4 52 (+) 86 (+) 80
’ rubra AM 4 11 67 +) 91 (+) 69
Lipaza z Candida 56 59 ()99 (+) 67
antarctica 11 80 (+) 99 (+) 46

Tabela 7

Table 7

Sktad mieszaniny produktéow enzymatycznej lub mikrobiologicznej transformacji racemicznego
cis-estru etylowego kwasu 2-(5,5-dimetylo-2,3-epoksycykloheksylo)octowego (cis-(£)-9¢)
Compositions of the product mixtures of enzymatic and microbial transformation

of racemic cis-ethyl 2-(5,5-dimethyl-2,3-epoxycyclohexyl)acetate (cis-(+)-9¢)

Stopien
. . Czas przereagowania ee cis-9¢ ee 10c
Lp. qukatallzator [godziny] cis-(£)-9¢ [%] [%] [%]
Entry Biocatalyst ) )
Time [h] Conversion ee of cis-9¢  ee of 10c
of cis-(£)-9¢
. 31 (+) 56 (+) 65
1. Fusarium avanaceum AM 11
48 (+) 46 (+) 51
. . 18 (-)20 (-) 36
2. Fusarium semitectum AM 20
11 81 (-) 99 (-)22
Rhodotorula 3 38 +) 99 (+) 78
3.
rubra AM 4 4 45 (+) 99 (+) 62
4 Lipoproteina 2 23 ()15 ()99
’ z Chromobacterium viscosum 11 48 (-) 67 (+) 81
5 Lipoproteina 2 39 ()12 (+) 39
' z Pseudomonas sp. 11 72 (-) 65 ()31
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Rys. 40. Chromatogramy:(a) racemiczne mieszaniny epoksyestru 9¢ i laktonu 10c¢, (b) mieszanina
produktéw ekstrakcji preparatywnej laktonizacji przy uzyciu R. rubra AM 4 [132]
Fig. 40. Chromatograms: (a) racemic mixture of epoxy ester 9¢ and racemic hydroxy lactone 10c,
(b) crude product mixture of preparative lactonization of 9¢ with R. rubra AM 4 [132]

Brak enancjoselektywnosci w transformacjach przy uzyciu lipaz, esteraz, cho¢ przy
zadawalajacym stopniu przereagowania, zwiazany jest z umiarkowana enancjoselek-
tywnos$cia indukcji w trakcie hydrolizy. Centrum stereogeniczne jest w pozycji B w sto-
sunku do miejsca katalizy, a proces wewngtrznej estryfikacji nie jest katalizowany. Oba
cis-epoksydy 9a, 9¢ maja bardzo zblizona konformacj¢ pierscienia cykloheksanowego.
Dla obu dobrano warunki transformacji przy udziale mikroorganizméw.
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Biotransformacjg preparatywna estru etylowego kwasu 2-(2,3-epoksycykloheksylo)
octowego (9a) przeprowadzono przy uzyciu Rhodotorula rubra AM 4, uzyskujac (+)-enan-

cjomer hydroksylaktonu 10a o nadmiarze enancjomerycznym 78%, [a]i, =+13.3° (c=1.0,

CHCI3) i nieprzereagowany substrat o nadmiarze enancjomerycznym 65%, [a]3, =+8.1°
(c=0.7, CHCL,).

Ten sam szczep drozdzy R. rubra AM 4 zastosowano w biotransformacji racemiczne-
go epoksyestru 9¢, otrzymujac (+)-izomer 2-hydroksy-4,4-dimetylo-9-oksabicyklo[4.3.0]
nonan-8-onu (10¢) o nadmiarze enancjomerycznym 92%, [a], =+15.9° (¢=0.9, CHCl;)

i nieprzereagowany substrat 9¢ o nadmiarze enancjomerycznym 95%, [o]s, =+34.9°
(c=0.6, CHCL,).

Biotransformacje izomerow cis-estrow etylowych kwasow: 2-(6,6-dimetylo-2,3-epo-
ksycykloheksylo)octowego (9b) (rys. 41, tab. 8) oraz 2-(4,4-dimetylo-2,3-epoksycyklo-
heksylo)octowego (9d) (rys. 42, tab. 9) mialy bardziej enancjoselektywny przebieg niz
izomery 9a, 9¢, glownie dzigki enzymom izolowanym z Candida antarctica, Aspergil-
lus oryzae, Rhizomucor miehei, ktore w przypadku tych epoksyestrow enancjoselek-
tywnie hydrolizowaty grupg estrowa, a nawet katalizowaly wewnatrzczasteczkowa
cyklizacjg.

Niedogodnos$cia przedstawionych powyzej transformacji cis-epoksyestrow 9b, 9d
byly wilasciwosci otrzymywanych produktéw hydrolizy. Epoksykwasy sa zwiazkami
ktopotliwymi nie tylko do izolowania, ale ze wzgledu na ich polarno$¢ trudno je oczy-
$ci¢ na drodze chromatografii kolumnowej z uzyciem silikazelu. Zrezygnowano tu
z biotransfomacji na skalg preparatywna, a oczekiwane enancjomeryczne laktony 10b,
10d z powodzeniem uzyskano w kolejnych transformacjach, gdzie substratami byty
trans-epoksyestry 9b, 9d.

Biotransformacje trans-estrow etylowych kwaséw 2-(6,6-dimetylo-2,3-epoksycy-
kloheksylo)octowego (9b) (rys. 43, tab. 10) oraz 2-(4,4-dimetylo-2,3-epoksycyklohe-
ksylo)octowego (9d) (rys. 44, tab. 11) mialy odmienny przebieg niz powyzej opisany
dla cis-epoksyestrow 9a—d.

W czasteczkach trans-epoksyestrow grupa estrowa i ugrupowanie epoksydowe nie
leza w jednej plaszczyznie, co ulatwia atak enzymdéw. Mechanizm laktonizacji trans-
-epoksyestrow jest prawdopodobnie identyczny jak przy chemicznej laktonizacji, po-
niewaz w trakcie biokatalizy nie obserwowano powstawania dioli. W epoksyestrach 9b,
9d ugrupowanie gem-dimetylowe przy czwartym lub szostym atomie wegla stanowi
zawadg przestrzenng deformujaca pierscien cykloheksanu, dzigki czemu biotransforma-
cje estru etylowego kwasu 2-(4,4-dimetylo-2,3-epoksycykloheksylo)octowego (9d)
maja wysoce enacjoselektywny przebieg. W biotransformacji preparatywnej wykorzy-
stano lipazg¢ izolowana z trzustki wieprzowej, otrzymujac: (+)-enancjomer laktonu 10d

o skrecalno$ci wlasciwej [a]3, =+14.1° (c=1.2, CHCl;) i nadmiarze enancjomerycznym
84% oraz nieprzereagowany (-)-enancjomer - trans-epoksyester 9d o nadmiarze enan-
cjomerycznym 68% i [a]i, = -11.3° (¢=0.52, CHCly).
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Rys. 41. Transformacja cis-estru etylowego kwasu 2-(6,6-dimetylo-2,3-epoksycykloheksylo)octo-
wego ((1)-9b) przy uzyciu lipazy z Candida antarctica
Fig. 41. Transformation of cis-ethyl 2-(6,6-dimethyl-2,3-epoxycyclohexyl)acetate ((£)-9b) by lipase
from Candida antarctica

Tabela 8
Table 8

Sktad mieszaniny produktéw enzymatycznej lub mikrobiologicznej transformacji racemicznego
cis-estru etylowego kwasu 2-(6,6-dimetylo-2,3-epoksycykloheksylo)octowego cis-()-9b)
Compositions of the product mixtures of enzymatic and microbial transformation
of racemic cis-ethyl 2-(6,6-dimethyl-2,3-epoxycyclohexyl)acetate (cis-(£)-9b)

Stopien
Czas rzereagowania  ee cis-9b
Lp. Biokatalizator [dni] ~ Preereasowa » 9e [%] ee 10b [%]
. . cis-(£)-9b [%] [%]
Entry Biocatalyst Time . ; fei 9e ee of 10b
[days] Conversion o ee of cis-9b
cis-(+)-9b
! Fusarium 2 37 (+) 39 37 0
" avenaceum AM 11 4 50 (+) 54 50 0
) Fusarium 25 (+) 84 25 0
" avenaceum AM 12 48 (+) 52 48 0
3 Fusarium 4 58 (+) 62 57 0
’ equiseti AM 15 73 (+) 89 73 0
4 Fusarium 4 56 (+) 46 56 0
" oxysporum AM 13 65 (+) 60 65 0
5 Lipaza z Aspergillus 4 11 (-) 34 11 0
' oryzae 11 29 (-) 40 29 0
6 Lipaza z Candida 7 50 (-)20 0 (-) 20
" antarctica 76 (-) 67 0 ()15
, Lipaza z Mucor 4 11 ()12 0 (-) 99
’ Jjavanicus 11 32 (-) 40 0 ()99
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Rys. 42. Transformacja cis-estru etylowego kwasu 2-(4,4-dimetylo-2,3-epoksycykloheksylo)octo-
wego ((1)-9d) przy uzyciu lipazy z Rhizomucor miehei
Fig. 42. Transformation of cis-ethyl 2-(4,4-dimethyl-2,3-epoxycyclohexyl)acetate ((£)-9d) by lipase
from Rhizomucor miehei
Tabela 9
Table 9

Sktad mieszaniny produktéw enzymatycznej lub mikrobiologicznej transformacji racemicznego
cis-estru etylowego kwasu 2-(4,4-dimetylo-2,3-epoksycykloheksylo)octowego (cis-(£)-9d)
Compositions of the product mixtures of enzymatic and microbial transformation of racemic cis-
-ethyl 2-(4,4-dimethyl-2,3-epoxycyclohexyl)acetate (cis-(+)-9d)

Stopien przereagowania

Lp.  Biokatalizator ~ Czas [dni] cis-(£)-9d [%] ce [co’/si” 9f [%] “Eo}‘]’d
Entry Biocatalyst Time [h] Conversion o iy
. ee of cis-9d ee of 10d
of cis-(£)-9d
| Esteraza 4 47 (+) 56 40 h7
"z Mucor miehei 11 80 (+) 19 0 (+) 100
5 Fusarium 2 50 ()99 0 (+) 75
" scripi AM 199 4 72 (+) 99 0 (+) 44
3 Lipaza 4 29 (-)40 0 ()99
"z Aspergillus oryzae 11 63 (-) 66 0 (-) 99
4 Lipaza 0.5 47 (-) 44 47 0
"z Candida antarctica 1 68 (-) 85 68 0
5 Lipaza 4 11 (-)12 11 0
"z Mucor javanicus 11 32 (-) 40 32 0
6 Lipaza 4 25 ()16 25 0
oz Rhizopus arrhizus 11 29 (-) 40 29 0
7 Lipaza 41 (-)27 41 0
"z Rhizomucor michei 67 (-) 93 15 ()99
g Lipoprotein 1 12 ()7 0 ()25
"z Psedomonas sp. 3 52 (-) 67 0 (-) 99
9 Lipaza z trzustki 2 27 (+) 34 8 (+) 32
" wieprzowej 4 50 (+) 55 0 (+) 56
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Rys. 43. Transformacja frans-estru etylowego kwasu 2-(6,6-dimetylo-2,3-epoksycykloheksylo)-

-octowego ((3)-9b) przy uzyciu lipazy z Candida antarctica

Fig. 43. Transformation of trans-ethyl 2-(6,6-dimethyl-2,3-epoxycyclohexyl)acetate ((£)-9b) by
lipase from Candida antarctica

Tabela 10
Table 10

Sktad mieszaniny produktéw enzymatycznej lub mikrobiologicznej transformacji racemicznego
trans-estru etylowego kwasu 2-(6,6-dimetylo-2,3-epoksycykloheksylo)octowego (trans-(£)-9b)
Compositions of the product mixtures of enzymatic and microbial transformation of racemic

trans-ethyl 2-(6,6-dimethyl-2,3-epoxycyclohexyl)acetate (trans-(+)-9b)

Czas  Stopien przereagowania

Lp. Biokatalizator [dni] trans-(£)-9d [%] ee 9d [%] ee 10d [%]

Entry Biocatalyst Time Conversion ee of 9d ee of 10d
[days] of trans-(+)-9d

| Fusarium 1 48 (-)8 ()33

" equiseti AM 15 3 84 (-) 47 (-) 48
) Fusarium 2 50 ()99 (-) 67

" equiseti AM 22 4 69 )99 ()39
3 Fusarium 1 31 (-)28 (-) 44

" culmorum AM 9 2 74 (-) 100 ()12
4 Fusarium 2 44 ()75 (-)-99

" scripi AM 199 4 67 (-) 92 (-)-82
5 Fusarium 7 49 (-) 64 (+) 86

" solani AM 203 11 89 (-) 89 (+) 74
6 Lipaza 4 35 ()40 (+) 30

"z Aspergillus 11 65 (-) 65 (+) 38
7 Lipaza z Candida 1 32 (-) 74 (+) 99

© antarctica 50 )99 (+) 87
g  Lipazaztrzustki 4 21 (R (-) 50

" wieprzowej 11 43 0 0
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Rys. 44. Transformacja trans-estru etylowego kwasu 2-(4,4-dimetylo-2,3-epoksycykloheksylo)-
-octowego ((2)-9d) przy uzyciu lipazy z Mucor javanicus

Fig. 44. Transformation of trans-ethyl 2-(6,6-dimethyl-2,3-epoxycyclohexyl)acetate ((1)-9d) by
lipase from Mucor javanicus

(+)-10d

Tabela 11
Table 11

Sktad mieszaniny produktéw enzymatycznej lub mikrobiologicznej transformacji racemicznego
trans-estru etylowego kwasu 2-(4,4-dimetylo-2,3-epoksycykloheksylo)octowego (trans-(+)-9d)
Compositions of the product mixtures of enzymatic and microbial transformation of racemic

trans-ethyl 2-(4,4-dimethyl-2,3-epoxycyclohexyl)acetate (trans-(+)-9d)

Czas

Stopien przereagowania

Lp. Biokatalizator [dni] trans-(£)-9d [%] ce9d  cc10d
Entry Biocatalyst Time Conversion (%] (V0]
[days] of trans-(+)-9d ee of 9d ee of 10d
1 Esteraza 4 67 o4 ()72
"z Thermoanaerobium brockii 11 80 ()78 ()45
2. Lipaza z Aspergillus 141 ‘7‘2 8 3; 23 Z;
3 Lipaza z Candida 1 53 ()89 (+)87
" antarctica 2 87 )99 (H) 69
4 Lipaza z Mucor 4 66 )99 (+)50
" javanicus 11 72 )99 (H22
5 Lipaza z Pseudomonas 4 18 ()10 (+)26
" cepacia 11 33 )13 (H20
6 Lipaza z Penicillium 4 64 (-)88 (+)62
" roqueforti 11 69 (-)87 (H)62
7 Lipaza z Rhizopus 4 33 )11 ()30
" arrhizus 11 57 ()40 (H) 19
8. Lipaza z R. niveus 141 éz 8 ?3 23 gg
9 Lipaza z trzustki 4 50 (-)60 (+)80
" wieprzowej 11 62 ()68 (+) 81
10 Lipoproteina 4 23 )2 (H)29
"z Ch. viscosum 4 23 )2 (H29
11 Lipoproteina 4 46 (-)80 (+)41
"z Pseudomonas sp. 11 85 ()91 (H27

63



Powodzeniem zakonczyt si¢ dobér warunkow transformacji trans-estru etylowego
kwasu 2-(6,6-dimetylo-2,3-epoksycykloheksylo)octowego (9b) przy uzyciu lipazy izo-
lowanej z Candida antarctica rekombinowanej w szczepie Aspergillus niger. Po bio-
transformacji na skalg¢ preparatywna wyizolowano (+)-enancjomer 2-hydroksy-5,5-

-dimetylo-9-oksabicyklo[4.3.0Jnonan-8-onu (10b) o skrecalnosci wlasciwej [a]l, =+21,2°
(c=0.94, CHCly)] oraz nieprzereagowany trans-epoksyester 9b o skrecalnosci wlasciwej
[a]3 =-26.5° (¢=0.52, CHCls) i nadmiarze enancjomerycznym 92%.

W celu uzyskania enancjomeréow laktonow 12b—d otrzymane na drodze biotrans-

formacji (+)-izomery laktoné6w 10b-d przeprowadzono w estry kwasu p-toluenosulfo-
nowego i zredukowano NaB(CN)H; (rys. 29), uzyskujac z hydroksylaktonu (+)-10b (+)-

izomer 35,5-dimetylo-9-oksabicyklo[4.3.0]nonan-8-on ((+)-12b) o [a], =+25.9° (c=0.3,
CHCI;) i ee=81%. Natomiast z hydroksylaktonu (+)-10¢ otrzymano izomer (+)-12¢
o [a]i =+31.4° (c=1.7, CHCl;), ee=93%. Kolejny hydroksylakton (+)-10d przeprowa-
dzono w nasycony lakton (+)-3,3-dimetylo-9-oksabicyklo[4.3.0]nonan-8-on ((+)-12d)
0 [a]i =+29.9° (¢=0.9, CHCI3) z 95% ee.

3.3. Zastosowanie enzymatycznego lub mikrobiologicznego utleniania
mezo-dioli w syntezie chirlanych laktonéw z uktadem
8-oksabicyklo[4.3.0]nonan-9-onu (17, 19) i ich
gem-dimetylopochodnych (18, 20)

Na tym etapie badan zsyntezowano y-laktony o uktadzie 8-oksabicyklo[4.3.0]nonan-
-9-onu (17, 19) oraz ich gem-dimetylopochodne 18, 20 (rys. 45). Zwiazki te s3 izome-
rami strukturalnymi laktonéw 12a-d, ktorych otrzymywanie opisano w rozdziale 3.2.
Poréwnanie aktywnosci fungistatycznej tych grup zwiazkéw dato mozliwo$é stwierdze-
nia, jak usytuowanie atomu tlenu w pigciocztonowym pierscieniu laktonowym wptywa
na aktywnosc¢ biologiczna.

Nowym elementem, w stosunku do opisanych wcze$niej struktur, jest tu obecno$é
wiazania podwdjnego w laktonach 17, 18, ktére wykorzystano przy syntezie pochod-
nych do wprowadzenia atomu halogenu, ugrupowan epoksydowego lub hydroksylowego.

W literaturze opisano metody otrzymywania obu enancjomerow: cis-8-oksabicy-
klo[4.3.0]non-3-en-9-onu (17) i cis-8-oksabicyklo[4.3.0]nonan-9-onu (19), migdzy in-
nymi poprzez chemoenzymatyczna syntezg, gdzie kluczowym etapem bylta enancjo-
selektywna hydroliza bezwodnikoéw przy uzyciu lipaz [23, 59].

Innym, wydajniejszym sposobem uzyskania chiralnego produktu jest utlenienie
mezo-dioli przez HLADH [17, 44, 76]. Wada tej metody jest otrzymanie tylko jednego
z dwoch optycznych izomerdéw. Drugi enancjomer planowano otrzymaé poprzez utle-
nienie innym komercyjnie dostgpnym enzymem (tab. 12).

W trakcie realizacji badan izolowany z watroby konskiej HLADH uzyty we wstgp-
nych badaniach skriningowych zostal wycofany ze sprzedazy, dlatego w zamian uzyto
enzymu rekombinowanego w Escherichia coli.
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Rys. 45. Laktony 17-20
Fig. 45. Lactones 17-20

3.3.1. Enzymatyczne utlenianie dioli (21, 22)

W skriningu przy uzyciu HLADH (por. rozdziat 2.2.4.1.) sprawdzono, czy 1,2-
-bis(hydroksymetylo)cykloheksan 21 (rys. 46) otrzymany przez redukcje odpowiednie-
go bezwodnika 24, mozna utleni¢ do obu enancjomeréw cis-laktonu 19, uzywajac ko-
mercyjnych alkoholowych dehydrogenaz. Wyniki zestawiono w tabeli 12.

~ /~OH ~ =0
OH B Oﬂ = O/

OH

21 19

Rys. 46. Schemat utlenienia 1,2-bis(hydroksymetylo)cykloheksanu 21 przez komercyjnie dostgpne
dehydrogenazy alkoholowe

Fig. 46. Scheme of oxidation of 1,2-bis(hydroxymethyl)cyclohexane 21 using commercially
available alcohol dehydrygenases
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Tabela 12
Table 12
Utlenianie 1,2-bis(hydroksymetylo)cykloheksanu 21 przez komercyjnie dostgpne
dehydrogenazy alkoholowe
Oxidation of 1,2-bis(hydroxymethyl)cyclohexane 21 using commercially available
alcohol dehydrygenases

Stopien przereagowania

Lp. Biokatalizator ~ Czas [dni] 21 [%] Laktol [%] 19 [%] ee 19 [%]
Entry Biocatalyst ~ Time [days] COHVGI‘SiOfl of 21 Lactol ' eeof19
1 95 67 28 (+) 92
. HLADH 7 100 35 65  (+)92
14 100 5 95 (+) 92
1 2 2 0 0
2. PADH I 7 11 11 0 0
14 11 11 0 0
1 36 0 36 ()26
3 PADH I 7 42 0 42 ()26
14 43 0 43 (-)25
1 6 4 2 (+) 95
4. PADH III 7 26 0 26 (+)54
14 100 10 90 (+) 16
1 0 0 0 0
5 YADH 7 14 5 9 (+) 58
14 46 2 44 (+)34
1 0 0 0 0
6. LKADH 7 0 0 0 0
14 83* 19 24 (-) 82

* dodatkowe produkty — additional products

W tabeli 12 podano wyniki zoptymalizowanego bioutlenienia 21. Pig¢ sposrod sze-
$ciu enzymow byto zdolne do katalizowania utlenienia diolu 21 do (+)- lub (-)-izomeru
2-oksabicyklo[4.3.0]nonan-2-onu (19) o nadmiarach enancjomerycznych od 25 do 92%.

Najefektywniejszym enzymem okazat si¢ HLADH firmy EVO, utleniajacy mezo-
-diol 21 do (+)-izomeru cis-8-oksabicyklo[4.3.0]nonan-9-onu (19) z nadmiarem enan-
cjomerycznym 90%. Drugi (-)-izomer laktonu 19 mozna byto uzyska¢ z nadmiarem
enancjomerycznym ee=82% poprzez utlenienie diolu 21 enzymem LKADH izolowa-
nym z Lactobacillus kefir. Nie podjeto jednak tej drogi syntezy z powodu obserwowa-
nych ubocznych produktow.

Uzyty w badaniach wstegpnych HLADH izolowany z watroby konskiej byt enancjo-
selektywny — zachodzito utlenianie mezo-dioli do laktonéw o nadmiarze enancjomerycz-
nym 99% (rys. 47). Jego odpowiednik, obecnie dostgpny na rynku, uzyskany przez
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rekombinacj¢ w Escherichia coli, jest mniej enancjoselektywny i prowadzi do otrzyma-
nia produktow o nizszym, co najmniej 10% nadmiarze enancjomerycznym. Po licznych
modyfikacjach warunkow bioutlenienia otrzymano 250 mg (-)-izomeru cis-8-oksabi-

cyklo[4.3.0]nonan-9-onu ((-)-17) o skrecalnosci wilasciwej [a]i, =-58.3° (¢=2, CHCI;)
[76] []=-67.1°) oraz 365 mg (+)-izomeru cis-8-oksabicyklo[4.3.0]non-3-en-9-onu (+)-19)
o skrecalno$ci wladciwej [a]k, =+42.5° (¢=2.2, CHCL;) [76] [0]=+48.8) i z 90% ee. Kon-
figuracje absolutng otrzymanych zwiazkoéw 17 i 19 jako S dla pierwszego atomu wegla

i R dla szostego atomu wegla przypisano na podstawie wartosci skrecalnosei wlasciwej
oraz danych literaturowych [76].

+)-19 (919

U0

00

g = = = ®8 ® 8§ §F % % & 8 8% & R

A3
Hiil

Rys. 47. Chromatogramy produktow utleniania mezo-diolu 21 HLADH do laktonu (+)-19 (a)
w trakcie utlenienia, (b) po wyizolowaniu

Fig. 47. Chromatograms of oxidation of meso-diol 21 to lactone (+)-19 using HLADH (a)
by oxidation, (b) after isolation

Koszt wytworzenia niezbednej do dalszych badan ilosci laktonéw 17-19, bedacych
substratami do kolejnych syntez (rys. 45, 52) przy uzyciu czystych preparatow enzyma-
tycznych i koenzyméw jest wysoki, dlatego probowano dobrac¢ tansza metod¢ mikrobio-
logicznego utlenienia dioli.

W tym celu przystapiono do poszukiwania mikroorganizmoéw prowadzacych reakcje
enancjoselektywnego utleniania dioli (rozdziat 3.3.2.).

Prowadzono takze syntezy na mieszaninach racemicznych (rozdziat 3.3.3.), w kto-
rych zoptymalizowano warunki syntezy i uzyskano preparaty do badan biologicznych.

3.3.2. Mikrobiologiczne utlenianie cis-1,2-bis(hydroksymetylo)cykloheksanu (21)
i biotransformacje bezwodnikow (23-26)

Mikrobiologiczne utlenianie cis-1,2-bis(hydroksymetylo)cykloheksanu (21)

Badania skriningowe przeprowadzono na pig¢édziesigciu czterech mikroorganizmach
nalezacych do cztedziestu pigciu rodzajow.
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W tabeli 13 zestawiono dane tylko odnosnie do wybranych mikroorganizméw, efek-
tywnie prowadzacych enancjoselektywne utlenienie diolu 21. Wyselekcjonowano jede-
nascie mikroorganizméw prowadzacych enancjoselektywne utlenienie diolu 21. Sa to
gléwnie grzyby nalezace do rodzaju Fungi imperfectii. We wszystkich przypadkach
obserwowano powstawanie laktolu, co dowodzi, ze mechanizm utlenienia jest identycz-
ny z proponowanym dla HLAD (rys. 48).

W pierwszym etapie nastgpuje utlenienie jednej z pierwszorzgdowych grup hydro-
ksylowych substratu 21 do aldehydu, po czym powstaje hemiacetal, ktory jest nastgpnie
utleniany do laktonu 19.

enzym 0
OH H
OH

— O

‘., —_— .,
7w OH s
OH ° ©
21 laktol 19
Rys. 48. Mechanizm mikrobiologicznego utleniena mezo-diolu 21
Fig. 48. Mechanism of microbial oxidation of meso-diol 21
Tabela 13
Table 13
Mikrobiologiczne utlenianie 1,2-bis(hydroksymetylo)cykloheksanu 21
Microbial oxidation of 1,2-bis(hydroxymethyl)cyclohexane 21
. Stopien
Lp. Biokatalizator Igrdj‘(})vzhe przereagowania Laktol [%] 19 [%] ee 19 [%]
Entry Biocatalyst . 21 [%] Lactol ee of 19
medium .
Conversion of 21
1 Aphanocladium album P 65 15 50 (+)-35
- AM 417
2. Candida sake KCh 908 P 100 5 95 (-) 80
3. Papularia rosea AM 17 P 5 6 (H) 15
4. Rhodotorula glutinis AM 242 P 37 14 25 (-) 80
C 10 6 4 (-) 49
E 6 5 1 (-)35
5. Rhodotorula rubra AM 4 G 32 2 30 (+) 67
P 35 19 16 (-)35
S 5 2 3 (-) 16
6. Rhodotorula rubra AM 82 P 46 18 28 ()3
7 Saccharomyces bayanus CBS P 70 4 26 (+) 57
"~ 380
Saccharomyces cerevisiae AM P 17 6 11 +) 73
8.
464
9 Saccharomyces pastorianus P 47 4 43 (+) 89
" NCAIM 1125
10. Saccharomyces sp. 907 P 34 3 31 () 10
11. Yarrowia lipolytica AR 71 P 88 4 82 ()33
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We wstepnych badaniach podloze buforowano do pH=9,5, aby uzyska¢ podobne
warunki jak przy utlenieniu HLADH, ale w transformacjach mikrobiologicznych przy
pH=7,2 produkty byly identyczne jak przy pH 9,5, dlatego hodowle mikroorganizmow
byly buforowane do pH=7,2.

Sprawdzono wptyw podtoza hodowli na bioutlenienie diolu 21 przy uzyciu drozdzy
Rhodotorula rubra AM 4 (rozdziat 2.2.3). Najefektywniejsze podioza to S 1 G ze stop-
niem przereagowania ponad 30% oraz ee produktu odpowiednio 35% i 67%.

Wyselekcjonowane mikroorganizmy utlenialy diol 21 zaréwno do (+)- jak i (-)-
izomerdw optycznych laktonu 19 z nadmiarem enancjomerycznym 89%. Zastosowanie
Saccharomyces pastorianus NCAIM 1125 pozwolito otrzyma¢ (+)-19, analogicznie jak
przy uzyciu HLADH. Natomiast produktem bioutlenienia 21 przy uzyciu szczepu Can-
dida sake 908 byl (-)-enancjomer cis-8-oksabicyklo[4.3.0]nonan-9-onu ((-)-19) o od-
wrotnej konfiguracji absolutnej w stosunku do izomeru uzyskanego poprzez katalizg
przy uzyciu HLADH.

Mikrobiologiczne przeksztatcenia bezwodnikow (23-26)

Dodanie ksenobiotycznego zwiazku do hodowli mikroorganizmu czgsto powoduje,
ze uaktywniaja si¢ enzymy hydroksylujace. Zatozono, ze czasteczki bezwodnikow po
mikrobiologicznej hydroksylacji moga by¢ izolowane jako optycznie czynne laktony,
po hydroksylacji i wewngtrzczasteczkowej laktonizacji na przyktad wedhug zatozonego
mechanizmu (rys. 49).

OH 0
Q- Qg = Qe = O
B OH
o | OH
0 o OH o~ OH o OH

24

Rys. 49. Proponowany przebieg mikrobiologicznej laktonizacji cyklicznych bezwodnikow
Fig. 49. Proposed course of microbial lactonization of cyclic anhydrides

Do badan skriningowych uzyto czterech bezwodnikow (rys. 50), a transformacje
prowadzono przy uzyciu czternastu mikroorganizméw: Absidia glauca AM 177, Apha-
nocladium album AM 417, Aspergillus ochraceus AM 456, Chaetomium indicum AM
158, Cenangium ferruginosum AM 56, Fusarium culmorum AM 7, Fusarium culmorum
AM 196, Fusarium oxysporum AM 13, Mortierella isabellina AM 212, Mortierella
vinaceae AM 149, Mucor angulisporus AM 455, Penicillium chermesinum AM 113,
Piptoporus betulinus AM 39 1 Rhodotorula rubra AM 82.

Dotychczas udato si¢ wyizolowac tylko produkty hydroksylacji i dekarboksylacji
dla bezwodnika z tancuchem alifatycznym (rys. 51) [128].
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Rys. 50. Bezwodniki uzyte w biotransformacjach mikrobiologicznych
Fig. 50. Anhydrides used in microbial biotransformations

+ 27
of Sabellne AN 212 HSCOOCW
. isaoeliina
(+)-25 NaoOH/MeOH, BF, + COOCH;  (4)25 OH
H,C00C =
COOCH, (-)-28a
+

OH

COOCH;  \ ap

Rys. 51. Mikrobiologiczne przeksztalcenia racemicznego bezwodnika kwasu 2-dodeceno-1-yl-
-bursztynowego przy uzyciu Mortierella isabellina AM 212

Fig. 51. Microbial transformation of racemic 2-dodeceno-1-yl-succinic anhydride by Mortierella
isabellina AM 212

3.3.3. Synteza racemicznych laktonéw z uktadem 8-oksabicyklo[4.3.0]nonan-9-onu (17, 19)
i ich gem-dimetylopochodnych (18, 20)

Do otrzymania serii dziesigciu bicyklicznych y-laktonow (rys. 52) uzyto bezwodnikow
dwoch kwasow: cis-1,2-cykloheks-4-endikarboksylowego (23) i cis-1,2-cykloheksano-
dikarboksylowego (24).

Z bezwodnika kwasu cis-1,2-cykloheks-4-endikarboksylowego (23) otrzymano ra-
cemiczny lakton cis-8-oksabicyklo[4.3.0]Jnon-3-en-9-on ((£)-17) (rys. 52). Strukturg
produktu 17 ustalono na podstawie analizy widm IR, 'H NMR, C NMR. Obecnos¢
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pierscienia laktonowego w zwiazku 17 potwierdzaja: pojedyncze pasmo absorpcji przy
1771 ecm™ w widmie IR, sygnat (8=175 ppm) od karbonylowego atomu wegla w widmie
C NMR oraz dwa sygnaly w postaci dubletu dubletéw o przesunieciach 4,0 i 4,3 ppm
w widmie '"H NMR $wiadczace o obecnosci dwoch protondéw przy atomie wegla C-7.
Obecno$¢ wiazania podwdjnego potwierdzaja zar6wno multiplet przy 5,7 ppm w wid-
mie 'H NMR, jak i dwa sygnaty przy 125 i 125,3 ppm w widmie *C NMR.

7,7-Dimetylo-cis-8-oksabicyklo[4.3.0]non-3-en-9-on (18), analog strukturalny lak-
tonu 17 z ugrupowaniem gem-dimetylowym przy siddmym atomie wegla, uzyskano
w reakcji Grignarda z dwoma molami jodku metylomagnezowego i bezwodnikiem 23.
Jego budowg potwierdzono badaniami spektroskopowymi. Sygnaty od grup metylo-
wych wystepuja w widmie "H NMR w postaci singletu pochodzacego od szesciu proto-
ndéw przy przesunigciu 1,38 ppm. Protony przy wiazaniu podwdjnym tworza multiplet
przy przesunigeiu 5,63-5,89 ppm.

@ i i
=0 (o] —O0
b -0 o}
o)
17 23 18

Br OH Br OH
0 Br Br o Br Br
—0 —0 —0 (0] —0 —0
o (0] (6] (0] (0] (0]
17¢ 18a 18b 18¢

17a 17b

i i
—0 —0 i o
O
19

70 (0]
0]
24 20

i-LiAlH,, Et,0, ii-2 mol MeMgl, Et,0, iii-CH,Cl,, MCPBA, iv-Br,, CCl,, v-THF : H,0, NBS.

Rys. 52. Schemat syntez racemicznych bicyklo-y-laktonow: 17-20, 17a—c, 18a—c
Fig. 52. Scheme of synthesis of racemic bicycles-y-lactones: 17-20, 17a—c, 18a—c

Na kolejnych etapach syntezy wiazanie podwdjne w laktonach 17 i 18 zostato utlenio-
ne kwasem m-chloronadbenzoesowym do cis-epoksydow [160] 17a i 18a (rys. 52, iii).
widmach "H NMR sygnaly od protonéw przy atomach wegla C-3 i C-4 tworza triplety
o stalej sprzezenia 7 Hz dla 3,4-epoksy-8-oksabicyklo[4.3.0]nonan-9-onu (17a) i stalej
sprzezenia 4 Hz dla 3,4-epoksy-7,7-dimetylo-cis-8-oksabicyklo[4.3.0Jnonan-9-onu (18a).
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W reakcji bromowania nienasyconych laktonéw 17 i 18 uzyskano z wysoka diastereo-
selektywnos$cig trans-dibromopochodne: 3,4-dibromo-8-oksabicyklo[4.3.0]nonan-9-on
(17b), 3,4-dibromo-7,7-dimetylo-cis-8-oksabicyklo[4.3.0]nonan-9-on (18b) (rys. 52, iv).
W zwiazkach tych, podobnie jak w epoksylaktonach, sygnaty od protonéow przy ato-
mach wegla C-3 i C-4 naktadaja si¢, tworzac niediagnostyczne multiplety. W celu usta-
lenia struktury wykonano analiz¢ rentgenowska dla dibromolaktonu 17b (rys. 53).

Rys. 53. Struktura krystaliczna 3,4-dibromo-8-oksabicyklo[4.3.0]nonan-9-onu (17b) [130]
Fig. 53. Crystal structure of 3,4-dibromo-8-oxabicyclo[4.3.0]nonan-9-one (17b) [130]

Struktura krystaliczna potwierdza mechanizm trans addycji bromu do cis-8-oka-
bicyklo[4.3.0]non-3-en-9-onu (17). W kolejnych reakcjach addycji N-bromoimidu kwa-
su bursztynowego otrzymano bromohydryny laktonéw 17 i 18. W obu syntezach 17¢
i 18¢ otrzymano pojedyncze diastereoizomery. Swiadcza o tym widma IR, “C NMR.
Nasycone laktony 19, 20 otrzymano z bezwodnika kwasu cis-1,2-cykloheksanodikar-
boksylowego (24), analogicznie jak ich nienasycone odpowiedniki 17, 18.

Aby porowna¢ aktywnos$¢ fungistatyczna dwoch izomerycznych hydroksylaktonow
(26, 10a) rézniacych si¢ potozeniem atomow tlenu w pigciocztonowym pierscieniu,

wykonano syntezg obu tych laktonow.
OH
0 HO
% S=o ! 2 =0 o+ @o
7—0 70 o) o
(0} O

23 29 30
i-LiAlH4, Et,O, i-CH,Cl,, MCPBA, ii-LiAlHy4, Et,0.

Rys. 54. Schemat syntezy racemicznego hydroksy-y-laktonu 30
Fig. 54. Scheme of synthesis of racemic hydroxy-y-lactone 30
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i-LiAlH,, Et,0, ii-HLADH, iii-CH,Cl,, MCPBA, iv-Br,, CCly, v- MeMgl, Et,0, dichromian
pirydyny, CH,Cl,.

i-LiAlH,, Et,0, ii-HLADH, iii-CH,Cl,, MCPBA, iv-Br,, CCly, v- MeMgl, Et,0, pyridine di-
chromate, CH,Cl,

Rys. 55. Schemat chemoenzymatycznej syntezy bicyklo-y-laktonow: (-)-17a, (+)-17b, (+)-19, (+)-20
Fig. 55. Schemat of chemoenzymatic synthesis of bicyclo-y-lactones: (-)-17a, (+)-17b, (+)-19, (+)-20

Pierwszy z hydroksylaktonow 8-hydroksy-cis-3-oksabicyklo[4.3.0]nonan-2-on (30)
otrzymano w dwuetapowej syntezie (rys. 54). W pierwszym etapie utleniono bezwodnik
kwasu cis-1,2-cykloheks-4-endikarboksylowego (23) kwasem m-chloronadbenzoeso-
wym do cis-epoksybezwodnika 29. Zwiazek ten poddano redukcji glinowodorkiem litu,
uzyskujac mieszaning dwoch diastereoizomerycznych laktonéw w stosunku 15:85. Wy-
izolowano tylko glowny produkt: 3-hydroksy-cis-8-oksabicyklo[4.3.0Jnonan-9-on (30),
ustalajac potozenie grupy hydroksylowej przy atomie wegla C-3 na podstawie danych
spektralnych '"H NMR i *C NMR.

Czteroetapowa syntez¢ drugiego hydroksylaktonu, 2-hydroksy-cis-9-oksabicyklo
[4.3.0]nonan-8-onu (10a), opisano w rozdziale 3.2.

3.3.4. Synteza chiralnych laktondéw (17, 17a, 17b, 19, 20) z uktadem
8-oksabicyklo[4.3.0]nonan-9-onu

Po przeprowadzeniu testow na aktywno$¢ fungistatyczna dla mieszanin racemicz-

nych podjgto decyzje o syntezie pigciu enancjomerycznie wzbogaconych laktonow
(ee=90%): 17, 17a, 17b oraz 19 i 20 (rys. 55). Laktony 17 i 19 otrzymano, utleniajac
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enzymatycznie odpowiednie diole (rozdziat 3.3.1.), a kolejne etapy syntezy przeprowa-
dzono zgodnie z wczesniej dobranymi warunkami (rozdziat 3.3.3.). Wprowadzenie
ugrupowania gem-dimetylowego uzyskano w dwuetapowej syntezie, gdzie w wyniku
syntezy Grignarda otrzymano diol [170], ktory utleniono do (+)-laktonu 20.

Nowo powstatym zwiazkom przypisano konfiguracj¢ absolutna na podstawie skre-
calnosci wlasciwych oraz mechanizmu reakcji, pozwalajacego okreslic potozenie w prze-
strzeni wprowadzonych heteroatomow, dlatego w epoksylaktonie 17a o skrgcalnosci
whasciwej [0 2%, =-11.1° (¢=2.0, CHCl;), [44][a] 2%, =-12.9° przypisano konfiguracjg abso-

589 589
lutna jako 1S, 35, 4R, 6R.
Przy ustalaniu konfiguracji absolutnej laktonu 17b o skrecalnosci wilasciwej

[a] 28,=+27.8° (c=1.1, CHCl3) wzigto pod uwagg, ze addycja atomoéw bromu zachodzi

w pozycje¢ trans, stad laktonowi 17b przypisano konfiguracj¢ absolutna: 1S, 3R, 4R, 6R.

Z kolei konfiguracje absolutng laktonu 20 o skrecalnosci wlasciwej [o] 25, =+35.2°

(c=1.2, CHCI;) [44] [a]=+40.1°) ustalono na 1§, 6R, poniewaz w trakcie wprowadzania
ugrupowania gem-dimetylowego w pozycj¢ C-7 nie zmienia si¢ konfiguracja na ato-
mach wegla C-11 C-6.

3.4. Aktywnos¢ fungistatyczna laktonow uzyskanych w pracy

Zwiazki racemiczne

Zsyntezowane racemiczne laktony: 4a—d, 6a—c (rozdziat 3.1), 10a—d, 12a—d (roz-
dziat 3.2), 13-16 (rozdziat 3.2), 17, 17a—c, 18, 18a—c, 19, 20 (rozdziat 3.3) poddano
testom na aktywno$¢ fungistatyczna wobec trzech gatunkow fitopatogenow: Aspergillus
ochraceus AM 456, Fusarium culmorum AM 282, Penicillium citrinum AM 354 (roz-
dzial 2.2.5). Wigkszos¢ testowanych zwiazkéw wykazywata wysoka aktywno$¢ wobec
Fusarium culmorum AM 282, dlatego przebadano dwa kolejne szczepy Fusarium: Fu-
sarium oxysporum 13, Fusarium tricinctum 16. 1Csy (st¢zenie zwiazku wywotujace
piecdziesigcioprocentowe zahamowanie wzrostu grzybni) wyliczono na podstawie
stopnia zahamowania wzrostu na podtozu z dodatkiem badanego zwiazku w stosunku
do proby kontrolnej (tab. 14).

Aktywnos¢ fungistatyczna badanych zwiazkow okreslono w odniesieniu do czterech
stezen. Dla wszystkich zwigzkow wykonano testy przy stgzeniu 150 pg/ml, kolejne
stezenia dobierano indywidualnie. Wszystkie analizy powtdrzono trzykrotnie.

o-Laktony

Przebadano cztery 8-laktony o strukturze bicyklo[3.3.1]nonanu 4a—d i poréwnano
ich aktywnos¢ fungistatyczna z monocyklicznymi 8-laktonami 6a—c (tab. 14, rys. 56).

Zaobserwowano, ze obecnos$¢ grup metylowych w czasteczkach laktonéw 4b—d po-
woduje wzrost aktywnosci fungistatycznej w stosunku do laktonu 2-oksabicyklo[3.3.1]
nonan-3-onu (4a). Szczegdlnie na uwage zashuguja pod tym wzgledem laktony 5,5-
-dimetylo-2-oksabicyklo[3.3.1]nonan-3-onu (4¢) 6,6-dimetylo-2-oksabicyklo[3.3.1]no-
nan-3-onu (4d) hamujace w pigcdziesigciu procentach wzrost grzybni Fusarium oxyspo-
rum AM 13 i Fusarium tricinctum AM 16 przy stezeniu 94—116 pg/cm’.
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Tabela 14
Table 14
ICs5o w ug/cm3 racemicznych laktonow wobec A. ochraceus 456, F. culmorum 282,
F. oxysporum 13, F. tricinctum 16, P. citrinum 354
1Csp in ug/cm3 for racemic lactones against A. ochraceus 456, F. culmorum 282,
F. oxysporum 13, F. tricinctum 16, P. citrinum 354

ICsp [ug/cm’]

Lp. Symbol Aspergillus  Fusarium Fusarium Fusarium Penicillium
Entry  Symbol ochraceus  culmorum oxysporum tricinctum citrinum
AM 456 AM 282 AM 13 AM 16 AM 354
1. 4a 220.0 161.1 171.9 156.0 216.3
2. 4b 163.1 1323 127.1 122.7 232.2
3. 4c 153.9 146.1 116.4 111.2 283.9
4. 4d 172.2 133.4 108.3 94.4 247.1
5. 6a 120.0 100.7 135.0 110.0 158.2
6. 6b 109.9 115.2 127.0 119.3 171.9
7. 6¢ 107.8 107.5 125.5 107.5 168.2
8. 10a >350 >350 196.3 220.2 211.0
9. 10b 202.3 120.0 114.8 154.1 310.0
10. 10¢ 219.0 110.3 130.3 1143 285.3
11. 10d 189.4 98.2 93.4 91.8 >350
12. 12a 186.5 142.0 137.0 120.2 180.2
13. 12b 164.7 109.8 139.1 142.1 1754
14. 12¢ 127.2 103.4 141.3 138.0 192.3
15. 12d 158.3 126.3 160.1 153.2 174.1
16. 13 244.7 132.1 183.3 174.6 280.8
17. 14 227.7 1453 300.7 147.0 281.3
18. 15 283.0 173.8 220.4 110.8 >350
19. 16 172.5 152.0 263.0 181.1 264.4
20. 17 171.2 184.6 280.0 2214 >350
22. 17a 141.0 90.1 72.4 155.3 310.5
23. 17b 218.7 81.3 30.1 110.0 305.3
24. 17¢ 141.4 172.0 141.5 210.2 290.0
25. 18 159.1 183.5 189.1 205.8 271.8
26. 18a 142.0 142.7 95.0 181.0 >350
27. 18b 121.5 155.0 80.4 190.1 251.6
28. 18¢c 220.9 166.4 170.9 161.4 210.1
29. 19 186.5 148.3 314.9 221.3 >350
30. 20 160.4 135.0 180.1 211.3 292.7
31. 23 287.1 310.8 220.5 290.1 >350
32. 24 341.9 292.7 240.0 303.6 >350
33. 30 212.1 121.0 126.1 160.4 >350
Nystatyna* 200 150 155 120 250
DDAC** 50.1 241 24.0 28.2 414

* jednostki aktywnosci — activity units; ** DDAC — chlorek didecylodimetyloammoniowy — didecyldimethy-
lammonium chloride
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Rys. 56. 5-Laktony o strukturze bicyklo[3.3.1]nonanu 4a—d i monocykliczne §-laktony 6a—c
Fig. 56. 6-Lactones with bicyclo[3.3.1]nonane 4a—d structure and monocyclic §-lactones 6a—c

Monocykliczne laktony 6a—c¢ wykazywaly silniejszy wpltyw hamujacy rozwdj
grzybni patogenu w poréwnaniu z bicyklicznymi zwigzkami, réwniez wobec opornego
na dziatanie badanych laktondw mikroorganizmu Aspergillus ochraceus AM 456 (tab. 14).

v-Laktony

W kolejnych testach poréwnano dwie grupy bicyklicznych y-laktonow o strukturze
cis-9-oksabicyklo[4.3.0]nonan-8-onu (12a-d) i cis-8-oksabicyklo[4.3.0]Jnonan-9-onu
(19, 20), rozniacych si¢ potozeniem funkcji laktonowej w pigciocztionowym pier§cieniu
v-laktonowym oraz potozeniem ugrupowania gem-dimetylowego lub jego brakiem (rys. 57).

(0] (0] 0 (0] \ —0 —0
\ o o
0 0 o} 0
12b 12¢ 12d 19 20

12a

Rys. 57. Nasycone y-laktony o strukturze cis-9-oksabicyklo[4.3.0]nonan-8-onu (12a-d) i cis-8-oksa-
bicyklo[4.3.0]nonan-9-onu (19, 20)

Rys. 57. Saturated y-lactones with cis-9-oxabicyclo[4.3.0]nonan-8-ones (12a-d) and cis-8-oxabi-
cyclo[4.3.0]nonan-9-ones (19, 20) structures

Nastepnie poddano testom zwiazki nienasycone (17, 18) (rys. 58) zawierajace pier-
scien epoksydowy (17a, 18a), atomy bromu (13, 17b, 18b), grupy hydroksylowe (10a—d,
26, 17¢, 18c) oraz estrowe (14-16) (rys. 59).

Wplyw poloZenia funkcji laktonowej w pigciocztonowym pierscieniu oceniono,
porownujac laktony: 12a—d z 19, 20 (rys. 57). Bicykliczne y-laktony o strukturze cis-9-
-oksabicyklo[4.3.0]nonan-8-onu (12a—d) hamuja wzrost grzybni Fusarium culmorum
AM 282, Fusarium oxysporum AM 13, Fusarium tricinctum AM 16 przy stezeniu 120—
160 pg/em®. W stosunku do tych samych fitopatogenéw lakton o strukturze cis-8-
-oksabicyklo[4.3.0]nonan-9-onu (19) oraz jego analog 20 hamuja wzrost grzybni o 50%
przy wyzszym stezeniu 135-315 pg/cm’. Na podstawie tego fragmentu badan stwier-
dzono, ze wzrost grzybni badanych szczepow Fusarium silniej hamuja laktony o struk-
turze 9-oksabicyklo[4.3.0]nonan-8-onu.

Wprowadzenie ugrupowania gem-dimetylowego do laktonu 12a (rys. 57) powoduje,
ze jego analogi 12b—d sa aktywniejsze w stosunku do Aspergillus ochraceus AM 456
i Fusarium culmorum AM 282. Przeanalizowano aktywnos$¢ laktonu 7,7-dimetylo-
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-cis-8-oksabicyklo[4.3.0]nonan-9-onu (20) i nieposiadajacego ugrupowania gem-dime-
tylowego cis-8-oksabicyklo[4.3.0]nonan-9-onu (19). Lakton 20 jest aktywniejszy w sto-
sunku do wszystkich pigciu badanych mikroorganizmow.

Porownano aktywnos$¢ fungistatyczna laktonow réZnigcych sig obecnosciq wiqza-
nia podwdjnego w parach laktonow cis-3-oksabicyklo[4.3.0]Jnon-3-en-9-onu (17) cis-8-
-oksabicyklo[4.3.0]Jnonan-9-onu (19) oraz 4,4-dimetylo-cis-8-oksabicyklo[4.3.0]non-3-
-en-9-onu (18) 4,4-dimetylo-cis-8-oksabicyklo[4.3.0]Jnonan-9-onu (20) (rys. 58) nie
zauwazono istotnych roznic.

e G o 1
0 @) 0] )
18 20

17 19

Rys. 58. Nasycone i nienasycone laktony
Fig. 58. Saturated and unsaturated lactones

Znaczace roznice w aktywnosci fungistatycznej obserwowano w laktonach z pier-
Scieniem epoksydowym (17a, 18a), atomami bromu (13, 17b, 18b), grupami hydroksy-
lowq (10a—d, 30, 17¢, 18c¢) oraz estrowq (14-16) (rys. 59).
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Rys. 59. Pochodne y-laktonow z uktadem 9-oksabicyklo[4.3.0]nonan-8-onu oraz 8-oksabicyklo
[4.3.0]nonan-9-onu

Fig. 59. Derivatives of y-lactones with 9-oxabicyclo[4.3.0]nonan-8-one and 8-oxabicyclo[4.3.0]
nonan-9-one systems

78



Najwyzsza aktywno$¢ fungistyczna stwierdzono dla trans-3,4-dibromo-cis-8-oksa-
bicyklo[4.3.0]nonan-9-onu (17b). Lakton ten w 50% hamowal wzrost Fusarium oxy-
sporum 13 przy stezeniu 30 pg/cm’, a przy stezeniu 80—110 pg/cm® wobec pozostatych
gatunkow Fusarium. Analog strukturalny (18b) z ugrupowaniem gem-dimetylowym przy
atomie wegla C-7 wykazat dwukrotnie nizsza aktywnosc.

Aktywnos¢ 1Csy ponizej 100 pg/ml wobec Fusarium oxysporum AM 13, Fusarium
culmorum AM 282 wykazal 3,4-epoksy-cis-8-oksabicyklo[4.3.0]nonan-9-on (17a),
natomiast jego gem-dimetylowa pochodna (18a) byta mniej efektywna.

Wymiana jednego bromu na grupe¢ hydroksylowa przy atomie wegla C-3 w lakto-
nach trans-4-bromo-3-hydroksy-cis-8-oksabicyklo[4.3.0Jnonan-9-onu (17¢) i 7,7-dime-
tylo-trans-4-bromo-3-hydroksy-cis-8-oksabicyklo[4.3.0]nonan-9-onu (18¢) negatywnie
wplywata na aktywnos¢ fungistatyczna.

Analog laktonu 17¢, pozbawiony atomu bromu, 3-hydroksy-cis-3-oksabicyclo
[4.3.0]nonan-2-on (26), powinien, wedlug obserwacji, mie¢ nizsza aktywnos$¢ niz lakton
17c. Taka zalezno$¢ zaobserwowano wobec Aspergillus ochraceus 456 i Penicillium
citrinum 354, jednak wartosci ICsy laktonu 30 wobec badanych szczepow Fusarium
byty nizsze. Proba zsyntezowania zwiazku bez grupy hydroksylowej, ale z atomem
bromu, 4-bromo-cis-8-oksabicyklo[4.3.0Jnonan-9-onu, nie powiodta sig, dlatego do
badan wilaczono lakton 2-bromo-cis-9-oksabicyklo[4.3.0Jnonan-8-onu 13, dodatkowo
analizujac, czy potozenie tlenu w pigciocztonowym pierécieniu laktonowym na wplyw
wartos¢ 1Cs.

Negatywny wptyw ugrupowania hydroksylowego na aktywnosc fungistatyczna po-
twierdzono w testach z hydroksylaktonem 10a, ktéry w niewielkim stopniu hamowat
wzrost badanych fitopatogenow. Zablokowanie grupy hydroksylowej poprzez jej estry-
fikacje (14, 15, 16) czy zastapienie ugrupowania hydroksylowego bromem (13) zwigk-
szato aktywno$¢ fungistatyczna wobec gatunkéw Fusarium culmorum AM 282, Fusa-
rium tricinctum AM 16.

Wprowadzenie ugrupowania gem-dimetylowego do hydroksy-y-laktonu 10a zmienia
drastycznie jego aktywno$¢. Hydroksy-y-laktony 10b—d intensywniej hamowaty wzrost
wszystkich pigciu badanych grzybow. Najaktywniejszym laktonem z tej grupy okazat
si¢ 2-hydroksy-3,3-dimetylo-9-oksabicyklo[4.3.0]Jnonan-8-on (10d), hamujacy wzrost
grzybni Fusarium culmorum AM 282, Fusarium oxysporum AM 13 oraz Fusarium
tricinctum AM 16 o pieédziesiat procent przy stezeniu 92-98 pg/cm’.

Wplyw konfiguracji centrow stereogenicznych na aktywnos¢ fungistatyczng

Przeanalizowano réwniez wpltyw centrow stereogennych optycznie czynnych lakto-
néw (4a—d, 10b—d, 12b—d, 17, 17a, 17b, 19, 20) na aktywnos$¢ fungistatyczna wobec
badanych dwoch fitopatogendw: Fusarium oxysporum 13 1 Fusarium culmorum 282.
Dane z testow zestawiono w tabeli 15, obliczajac rdznicg migdzy aktywnos$cia miesza-
niny racemicznej a jednym z jej enancjomerow.
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Tabela 15
Table 15

1Cso w pylg/cm3 dla chiralnych laktondw wobec F. culmorum AM 282, F. oxysporum AM 13
ICs, in pg/cm? for chiral lactones against F. culmorum AM 282, F. oxysporum AM 13

Lp. Symbol Fusarium culmorum AM 282 Fusarium oxysporum AM 13
Entry  Symbol 1Csp [LLg/cm’] AICso* ICsq [ug/cm’] AICse*
1. (+)-4a 152.1 +9 143.0 +29
2. (-)-4a 172.9 -12 184.1 -12
3. (+)-4b 110.0 +22 100.4 +27
4. (-)-4b 138.2 -6 119.3 -8
5. (+)-4c 112.8 +33 98.0 +18
6. (-)-4c 153.9 -8 125.1 -9
7. (+)-4d 131.3 +2 97.9 +10
8. (-)-4d 160.1 -27 132.1 -24
9. (+)-10b 100.3 +10 112.3 +3
10. (+)-10c 137.2 +27 151.0 +21
11. (+)-10d 71.9 +20 81.3 +8
12. (+)-12b 120.8 +11 151.0 -12
13. (+H)-12¢ 117.3 +14 155.8 -11
14. (+)-12d 139.0 +13 181.9 -14
15. (-)-17 170.1 +14 220.3 +60
16. (-)-17a 60.4 +30 53.1 +19
17. (+)-17b 90.1 -9 46.9 -17
18. (+)-19 170.2 -22 260.3 +54
19. (+H)-20 120.0 +15 160.3 +20

* _
AICSO_ICSOracemat - ICSO enancjomer

Najwigksza réznicg migdzy aktywnosciami fungistatycznymi (+)- i (-)-enancjomerow
4a—d a aktywno$ciami dla mieszanin racemicznych wykazaty laktony (+)-4c, (-)-4d
wobec Fusarium culmorum AM 282 oraz (+)-4a, (+)-4b, (-)-4d wobec Fusarium oxy-
sporum AM 13.

Wisrdd przetestowanych (+)-enancjomeréw nasyconych laktonow z uktadem 9-oksa-
bicyklo[4.3.1]nonan-8-onu (12b—d) oraz ich hydroksypochodnych (10b—d) najwyzsze
réznice w aktywno$ci obserwowano w wypadku enacjomeréw (+)-10b i (-)-10d
w testach wobec Fusarium culmorum AM 282.

Enancjomery laktonéw (-)-17, (+)-17b, (+)-19, (+)-20 wykazywaly wzrost aktywno-
Sci fungistatycznej w stosunku do mieszanin racemicznych. Otrzymany (-)-trans-3,4-
-dibromo-cis-8-oksabicyclo[4.3.0]nonan-9-on (17b) w mniejszym stopniu hamowat
wzrost grzybni niz mieszanina racemiczna.
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Wisrdd przebadanych racemicznych i enancjomerycznych laktonéw najwyzsza ak-
tywnos$¢ wykazywaly: 3,4-epoksy-cis-8-oksabicyklo[4.3.0Jnonan-9-on (17a), jego gem-
-dimetylowa pochodna 18a oraz 3,4-dibromo-cis-8-oksabicyklo[4.3.0]nonan-9-on (17b)
wobec Fusarium oxysporum AM 13 1 Fusarium culmorum 282. (+)-Enancjomer 2-hy-
droksy-3,3-dimetylo-9-oksabicyklo[4.3.1]nonan-8-onu ((+)-10d) hamowat wzrost fito-
patogendow Fusarium oxysporum AM 13, Fusarium culmorum AM 282. Natomiast
d-laktony: 7,7-dimetylo-2-oksabicyklo[3.3.1]nonan-3-onu (4¢) oraz 8,8-dimetylo-2-
-oksaobicyklo[3.3.1]nonan-3-onu (4d) hamowaly wzrost grzybni Fusarium tricinctum
AM 16, a (+)-enancjomer 4d Fusarium oxyporum AM 13.



4. PODSUMOWANIE

Synteza

Zgodnie z zatozonym celem badan zsyntezowano zwiazki bedace laktonami o szkie-
lecie bicyklo[3.3.1]- i bicyklo[4.3.0]nonanu. Ze wzgledu na mozliwo$¢ wystapienia
roznic we wlasciwosciach biologicznych otrzymano izomery optycznie oraz mieszaniny
racemiczne.

Powodzenie zaplanowanych syntez okazato si¢ mozliwe dzigki dobraniu optymal-
nych warunkéw biotransformacji (w tym dokonaniu wyboru mikroorganizmow lub izo-
lowanych enzyméw oraz induktoréw), zastosowaniu nieopisanych wczesniej w literatu-
rze metod syntezy organicznej oraz udokumentowaniu mechanizméw reakcji i ustaleniu
struktur nowo otrzymanych zwiazkow.

Pierwsza grupa syntezowanych laktonéw zawierata uktad bicyklo[3.3.1]nonanu.

(+)- 1 (-)-Enancjomery 2-oksabicyklo[3.3.1]nonan-3-onu (4a) i jego gem-dimetylowe
analogi 4b—d uzyskano w czteroetapowej syntezie, w trakcie ktorej dobrano optymalne
warunki mikrobiologicznej redukcji estrow dimetylowych kwasow: 2-(3-oksocyklo-
heksylo)malonowego (2a), 2-(2,2-dimetylo-5-oksocykloheksylo)malonowego (2b), 2-(3,3-
-dimetylo-5-oksocykloheksylo)malonowego (2¢) oraz 2-(4,4-dimetylo-3-oksocykloheksylo)
malonowego (2d).

Sposrod dwudziestu czterech testowanych mikroorganizméw wyselekcjonowano dwa
szczepy Absidia coerulea AM 93 1 Rhodotorula rubra AM 4 zdolne do redukcji prochi-
ralnej grupy karbonylowej w pozadany — cho¢ niezgodny z reguta Preloga — sposob do
trans-diastereoizomerow 3a—d.

Warunki bioredukcji optymalizowano, okreslajac wptyw skladu podtoza hodowli,
temperatury, pH, stezenia substratu oraz induktoréw.

Wisrdd przebadanych czterdziestu o$miu induktorow — dziewigtnascie wykazato sil-
nie inhibujace dziatanie wzgledem dehydrogenaz. Korzystna zmiang efektywnosci bio-
transformacji i enancjoselektywnosci w prowadzonych procesach wykazato pigé induk-
torow: 6-metylohept-5-en-2-on (C-7; AA=103%, Aee=42%), siarczan cynchoniny (D-7;
AA=106%, Aee=50%), s61 Eschenmoshera (D-9; AA=100%, Aee=32%), dichlorocyr-
kocen (D-10; AA=89%, Aee=53%) i HMPA (D-12; AA=130%, Aee=50%).

Opracowano nieopisane w literaturze warunki cyklizacji (+)- i (-)-enancjomeréw
trans-hydroksydiestrow 3a—d. Zaproponowano mechanizm laktonizacji, czgsciowo po-
twierdzajac go przez badania rentgenostrukturalne monokrysztatu (-)-4a. Okreslono abso-
lutna konfiguracjeg estru dietylowego kwasu 2-(3-oksocykloheksylo)malonowego (2a).
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Druga grupa syntezowanych laktonéw zawierata uktad bicyklo[4.3.0]nonanu.

Enancjomerycznie wzbogacone laktony z uktadem 2-oksabicyklo[4.3.0]nonan-3-onu
(12a) oraz ich gem-dimetylowe pochodne (12b—d) otrzymano poprzez eliminacj¢ grupy
hydroksylowej laktonow 10a—d otrzymanych przy uzyciu biotransformacji cis- i trans-
-epoksyestrow 9a—d.

Przed wykonaniem biotransformacji okre$lono strukture epoksyestréow (9a—d) i za-
proponowano mechanizm laktonizacji w $rodowisku wodnym. Poréwnano mechanizm
katalizy mikrobiologicznej, gdzie oczekiwano produktow dziatania hydrolaz epoksydowych
(enzymow enancjoselektywnie otwierajacych pierscien epoksydowy do diolu) oraz pre-
paratow enzymatycznych (lipaz, esteraz) katalizujacych hydroliz¢ wigzania estrowego
lub wewngetrzng transestryfikacje.

Zaobserwowano, ze przebieg transformacji r6ézni si¢ dla cis i trans-epoksyestrow.
Sposréd 37 biokatalizatorow — 5 bylo zdolnych do prowadzenia biotransformacji,
w wyniku ktdrej otrzymano (+)-enancjomery hydroksylaktonow 10a—d.

Trzecia grupa syntezowanych laktonéw bedacych pochodnymi ftalidow zawierata
uktad bicyklo[4.3.0]nonan-2-onu. Uzyskanie tych zwiazkow byto niezbg¢dne do prze-
prowadzenia porownawczych testow biologicznych.

(+)- 1 (-)-Izomery trzeciej grupy laktonow z uktadem 8-oksabicyklo[4.3.0]nonan-9-onu
(17, 19) otrzymano przez bioutlenienie dehydrogenaza HLADH (izolowana po rekom-
binacji Escherichia coli), wybrana po wczesniejszym przetestowaniu szesciu komercyj-
nie dostgpnych oksydoreduktaz. Otrzymano laktony 17 i 19 o konfiguracji absolutnej
1S, 6R, z nadmiarem enancjomerycznym 90%.

Aby otrzymaé ich pozostate enancjomery, przetestowano 54 mikroorganizmy,
z ktorych 11 bylo zdolne do selektywnego utlenienia mezo-diolu 21.

Obecno$¢ podwojnego wiazania w laktonach 17, 18 pozwolila na otrzymanie no-
wych zwiazkow z ugrupowaniem epoksydowym, hydroksylowym oraz atomami bromu.

Testy biologiczne

Uzyskane laktony poddano testom na aktywnos$¢ fungistatyczna wobec fitopatoge-
néw zasiedlajacych produkty zywnosciowe, ze szczegdlnym uwzglednieniem tych
drobnoustrojoéw, ktore sa zdolne do wytwarzania mikotoksyn.

Uzyskane laktony, ze wzgledu na réznice strukturalne, pozwolity na oceng wptywu
tych réznic na aktywnos$¢ biologiczna. Testom biologicznym poddano oddzielnie kazdy
z enancjomerow oraz mieszaniny racemiczne otrzymanych laktonow. Okreslono wptyw
nastgpujacych czynnikow:
¢ konfiguracji centrow stereogenicznych laktonow,

e budowy szkieletu bicyklononanu,
e potozenia funkcji laktonowej w pigciocztonowym pierscieniu y-laktonowym o struk-

turze [4.3.0],

e obecnosci i polozenia ugrupowania gem-dimetylowego,
e obecnosci pierscienia epoksydowego, atoméw bromu, grup hydroksylowej oraz
estrowe;j.
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W wyniku przeprowadzonych eksperymentéw stwierdzono, ze aktywno$¢ biolo-
giczng wobec Fusarium culmorum AM 282, Fusarium oxysporum AM 13, Fusarium
tricinctum AM 16 wykazuja: 3,4-epoksy-cis-8-oksabicyklo[4.3.0]nonan-9-on (17a),
jego gem-dimetylowa pochodna 18a oraz 3,4-dibromo-cis-8-oksabicyklo[4.3.0]nonan-
-9-on (17b), (+)-enancjomer 2-hydroksy-3,3-dimetylo-9-oksabicyklo[4.3.0]nonan-8-onu
((+)-10d), 7,7-dimetylo-2-oksabicyklo[3.3.1]nonan-3-onu (4¢) oraz (+)-enancjomer 8,8-
-dimetylo-2-oksabicyklo[3.3.1]nonan-3-onu ((+)-4d).

Uzyskane dane pozwalaja rekomendowa¢ te zwiazki do dalszych badan nad ich
przydatnoscia w roli dodatkéw do zywnosci.

Podsumowujac — w wyniku syntezy zaplanowanych laktonéw uzyskano 20 nieopi-
sanych w literaturze zwiazkéw i udokumentowano ich strukturg. Zaproponowano
mechanizmy cyklizacji estréw dimetylowych pochodnych kwaséw: 2-(3-oksocyklohe-
ksylo)malonowego oraz cis- i trans-estrow etylowych pochodnych kwasu 2-(2,3-epo-
ksyhykloheksylo)octowego.

W badaniach skriningowych sprawdzono zdolno$¢ ponad siedemdziesigciu mikro-
organizmow i dwudziestu trzech izolowanych enzyméw do prowadzenia pozadanych
etapow syntezy oraz wplyw czterdziestu o§miu induktorow na podniesienie efektywno-
$ci biotransformacji.

Uzyskano 27 racemicznych i 19 enancjomerycznych laktonow (o szkielecie bicy-
klo[3.3.1]- Iub bicyklo[4.3.0]nonanu); wiasciwosci wielu z nich pozwalaja sugerowac
ich przydatnos¢ jako dodatkow do zywnosci.

Stowa Kkluczowe: transformacja mikrobiologiczna, lipazy, esterazy, HLADH, bicykliczne laktony,
aktywno$¢ fungistatyczna
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SUMMARY

Synthesis

According to the aim of this research, lactones of bicyclo[3.3.1]- and bicyclo[4.3.0]
nonane skeleton were synthesized. Optically pure (or enantiomerically enriched) lac-
tones and their racemic mixtures were obtained via chemoenzymatic synthesis, in order
to assess possible differences in their biological activity.

The syntheses were successful due to determining optimum biotransformation con-
ditions (including selection of microorganisms or isolated enzymes and inductors), use
of new synthetic methods, not reported in the literature, and determination of chemical
structures of newly obtained compounds.

The first group of synthesized lactones contains bicyclo[3.3.1]nonane ring system.

(+)- and (-)-Enantiomers of 2-oxabicyclo[3.3.1]nonan-3-one (4a) and its gem-
-dimethyl analogues 4b—d were obtained in a four-step synthesis in which optimal mi-
crobial reduction conditions were determined. Dimethyl esters of the following acids were
obtained: 2-(3-oxacyclohexyl)malonic (2a), 2-(2,2-dimethyl-5-oxacyclohexyl)malonic
(2b), 2-(3,3-dimethyl-5-oxacyclohexyl)malonic (2¢) and 2-(4,4-dimethyl-3-oxacyclo-
hexyl)malonic (2d).

Two out of twenty four tested strains: Absidia coerulea AM 93 and Rhodotorula ru-
bra AM 4 were selected, because they were able to reduce the prochiral carbonyl group
in the desired manner to the #rans diastereoisomers 3a—d (with anti-Prelog stereospeci-
ficity).

Bioreduction conditions were optimized with respect to cultivation medium compo-
sition, temperature, pH, substrate concentration and influence of inductors.

Nineteen out of the tested forty eight inductors have strong inhibiting effect on de-
hydrogenases. Five inductors showed positive effect on biotransformation efficiency
and enantioselectivity of the biotransformation processes: 6-methylhept-5-en-2-one
(C-7; AA=103%, Aee=42%), cinchonine sulphate (D-7; AA=106%, Aee=50%), Eschen-
mosher salt (D-9; AA=100%, Aee=32%), dichlorocircocene (D-10; AA=89%, Aee=53%)
and HMPA (D-12; AA=130%, Aee=50%).

The reaction conditions for cyclization of (+)- and (-)-enantiomers of trans-
-hydroxydiesters 3a—d, not reported in the literature so far, were determined. Mechanism
of the lactonisation was proposed and partially confirmed by the single-crystal X-ray
diffraction analysis of (-)-4a. The absolute configuration of diethyl ester of 2-(3-
-oxacyclohexyl)malonic acid (2a) was established.
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The second group of synthesized lactones contains bicyclo[4.3.0]nonane system.

Enantiomerically enriched lactones with 2-oxabicyclo[4.3.0]nonan-3-one system
(12a) and their gem-dimethyl derivatives (12b—d) were obtained by elimination of the
hydroxyl group in lactones 10a—d, obtained in biotransformation of cis and trans-
epoxyesters 9a—d.

Before the biotransformation, the structures of epoxyesters (9a—d) were established.
The mechanism of lactonization in water conditions was proposed. The mechanism of
microbial catalysis (with the expected activity of of epoxide hydrolases, enzymes which
enantioselectively open epoxide ring to diols) was compared with the enzymatic prepa-
rations (lipases, esterases) which catalyze ester bond hydrolysis or intramolecular trans-
estrification.

It was observed that the course of transformation is different for cis- and trans-
epoxyesters. Five out of 37 tested biocatalysts were capable of biotransformation lead-
ing to (+)-enantiomers of hydroxylactones 10a—d.

The third group of the synthesized lactones are phtalide derivatives containing bi-
cyclo[4.3.0]nonan-2-one system. These compounds were important to perform compar-
ative biological tests.

(+)- and (-)-isomers of the third group of lactones with 8-oxabicyclo[4.3.0]nonan-9-one
ring system (17, 19) were obtained via biooxidation by means of HLADH (isolated after
recombination with Escherichia coli). This dehydrogenase was selected after testing six
commercially available oxidoreductases. Lactones 17 and 19 of /S, 6R configuration
were obtained with 90% of enantiomeric excess.

In order to obtain the other enantiomers of lactones, 54 microorganisms were tested.
Eleven microorganisms were capable of selective oxidation of meso-diol 21.

The presence of a double bond in lactones 17 and 18 led to obtaining new com-
pounds with epoxide ring, hydroxyl group and bromine atoms.

Biological tests

The lactones obtained were subjected to biological tests on fungistatic activity to-
wards phytopathogens living in food products. A special attention was paid to those
microorganisms that can produce mycotoxins.

The tested lactones, due to their structural differences, allowed to assess how the
structure influence biological activity. The biological tests were performed on each of
enantiomers separately and on the racemic mixtures. An impact of the following factors
was determined:

e configuration of stereogenic center of lactones

structure of bicyclononane skeleton

location of lactone function in the five-member y-lactone ring of [4.3.0]structure

the presence and location of gem-dimethyl moiety

the presence of epoxide ring, bromine atoms, hydroxyl group and ester group.

As a result of the biological tests it was found that the following compounds are
active towards Fusarium culmorum AM 282, Fusarium oxysporum AM 13 and Fusa-
rium tricinctum AM 16: 3,4-epoxy-cis-8-oxabicyclo[4.3.0]nonan-9-one (17a), its gem-
-dimethyl derivative 18a and 3,4-dibromo-cis-8-oxabicyclo[4.3.0]nonan-9-one (17b),
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(+)-enantiomer of 2-hydroxy-3,3-dimethyl-9-oxabicyclo[4.3.1]nonan-8-one ((+)-10d,
7,7-dimethyl-2-oxabicyclo[3.3.1]nonan-3-one (4¢) and (+)-enantiomer of 8,8-dimethyl-
-2-oxabicyclo[3.3.1]nonan-3-one ((+)-4d).

The information obtained suggest that these compounds are promising for further re-
search on their usefulness as food additives.

To sum up — the planned syntheses led to 20 compounds, not described in literature
so far. Their structures have been documented. The mechanisms of cyclization of dime-
thyl esters of 2-(3-oxacyclohexyl)malonic acid derivatives and cis and trans ethyl esters
of 2-(2,3-epoxycyclohexyl)acetic acid derivatives were proposed.

In screening tests the ability of over seventy microorganisms and twenty three iso-
lated enzymes to conduct the desired synthetic steps were checked, as well as an impact
of forty eight inductors on enhancement of biotransformation effectiveness.

The compounds obtained include 27 racemic and 19 enantiomeric lactones of bicyc-
10[3.3.1]- or bicyclo[4.3.0lnonane skeleton. Many of them have properties that may
suggest their usefulness as food additives.

Key words: microbial transformation, lipases, esterases, HLADH, bicyclic lactones, fungistatic
activity
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Dane spektralne otrzymanych w badaniach bicyklicznych laktonow:

2-oksabicyklo[3.3.1]nonan-3-on (4a): 'H NMR (500 MHz, CDCl;), &
(ppm): 1.74-1.54 (m, 6H, -’CH,-, -*CH,-, -°CH,-), 1.92-2.02 i 2.03-2.08
(dwa m, 2H, -°CH,-), 2.24-2.26 (m, 1H , >°CH-), 2.45 (d, J=18.56 Hz,
1H, jeden z -*CH,- ), 2.70 (dd, J=18.56, J=6.64 Hz, 1H jeden z -*CH,-),
4.70-4.72 (m, 1H, H'CO); >C NMR (151 Mz), & (ppm): 15.93(-*CH,-),
25.98 (-’CH,-), 30.31(-’CH,-), 30.96 (>°CH-), 35.99 (-°CH,- -‘CH,-),
75.43 (H'CO), 171.96 (>°C=0); IR (film, cm™): 1218.14 (s), 1725.55
(s); GC-EIMS: 141 (M+1).

6,6-dimetylo-2-oksabicyklo[3.3.1]nonan-3-on (4b): "H NMR (500 MHz,
CDCly), 8 (ppm): 0.86 i 1.04 (dwa s, 6H (CH3),°C<) 1.05-1.15 (m, 4H, -
"CH,-, -3CH,-), 1.84-1.88 i 1.90-2.05 (dwa m, 2H, -°CH,-), 2.24-2.26
(m, 1H , >*CH-), 2.45 (dd, J=1.8, 18.61 Hz, 1H, jeden z -*CH,-), 2.75
(dd, J=5.8, 18.61 Hz, 1H jeden z -*CH,-), 4.690-4.82 (m, 1H, H'CO);
BC NMR (151 Mz), § (ppm): 24.3, 25.7((CH;),°C<), 25.86 (-*CH,-),
28.77(-°CH,-), 29.37 (-*CH,-), 41.42 (-°CH,-, -'CH,-), 49.9 (>°CH-),
75.40 (H'CO), 170.7 (>*C=0); IR (film, cm™): 1216.10 (s), 1728.22 (s);
GC-EIMS: 169 (M+1).

7,7-dimetylo-2-oksabicyklo[3.3.1]nonan-3-on (4¢c): '"H NMR (500 MHz,
CDCly), § (ppm): 0.85 (dwa s, 6H (CH;),’C<) 1.15-1.20 (m, 4H,-*CH,-,
CH,-), 1.65-1.89 i (dwa m, 3H, -°CH,-, >°CH-), 2.30 (dd, J=6.8, 12.6
Hz, 1H, jeden z -*CH,-), 2.50 (dd, J=6.8, 8.9 Hz, 1H jeden z -*CH,-),
4.44-452 (m, 1H, H'CO); *C NMR (151 Mz), & (ppm): 22.7,
23.4((CH3),’C<), 25.54 (-*CH,-), 29.31(-°CH,-), 29.87 (-*CH-), 40.02
(-°CH,- -'CH,-), 48.6 (>°CH-), 76.30 (H'CO), 171.2 (>*C=0); IR (film,
em™): 1246.14 (s), 1733.55 (s); GC-EIMS: 169 (M+1).

8,8-dimetylo-2-oksabicyklo[3.3.1]nonan-3-on (4d): '"H NMR (500 MHz,
CDCly), & (ppm): 0.92 i 1.05 (dwa s, 6H, (CH3),*C<) 1.18-1.27 (m, 4H,"
"CH,-, -°CH,-), 1.65-1.89 i 1.92-2.15 (dwa m, 3H, -°CH,-, >*CH-), 2.43
(dd, J=6.9, 18.4 Hz, 1H, jeden z -*CH,-), 2.50 (dd, J=3.2, 6.9 Hz,, I1H
jeden z -*CH,-), 4.38-4.51 (m, 1H, H'CO); “C NMR (151 Mz), §
(ppm): 20.7, 23.7 ((CH3),°C<), 27.01 (-°CH,-), 28.77 (-*CH-), 38.55
(-°CH,--'CH,-), 46.71 (>°CH-), 75.21 (H'CO), 170.9 (>’C=0); IR
(film, cm™): 1246.14 (s), 1732.22 (s); GC-EIMS: 169 (M+1).

2-hydroksy-9-oksabicyklo[4.3.0]nonan-8-on (10a): "H NMR (500 MHz,
CDCly), & (ppm): 1.34-1.52 (m, 2H, jeden z -°CH,- i -OH), 1.54-1.74
(m, 4H, jeden z -°CH,-, -*CH,- i jeden z ->CH,-), 1.86-1.92 (m, 1H,
jedenz -*CH,-), 2.31 (dd, J =9.3 i 17.1 Hz, 1H, jeden z -’CH,-), 2.48
(dd, J =7.8 i 17.1 Hz, 1H, jeden z -'CH,-), 2.70-2.85 (m, 1H, >°CH-),
3.82 (ddd, J =4.3, 6.5 i 8.9 Hz, 1H, >>*CH-OH), 4.28 (t, J = 6.5 Hz, 1H,
>!CH-); *C NMR (151 Mz), § (ppm): 17.9 (-*CH,-), 25.4 (-°CH,-), 29.5
(-*CH»-), 33.8(-"CH,-), 34.4(>°CH-), 69.3 (>*CHOH), 84.1 (>'CH-),
177.1 (>*%C=0); IR (film, cm™): 3441 (s), 2935 (s), 2252 (m), 1772
() 1179 (m), 1010 (m) ; GC-EIMS: 157 (M+1).
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2-hydroksy-5,5-dimetylo-9-oksabicyklo[4.3.0Jnonan-8-on (10b): '"H NMR
(500 MHz, CDCl3), & (ppm): 0.96 i 1.07 (dwa s, 6H, (CH;),°C<), 1.39-
1.42 (m, 2H, -*CH,-), 1.50-152 (m, 1H, -°CH,.) 1.82 (m, 1H, -’CH,),
2.29 (dd, J=8.2, 17.0 Hz, 1H, jeden z -’CH,.), 2.35 (dd, J=8.2, 17.0 Hz,
1H, jeden z -’CH,-), 2.47 (m, 1H, >°CH-), 3.62 (ddd, J=5.1, 8.4, 11.8
Hz, 1H, >>CH-OH), 4.37 (dd, J=7.5 i 8.4 Hz, 1H, >'CH-); C NMR
(151 Mz), & (ppm): 17.9 (-*CH,-), 25.4 (°CH,-), 29.5(-°CH,-), 33.8
(-"CHy-), 34.4(>°CH-), 69.3 (>*CHOH), 83.83 (>'CH-), 175.25
(>%C=0); IR (film, cm™): 3430 (s), 2922 (s), 1763 (s), 1169 (m), 1002
(m); GC-EIMS: 185 (M+1).

2-hydroksy-4,4-dimetylo-9-oksabicyklo[4.3.0Jnonan-8-on (10d): '"H NMR
(500 MHz, CDCl3), & (ppm): 1.01 i 1.04 (dwa s, 6H, (CH;),*C<), 1.24-
1.42 (m, 3H, ->CH,- i jeden z -*CH,-), 1.59 (dd, 1H, J=4.2, 14.0 Hz,
jeden z *CH,-) 2.26 (d, J=13.8 Hz, 1H, jeden z -’CH,-), 2.35 (m, 1H, -
>%CH-), 2.76 (dd, 1H, J=13.8 i 8.3Hz, -'CH,-), 4.06 (dddd, 1H, J=4.2,
5.2,5.5,5.9 Hz, , >*CH-), 4.4 (t J=5.9 Hz, 1H, >'CH-); IR (film, cm™):
3464(s), 1784 (s), 1183 (m), 1028 (m); GC-EIMS: 185 (M+1).

2-hydroksy-3,3-dimetylo-9-oksabicyklo[4.3.0Jnonan-8-on (10¢): '"H NMR
(500 MHz, CDCl3), & (ppm): 0.89 i 1.02 (dwa s, 6H, (CH;),°C<), 1.36-
1.46 (m, 2H, *CH,), 1.60 (ddd, 1H, J=3.8, 6.4, 14.9 Hz, jeden z ->CH,-)
1.80 (m, 1H, jeden z -°CH,-), 2.37-2.40 (m, 2H, -’CH,), 2.84 (m, 1H,
>CH-), 3.30 (d, J=8.3 Hz, 1H, >*CH-OH), 4.36 (dd, J=8.3 i 8.0 Hz, 1H,
>!CH-); *C NMR (151 Mz), & (ppm): 18.04 (jeden z >*C(CHj),), 20.96
(->CH»-), 28.05 ((jeden z >*C(CHs),)), 32.26 (-'CH,-), 32.98 (-*CH,-),
3497 (-°CH,-), 35.11 (°CH,-), 77.69 (>’CH-OH), 83.83 (>'CH-
),175.25 (>*C=0); IR (film, cm™): 3430 (s), 2922 (s), 1763 (s), 1169
(m), 1002 (m); GC-EIMS: 185 (M+1).

9-oksabicyklo[4.3.0Jnonan-8-on (12a): 'H NMR (500 MHz, CDCl;), &
(ppm): 1.16-1.71 (m, 7H, jeden z -*CH,., -’CH,., -*CH,. i -°CH,.), 2.03
(m, 1H, jeden z -*CH,)), 2.19 (dd, 1H, J=2.6 16.7 Hz, jeden z -’CH,.),
2.35 (m, 1H, >°CH-), 2.57 (dd, J=6.8, 16.7 Hz, 1H, jeden z -’CH,.), 4.45
(m, 1H, >'CH-); '*C NMR (151 Mz), & (ppm): 19.80 i 22.72 (-*CH,.
i -*CH,.), 27.06 (-°CH,.), 27.70 (-*CH,.), 34.79 (>°CH-), 37.41 (-'CH,.),
79.09 (>'CH-), 177.53 (>*C=0); IR (film, cm™): 1780 (s), 1174 (m),
988 (m) ; GC-EIMS: 141 (M+1).

5,5-dimetylo-9-oksabicyklo[4.3.0Jnonan-8-on (12b): 'H NMR (500
MHz, CDCly), 8 (ppm): 0.90 i 0.96 (dwa s, 6H, >>C(CHs),), 1.20-1.65
(m, 6H, -*CH,-, °CH,-, -’CH,-), 2.01 (m, 1H, >*CH-), 2.28 (m, 2H,
-'CH,-), 4.50 (m, 1H, >'CH-); *C NMR (151 Mz), & (ppm): 18.36 (je-
den z >’C(CHa),), 27.52 (jeden z *C(CHs),), 28.75 (-*CH,-), 28.32
(-*CH»-), 30.21 (-*CH,-), 31.84 (-°CH,-), 33.59 (>°CH-), 45.86 (-'CH,-),
7834 (>'CH-), 176.97 (>*C=0); IR (film, cm™): 1795 (s), 1460 (m),
1160 (m) ; GC-EIMS: 169 (M+1).
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4 4-dimetylo-9-oksabicyklo[4.3.0Jnonan-8-on (12¢): 'H NMR (500 MHz,
CDCl3), & (ppm): 0.90 i 0.93 (dwa s, 6H, (>*C(CH;),), 1.04 (dd, 1H,
J=13.0 1 12.9 Hz, jeden z ->CH,-), 1.26 (dddd, 1H, J=2.6, 5.1, 7.5, 13.6
Hz, jeden z -*CH,-), 1.33-1.43 (m, 2H, jeden z -°CH,- i -°CH,-), 1.78
(dddd, 1H, J=4.0, 5.1, 13.5, 15.6 Hz, jeden z -)CH,-), 2.10 (m, 1H, je-
den z -°CH,-), 2.16 (d, 1H, J=16.7 Hz, jeden z -'CH,-), 2.43 (dddd, J=
44,63, 6.7, 12.9 Hz, 1H, >°CH-), 2.69 (dd, J=6.7, 16.7 Hz, 1H, jeden
z -'CH,-), 4.49 (m, 1H, >'CH-); *C NMR (151 Mz), § (ppm): 23.04
(jeden z >*C(CH,),), 23.61 (-*CH,-), 29.24 (-*CH,-), 31.77 (>°CH-),
32.32 (jeden z >*C(CHs),), 32.34 (-*CH,-), 38.43 (-'CH,-), 39.93 (°CH,-),
78.38 (>'CH-), 177.39 (>%C=0); IR (film, cm™): 1784 (s), 1196 (s),
1152 (s), 976 (s), 952 (s); GC-EIMS: 169 (M+1).

3,3-dimetylo-9-oksabicyklo[4.3.0]nonan-8-on (12d): "H NMR (500 MHz,
CDCly), & (ppm): 0.89 i 0.94 (dwa s, 6H, (CH;),°C<), 1.19 (ddd, 1H,
J=42, 9.4, 13.6 Hz, jeden z -*CH,-), 1.35 (dddd, 1H, J=1.2, 3.9, 7.4,
13.6 Hz, jeden z -*CH,-), 1.47 (m, 1H, jeden z -°CH,-), 1.53 (dd, 1H,
J=5.3 1 15.0 Hz, jeden z -°CH,-), 1.62-1.72 (m, 2H, jeden z ->CH,-i
jeden z -°CH,-), 2.30 (dd, J=5.1, 16.0 5.1 Hz, jeden z -'CH,-), 2.42 (m,
1H, >°CH-), 2.51 (dd, J=7.0, 16.0 Hz, 1H, jeden z -'CH,-), 4.55 (kw,
J=5.3 Hz, 1H, >'CH-); *C NMR (151 Mz), & (ppm): 22.87 (-*CH,-),
28.42 (jeden z >*C(CHs),), 28.60 (-°CH,-), 29.41 (jeden z >>C(CHs),),
34.11 (>°CH-), 34.92 (-*CH,-), 35.31 (-’CH,-), 39.92 (-°CH,-), 79.28
(>'CH-), 177.17 (>*C=0); IR (film, cm™): 1775 (s), 1167 (s), 1001 (m),
943 (m); GC-EIMS: 169 (M+1).

2-bromo-9-oksabicyklo[4.3.0Jnonan-8-on (13): 'H NMR (500 MHz,
CDCl3), & (ppm): 1.28-1.39 (m, 1H, jeden z -°CH,-), 1.48-1.60 (m, 1H,
jeden z -*CH,-), 1.71-1.88 (m, 2H, jeden z -*CH,- i jeden z -°CH,-),
1.90-2.11 (m, 2H, -°CH,-), 2.28 (dd, J =3.3, 16.9 Hz, 1H, jeden z -'CH,-),
2.61 (dd, J=6.8, 16.9 Hz 1H jeden z -’CH,-), 2.70-2.83 (m, 1H, >°CH-),
4.42-4.50 (m, 1H, >*CH-Br), 4.60 (dd, J=4.3, 4.4 Hz Hz, 1H, >'C(0)-);
BC NMR (151 Mz), & (ppm): 18.5 (-*CH,-), 26.1 (CH,-), 29.3
(°CH,-), 32.5(-"CH,-), 36.5(-°CH,-), 48.2 (>*CHBr), 81.3 (>'CH-),
175.8 (>%C=0); IR (film, cm™): 1785 (s), 1173 (s), 1019 (s); GC-EIMS:
220, 221 (M+1).

2-acetylo-9-oksabicyklo[4.3.0Jnonan-8-on (14): 'H NMR (500 MHz,
CDCly), & (ppm): 1.34 — 1.59 (m, 1H, jeden z -°CH,-), 1.60 — 1.76
(m, 4 H, jeden z ->CH,-, -*CH,-, jeden z ->CH,-), 1.79 — 1.93 (m, 1H,
jeden z -°CH,-), 2.07 (s, 3H, C(O)CH3), 2.33 (dd, J =7.2, 17.1 Hz, 1H,
jeden z -’CH,-), 2.53 (dd, J =7.5, 17 Hz, 1H, jeden z -’CH,-), 2.65 —
2.82 (m, 1H, >°CH-), 4.36 (t, J =5.9 Hz, 2H, >2CH-, >'CH-0)-); 1°C
NMR (151 Mz), & (ppm): 17.7 (CH5C(O)-), 20.9(-*CH,-), 25.5 (-*CH,-),
26.5 (-°CH,-) 34.0 (-'CH,-)34.5 (-°CH»-), 70.4 (>*CH-0), 79.4 (>'CH-),
169.8( >C=0), 175.9 (>*C=0); IR (film, cm™): 1783 (s) 1730 (s), 1240
(m), 1021 (m); GC-EIMS: 199 (M+1).
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2-butyrylo-9-oksabicyklo[4.3.0Jnonan-8-on (15): '"H NMR (500 MHz,
CDCly), & (ppm): 0.94 (t, J = 7.4 Hz, 3H, -*CH3), 1.40 — 1.70 (m, 5H,
-CH,-, -*CH,-, jeden z -*CH,-), 1.65 (sekstet, J = 7.4, 2H, - CH,-),
230 (t, J = 7.4 Hz, 2H, -C(0)-* CH,-), 2.31 (dd, J =6.9, 17.0 Hz, 1H,
jeden z -’CH,-), 2.53 (dd, J =7.4, 17.0 Hz, 1H, jeden z -’CH,-), 2.64 —
2.76 (m, 1H, >°CH-), 4.35 (t, J = 5.8 Hz, 1H, >'CH(0)-), 4.95 — 5.06
(m, 1H, >*CH(0O)-); *C NMR (151 Mz), & (ppm): 13.4 (-*CHy), 17.7
(-*CHy-), 18.3 (-*CH,-), 25.6 (°CH,-), 26.4 (-°CH,-), 34.0 (-*'CH,-),
347 (-'CHy), 36.1 (>°CH-), 69.9 (°CH,-), 79.4 (>'CH-), 172.5
(>%C=0), 176.0 (>C=0); IR (film, cm™"): 1785 (m), 1735 (m), and 1153
(m); GC-EIMS: 227(M+1).
2-(p-metoksyfenylo)acetylo-9-oksabicyklo[4.3.0]nonan-8-on (16): '"H NMR
(500 MHz, CDCl3), & (ppm): 1.30-1.85 (trzy m, 6H, -CH,-,-*CH,- i -
3CH,-), 2.27 (dd, J =6.3, 16.8 Hz, 1H, jeden z -'CH,-), 2.27 (dd, J =7.3
i 16.8 Hz, 1H, jeden z -’CH,-), 2.55-2.68 (m, 1H, >°CH-), 3.56 (s, 2H, -
CH,-Ph-), 3.77 (s, 3H, -O-CH3), 431 (t, 1H, >'CH-), 4.98-5.05 (m, 1H,
-’CH,-), 6.80-7.20 (cztery m, 4H, -C¢H,-); *C NMR (151 Mz), § (ppm):
17.7 -*CH,-), 25.6 (*CH,-), 26.2 (-°CH,-), 33.9 (-’CH,-), 34.8 (>°CH-),
40.4 (-CH,-Ph), 55.1 (-O-CHj), 70.4 (-*CH,-), 79.1 (>'CH-), 1138
(=¥CH-, =" CH-), 125.7 (¥ CH-, =CH-), 130.1 (=''CH-), 158.6 (=¥ CH-
), 170.7 (>C=0), 176.0 (>*C=0); IR (film, cm™): 3019 (s), 1782 (m),
1736 (w), 1216 (s); GC-EIMS: 305 (M+1).

8-oksabicyklo[4.3.0Jnon-4-en-9-on (17): '"H NMR (500 MHz, CDCly), &
(ppm): 1.77 — 2.05 (m, 1H, jeden z -°CH,-), 1.90 — 2.90 (m, 3H, jeden
z ->CH,-, ->CH-, jeden z -*CH,-), 2.74 — 2.80 (m, 2H, jeden z -°CH,-,
>1CH-), 4.0 (dd, J =2.0, 8.8 Hz, 1H, jeden z -*CH,-), 4.3 (dd, J = 5.1,
8.8 Hz, 1H, jeden z -’CH,-), 5.7 (m, 2H, =°CH-, -H*C=)) IR (film, cm™"):
1771 (s), and 1134 (m); GC-EIMS: 139 (M+1).

cis-3,4-epoksy-cis-8-oksabicyklo[4.3.0]nonan-9-on (17a): 'H NMR (500
MHz, CDCls), & (ppm): 1.66 (dd, J =11.4, 15.0 Hz, 1H, jeden z -SCHZ-),
2.17 —2.26 (m, 1H, jeden z -°CH,-), 2.31 — 2.37 (m, 1H, jeden z -*CH,-)
2.51 (dd, J =7.2, 13.9 Hz, 1H, jeden z -*CH»-), 2.62 — 2.70 (m, 1H,
>ICH-), 3.08 — 3.11 (m, 1H, >*CH-), 3.18 (t, ] = 7.0 Hz, 2H, -H’C(0O)-,
-(0)'CH-), 3.94 (dd, J =1.1, 9.0 Hz, 1H, jeden z -"CH,-), 4.17 (dd,
J=5.1,9.0 Hz, 1H, jeden z -"CH,-); *C NMR (151 Mz), & (ppm): 20.5
(-°CH»-), 24.6 (-°CH,-), 30.5 (>'CH-), 34.7(>°CH-), 49.6 (-H*C-), 51.6
(-*CH-), 71.2 (-"CH2-), 178.5 (>°C=0); IR (film, cm™): 1771 (s), 1158
(m); GC-EIMS: 155 (M+1).
trans-3,4-dibromo-8-oksabicyklo[4.3.0Jnonan-9-on (17b): '"H NMR (500
MHz, CDCly), & (ppm): 1.23 (s, 1H, jeden z ->CH,-), 1.54 (s, 1H, jeden z -
’CH,-), 1.73 — 2.36 (m, 1H, jeden z -°CH,, >'CH-), 3.95 — 4.16 (m, 1H,
>CH-), 4.17 — 4.4 (m, 2H, -*CH(Br)-, -(Br)*CH-), 4.53 (d, ] = 1.6, 1H,
jeden z -’CHy-), 4.62 (d, ] = 3.0, 1H, jeden z -'CH,-); *C NMR (151 Mz),
8 (ppm): 25.4 ("CHy-), , 29.6 (-*CH,-), 32.8 (>°CH-), , 36.9 (>'CH-), ,
47.1 (-H’C(Br)-), 52.2 (-(Br)*CH-), 70.5 (-"CH2-), , 176.9 (>°C=0); IR
(film, em™): 2360 (w), 1767 (m), 1167 (w); GC-EIMS: 299, 300 (M-+1).
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trans-4-bromo-3-hydroksy-cis-8-oksabicyklo[4.3.0]nonan-9-on (17¢): 'H
NMR (500 MHz, CDCl3), § (ppm): 1.94 — 2.10 (m, 1H, jeden z ’CH,),
2.11 —2.25 (m, 1H, jeden z ->CH,-), 2.26 — 2.56 (m, 3H, -CH,-, >'CH),
2.57 —2.73 (m, 1H, >’CH), 2.76 — 2.94 (m, 1H, >*CH-Br), 3.95 — 4.17
(m, 1H, >*CH-OH), 4.22 (dd, J =3.8, 7.6 Hz, 1H, jeden z -'CH,-), 4.28
(dd, J=5.3, 9.1 Hz, 1H, jeden z -"CH,-); *C NMR (151 Mz), & (ppm):
25.0("CH,-), 28.3(-°CH,-), 31.6(>°CH-), 36.3(>'CH-), 50.2(-(Br)*CH-),
68.0(-H*C(OH)-), 71.1(-"CH,-), 179.0 (>°C=0); IR (film, cm™): 3446
(w), 1767 (m); GC-EIMS: 236, 237 (M+1).
7,7-dimetylo-8-oksabicyklo[4.3.0Jnon-4-en-9-on (18): '"H NMR (500
MHz, CDCls), § (ppm): 1.38 (s J=16.4 Hz, 6H, >C-(CH,),), 1.75 — 1.95
(m, 1H, jeden z ->CHy-), 2.00 — 2.35 (m, 3H, jeden z -*CH,-, jeden
z ->CH,-, >°CH-), 2.36 — 2.56 (m, 1H, >'CH-), 2.95 — 3.18 (m, 1H, je-
den z -*CH»-), 5.63 — 5.89 (m, 2H, ="CH-, -H*C=); *C NMR (151 Mz),
8 (ppm): 21.9(-’CH,-), 22.3(-°CH,-), 23.1 (CH;-'C), 27.1 (CH;-'C),
37.7 (>'CH-), 40.8, (>°CH-), 85.0 (>’C(0)-), 125.0 (=*CH-), 125.3
(-H*C=), 178.5 (>°C=0); IR (film, cm™): 3019 (s), 1782 (m), 1736 (W),
and 1216 (s); GC-EIMS: 167 (M+1).
7,7-dimetylo-3,4-epoksy-8-oksabicyklo[4.3.0]nonan-9-on (18a): 'H NMR
(500 MHz, CDCl3), § (ppm): 1.22 (s, 1H, jeden z -°CH,-), 1.31 — 1.40
(2s, 6H, >C(CH,),), 1.56 — 1.74 (m, 1H, jeden z -°CH,-), 2.10 — 2.25
(m, 1H, jeden z -°CH,-), 2.31 — 2.47 (m, 1H, jeden z -*CH,-), 2.75 —
2.97 (m, 1H, >'CH-), 3.00 — 3.21 (m, 1H, >°CH-), and 3.25 (t, J = 4.0
Hz, 2H, -H’C(O)-, -(O)*CH-); *C NMR (151 Mz), § (ppm): 20.9,
(-°CH,-), 22.5, (CH5-'C), 23.5(CH5-'C), 26.7, (-*CH,-), 35.4(>'CH-),
38.8(>°CH-), 49.7 (-H'C-), 51.6(-°CH-), 84.0, (-=>'C(0)-),
178.1(>’C=0); IR (film, cm™): 3019 (w), 2399 (w), 1773 (s), 1215 (m),
and 756 (s); GC-EIMS: 183 (M+1).
trans-3,4-dibromo-cis-7,7-dimethylo-8-oksabicyklo[4.3.0Jnonan-9-on
(18b): 'H NMR (500 MHz, CDCly), & (ppm): 1.32 — 1.50 (2s, 6H,
>'C(CHs),), 1.72 — 1.90 (m, 1H, ->CH,-), 2.10 — 2.41 (m, 2H, jeden z -
’CH,-, jeden z -°CH,-), 2.44 — 2.60 (m, 1H, >'CH-), 2.89 — 3.04 (m, 1H,
jeden z -CH,-), 3.05 — 3.25 (m, 1H, >°CH-), 3.85 — 4.06 (m, 2H,
>*CH(Br)-, >*CH(Br)-); *C NMR (151 Mz), § (ppm): 22.9 (CH;-'C),
25.5 (CH5-'C), 25.9(-’CH,-), 26.7(-*CH,-), 36.4(>'CH-), 38.8(>°CH-),
47.1 ((Br)’CH-), 50.8 (-H*C(Br)-), 83.6 (>'C(0)-) i 176.9 (>°C=0); IR
(film, em™): 2977 (s), 1766 (s), 1274 (m), and 1112 (m); GC-EIMS:
326, 327 (M+1).
trans-4-bromo-3-hydroksy-cis-7,7-dimetylo-8-oxabicyklo[4.3.0]nonan-
9-on (18¢c): 'H NMR (500 MHz, CDCl;), & (ppm): 1.38 and 1.42 (2s,
6H, >C(CHs),), 1.87 (ddd, J =4.3, 4.4, 14.5 Hz, jeden z ->CH,-), 2.20-
2.32 (m, 2H, jeden z -°CH,-, jeden z -*CH,-i —OH), 2.40-2.70 (m, 2H,
>!CH- jeden z -°CH,-), 2.96 (dd, J =7.0, 7.1 Hz, 1H, >°CH-) 4.06-4.12
(m, 1H, >*CH-Br), 4.25-4.32 (m, 1H, >’CH-OH); *C NMR (151 Mz), &
(ppm): 18.7 (CH5-'C), 20.5 (CH;-'C), 20.9 (->CH,-), 22.0 (-*CH,-), 32.6
(>'CH-), 34.8(>°CH-), 45.7(-H*C(Br)-), 63.3((HO)’CH-), 80.2 (->'C(O)-),
174.1 °C=0); IR (film, cm™"): 3444 (w), 2253 (m), 1760 (m), 906 (s),
and 730 (s); GC-EIMS: 263, 264 (M+1).
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8-oksabicyklo[4.3.0Jnonan-9-on (19): 'H NMR (500 MHz, CDCls),
3 (ppm): 0.80 — 0.98 (m, 1H, jeden z -°CH,-), 1.05 — 1.30 (m, 5H, -
3CH,-, -*CH,-, jeden z -°CH,-), 1.34 (d, J = 10.2, 1H, jeden z -*CH,-),
1.45-1.95 (m, 1H, jeden z -CH,-), 2.10 (dd, J =11.0, 23.3 Hz, 1H,
>!CH-), 2.35 — 2.70 (m, 1H, >°CH-), 3.92 (d, J = 8.8 Hz, 1H, jeden z -
"CH,-), 4.16 (dd, J =5.0, 8.8 Hz, 1H, jeden z -"CH,-); *C NMR (151
Mz), & (ppm): 22.4 ("CH,-), 22.8 (-°CHy-), 23.3 (-*CH»-), 27.1 (*CH»-),
35.3 (>°CH-), 39.4 (>'CH-), 71.7 (-*CH>-), 178.6 (>°C=0); IR (film,
em™): 2942 (s), 2254 (s), 1766 (s), 1210 (m), and 989 (m); GC-EIMS:
141 (M+1).

7,7-dimetyl-8-oksabicyklo[4.3.0]nonan-9-on (20): 'H NMR (500 MHz,
CDCly), § (ppm): 1.00 — 1.17 (m, 1H, jeden z -°CH,-), 1.33 — 1.35 (dwa
s, 6H, >’C(CHj;),), 1.45-1.65 (m, 5H, jeden z -°CH,-, -*CH,-, -*CH,-),
1.65—1.79 (m, 2H, ->*CH,-), 1.98 — 2.24 (m, 1H, >'CH-), 2.96 (t, J= 6.3
Hz, 1H, >°CH-); *C NMR (151 Mz), § (ppm): 22.5 (-°CH,-), 22.8
(-°CHy-), 22.9 (-*CH»-), 23.6 (CH;-'C), 25.1 (CH;-'C), 26.1 (-°CH,-),
39.9 (>'CH-), 43.5 (>°CH-), 84.0 (>'C-0), 177.6 (>’C=0); IR (film, crm’
1: 2937 (m), 2254 (m), 1758 (s), 911 (s), and 731 (s); GC-EIMS: 169
(M+1).

8-hydroksy-cis-3-oksabicyklo[4.3.0Jnonan-2-on (26): 'H NMR (500 MHz,
CDCly), & (ppm): 1.54 — 1.6 (m, 1H, jeden z ->CH,-), 1.82 —1.98 (m, 1H,
jeden z -°CH,-), 2.12 — 2.46 (m, 3H, -*CH,-, >°CH-), 2.60 — 2.67 (m,
1H, >'CH-), 3.65 — 3.84 (m, 1H, >*CH-OH), 4.22 (dd, J = 3.8 7.6 Hz,
1H, jeden z -7CH2-), 423 (dd, J = 7.6 Hz i J = 9.2 Hz, 1H, jeden
z -’CH,-); ®C NMR (151 Mz), § (ppm): 22.4 (-°CH,-) 25.3, (-*CH,-),
287 (*CH,-), 32.1 (>°CH-), 36.7 (>'CH-), 69.5 (-(HO)’CH-), 72.3
(-’CH-), 176.2(>’C=0); IR (film, cm™); 3443 (s), 2938 (s), 2248 (m),
1768 (s) 1172 (m), 1010 (m) ; GC-EIMS: 157 (M-+1).
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