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Application of pig liver esterase in organic synthesis

S u m m a r y

Pig liver esterase (PLE) is widely used as a biocatalyst in organic synthesis.
The model of PLE catalytic center is discussed. Simple experimental procedure
providing gram quantity of this enzyme is introduced. General aspects of PLE re-
activity and selectivity are presented. The most representative chemical reac-
tions catalyzed by PLE are shown on selected examples.
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1. Wstêp

Wykorzystanie enzymów w przemyœle chemicznym by³o dys-
kutowane w wielu opracowaniach [1-3]. Tkanki zwierzêce, obok
mikroorganizmów, s¹ dogodnym Ÿród³em pozyskiwania enzy-
mów wykorzystywanych w syntezie organicznej, przemyœle che-
micznym, kosmetycznym czy te¿ farmaceutycznym. Zalet¹ tych
Ÿróde³ enzymów jest relatywnie niski koszt surowców, z których
³atwo jest wyodrêbniæ poszczególne enzymy. Enzymy pochodze-
nia zwierzêcego wykorzystywane w syntezie organicznej, naj-
czêœciej s¹ wyodrêbniane z narz¹dów przewodu pokarmowego
ssaków (œwiñ, królików, koni, œwinek morskich), tj. w¹troby,
trzustki, a tak¿e z nerek. Przyk³adami tych enzymów s¹: esteraza
z w¹troby œwiñskiej (PLE), lipaza z trzustki wieprzowej (PPL), es-
teraza z w¹troby króliczej (RLE), dehydrogenaza alkoholowa
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z w¹troby koñskiej (HLADH). Celem opracowania jest podanie krótkiej charaktery-
styki wybranego enzymu jakim jest PLE oraz przedstawienie zastosowañ tego enzy-
mu jako taniego, ale niezwykle efektywnego, biokatalizatora szeregu wa¿nych reak-
cji chemicznych.

2. W³aœciwoœci biochemiczne PLE

Esteraza z w¹troby œwiñskiej jest jednym z najczêœciej wykorzystywanych w che-
mii i biotransformacjach enzymów hydrolitycznych. Enzym ten jest bardzo stabilny,
akceptuje jako substraty du¿¹ iloœæ ró¿nych reagentów, a reakcje, które s¹ przez ten
enzym katalizowane, s¹ wysoce chemo-, regio- i stereoselektywne. Wysoka enancjo-
selektywnoœæ tego enzymu w po³¹czeniu z jego niskim kosztem (ok. 0,005 USD/za
jednostkê) oraz brakiem potrzeby stosowania koenzymu [4] wywo³a³a zaintereso-
wanie wielu oœrodków naukowych i przemys³owych.

Esteraza z w¹troby œwiñskiej (PLE – Pig Liver Esterase, E.C. 3.1.1.1) jest karboksy-
esteraz¹ typu serynowego nale¿¹c¹ do grupy hydrolaz. Komercyjnie dostêpna PLE
jest mieszank¹ co najmniej szeœciu izozymów (Heymann i Junge [6]), przy czym ka¿-
dy z nich wykazuje bardzo podobn¹ stereoselektywnoœæ wobec substratów, dlatego
mo¿na je traktowaæ jako jeden enzym [5]. Ka¿dy z izozymów posiada w swej struk-
turze trzy podjednostki (� – 58,2 kDa, C-terminalna leucyna; � – 59,7 kDa, C-ter-
minalna glicyna; g– 61,4 kDa, C-terminalna alanina) wystêpuj¹ce w ka¿dym izozymie
w ró¿nych proporcjach. G³ówne frakcje tworzone s¹ przez nastêpuj¹ce trimery: ���,
���, ���, ���. Posiadaj¹ one niewielk¹ domieszkê podjednostki �. Poszczególne
frakcje wykazuj¹ odmienn¹ specyficznoœæ substratow¹ [6].

Ze wzglêdu na problemy zwi¹zane z otrzymaniem enzymu w postaci krystalicznej
nie uda³o siê okreœliæ jego struktury krystalograficznej. Opracowane zosta³y jednak¿e
proste modele centrum aktywnego PLE przedstawiaj¹ce znajduj¹ce siê w nim najwa¿-
niejsze grupy funkcyjne [7-10]. Najbardziej dok³adny jest trójwymiarowy model opra-
cowany przez Jonesa przedstawiony na rysunku 1 [4,11-16]. Model ten powsta³ na
podstawie porównania stereospecyficznoœci wielu reakcji. Stwierdzono, ¿e w centrum
aktywnym enzymu znajduj¹ siê po przeciwnych stronach dwie kieszenie hydrofobo-
we, du¿a HL(arge) oraz ma³a HS(mall), oddzia³uj¹ce z ³añcuchami alifatycznymi lub pierœ-
cieniami aromatycznymi, lub mniej polarnymi grupami, takimi jak halogenki czy etery.
W centrum znajduj¹ siê tak¿e dwie kieszenie polarne, przednia PF(ront) i tylna PB(ack),
w pobli¿u której obecna jest reszta serynowa triady katalitycznej. W przypadku es-
trów kwasów dikarboksylowych kieszeñ PF bierze udzia³ w wi¹zaniu niehydrolizowa-
nej grupy estrowej i mo¿e przyjmowaæ tak¿e grupy niepolarne. Natomiast kieszeñ PB
wi¹¿e siê poprzez wi¹zanie wodorowe z grup¹ alkoholow¹ lub inn¹ grup¹ bêd¹c¹ dono-
rem wi¹zania wodorowego. Kieszeñ ta nie mo¿e jednak przyjmowaæ grup niepolarnych.

Konsekwencj¹ takiej budowy jest odpowiednia stereoselektywnoœæ esterazy.
W wiêkszoœci przypadków z racemicznych substratów tylko jeden z enancjomerów
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jest w stanie dopasowaæ siê w odpowiedni sposób do centrum aktywnego tak, aby
akt reakcyjny, na przyk³ad hydroliza, móg³ byæ katalizowany przez enzym. Grupa
polarna (estrowa) ulegaj¹ca hydrolizie podczas reakcji musi znajdowaæ siê w kom-
pleksie enzym-substrat w pobli¿u reszty serynowej. W zwi¹zku z tym bêdzie wi¹zaæ
siê poprzez wi¹zanie wodorowe z ma³¹ kieszeni¹ polarn¹ PB. Natomiast grupy nie-
polarne, tj. ³añcuchy alifatyczne, pierœcienie aromatyczne, musz¹ siê znajdowaæ
w kieszeniach hydrofobowych i wype³niaæ je w znaczny sposób. Prowadzi to zwykle
do podwy¿szenia stereoselektywnoœci katalizowanej przez ten enzym reakcji.

3. Metody otrzymywania PLE

Esterazy w¹troby œwiñskiej s¹ dostêpne komercyjnie jako preparaty o ró¿nym
stopniu oczyszczenia. Obecnie na rynku dostêpne s¹ preparaty o aktywnoœci siê-
gaj¹cej 130 U/mgbia³ka. Enzym ten jest tak¿e dostêpny w formie immobilizowanej
[17,18] o aktywnoœci oko³o 200 U/gpreparatu. Wykazuje on wtedy 68% aktywnoœci en-
zymu natywnego, ale mo¿e byæ u¿ywany kilkakrotnie, je¿eli przechowywany jest
w temperaturze 7°C. W reakcjach prowadzonych w du¿ej skali PLE jest czêsto stabi-
lizowana poprzez dodatek taniej albuminy z serum wo³owego [19].

U¿ywane s¹ tak¿e wstêpnie oczyszczone enzymy PLE w postaci „proszku aceto-
nowego”, których istotn¹ zalet¹ jest niski koszt [20-23]. Otrzymanie tego enzymu
w postaci czystego bia³ka wymaga wykonania wieloetapowego oczyszczania.
Oczyszczanie to polega na wykonaniu procesów takich jak wirowanie, wysalanie,
dializa czy rozdzia³ chromatograficzny [24]. Istotny jest fakt, ¿e zanieczyszczenia
wystêpuj¹ce w PLE nie maj¹ istotnego wp³ywu na aktywnoœæ katalityczn¹. Bior¹c
wiêc pod uwagê cenê tego biokatalizatora nie zawsze op³acalne jest stosowanie go
w postaci wyizolowanego enzymu.
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Rys. 1. Model centrum aktywnego esterazy w¹troby wieprzowej wg Jonesa. HL – du¿a i HS – ma³a
kieszeñ wi¹¿¹ca hydrofobowo. PF – przednia i PR – tylna kieszeñ polarna. Ser – miejsce w którym wy-
stêpuje reszta serynowa triady katalitycznej.



Prosta i efektywna metoda wydzielania PLE z w¹troby œwiñskiej, daj¹ca biokatali-
zator o wysokiej aktywnoœci katalitycznej zosta³a opracowana przez nas na podsta-
wie danych literaturowych [21].

Porcjê w¹troby, zamro¿on¹ zaraz po uboju, o masie 100 g zmielono w m³ynku
(WARING Blender 7009L o szybkoœci obrotów 22000 obr/min) z 300 ml acetonu,
sch³odzonego uprzednio do temperatury 0°C. Otrzyman¹ zawiesinê ods¹czono na
lejku Büchnera. Osad poddano kolejnej homogenizacji w m³ynku razem ze 150 ml
zimnego chlorku metylenu. Zawiesinê ods¹czono. Jasnobrunatny osad zebrano, roz-
drobniono w moŸdzierzu i wysuszono. Ze 100 g porcji w¹troby otrzymuje siê ok.
15 g preparatu enzymatycznego w postaci „proszku acetonowego”. Aktywnoœæ
w³aœciwa otrzymanego preparatu, wyznaczona na podstawie modelowej reakcji hy-
drolizy octanu n-butylu, wynosi 160-250 U/gpreparatu.

Tak otrzymany surowy enzym wykazuje aktywnoœæ katalityczn¹ identyczn¹ z en-
zymem komercyjnie dostêpnym, przy nieporównywalnie ni¿szej cenie [25].

4. Ogólne zasady stosowania PLE w syntezie organicznej

Wysoka aktywnoœæ katalityczna PLE wykorzystywana jest w syntezie organicznej
do funkcjonalizacji alkoholi, dioli lub polioli, estrów oraz kwasów mono- i dikarbok-
sylowych [1,2,26].

Stosuj¹c ten enzym reakcje hydrolizy nale¿y prowadziæ w buforach, najlepiej fos-
foranowych, przy pH zawieraj¹cym siê w przedziale 6-8. W przypadku substratów,
które s³abo rozpuszczaj¹ siê w wodzie stosuje siê dodatek (do oko³o 20% objêto-
œciowych), rozpuszczalników organicznych takich jak aceton, metanol, tert-butanol,
dimetyloformamid lub dimetylosulfotlenek. Na ogó³ nie ma to wp³ywu zarówno na
wydajnoœæ jak i enancjoselektywnoœæ poszczególnych reakcji [19,27]. Niska aktyw-
noœæ PLE w rozpuszczalnikach organicznych wymaga stosowania w reakcjach tran-
sestryfikacji niewielkich iloœci wody, któr¹ nale¿y dodaæ do mieszaniny reakcyjnej.
W wiêkszoœci przypadków temperatura, w której przebiega dany proces, jest na
ogó³ temperatur¹ otoczenia lub nieco wy¿sz¹, zawieraj¹c¹ siê zwykle w zakresie
20-30°C. W przypadku szeregu procesów, w których stereoselektywnoœæ w tempe-
raturze 20°C jest bardzo niska, obni¿enie temperatury do -10-0°C zdecydowanie
podwy¿sza czystoœæ optyczn¹ produktu (28).

4.1. Zastosowanie PLE do reakcji chemo- oraz regioselektywnych

W syntezie chemicznej trudnym zadaniem jest przeprowadzenie selektywnej funk-
cjonalizacji jednej z kilku identycznych lub reaguj¹cych w ten sam sposób grup funk-
cyjnych. PLE umo¿liwia przeprowadzenie regioselektywnej hydrolizy jednej z dwóch
lub wiêkszej iloœci grup estrowych znajduj¹cych siê w cz¹steczkach substratów.
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Dobry przyk³ad pokazuj¹cy wysok¹ regioselektywnoœæ PLE w reakcji monohydro-
lizy diestrów pokazano na rysunku 2.

Badano hydrolizê zwi¹zku 1, posiadaj¹cego w swej strukturze dwie grupy estro-
we przy wi¹zaniach podwójnych o izomerii Z oraz E. W wyniku reakcji otrzymano
87% mieszaniny monoestrów 2/3 w proporcji 80/20, 2% produktu ca³kowitej hydroli-
zy 4 oraz odzyskano 11% substratu 1. Ca³kowita wydajnoœæ reakcji wynios³a 70%
[29]. Enzym faworyzuje reakcjê na grupie estrowej znajduj¹cej siê przy wi¹zaniu po-
dwójnym o izomerii Z.

Przyk³ad regioselektywnej reakcji hydrolizy estrów fenoli przedstawiono na ry-
sunku 3.

Reakcja hydrolizy pentaacetylokatechiny 5 katalizowana PLE przebiega etapowo
i mo¿na wydzieliæ odpowiednie produkty poœrednie przerywaj¹c reakcjê we w³aœci-
wym momencie. Przerywaj¹c reakcjê po 1 godzinie mo¿na otrzymaæ z wydajnoœci¹
70% produkt monohydrolizy w pozycji 5-OAc. Wyd³u¿enie czasu reakcji do 24 go-
dzin prowadzi do hydrolizy wszystkich czterech fenylowych grup estrowych z wy-
dajnoœci¹ 98%. Grupa acetylowa znajduj¹ca siê przy alifatycznym atomie wêgla nie
ulega hydrolizie [30].

Uzyskanie wysokiej regioselektywnoœci w reakcjach hydrolizy ró¿nych diestrów
mo¿liwe jest, gdy zastosuje siê PLE jako katalizator, co przedstawiono na rysunku 4.

Micha³ Mroczkiewicz, Anna Fryszkowska, Ryszard Ostaszewski

36 PRACE PRZEGL¥DOWE

Rys. 2. Regioselektywna hydroliza estru dioli zwi¹zku dienowego.

Rys. 3. Regioselektywna hydroliza peracetylokatechiny.



W przypadku diestru 6 (R1, R2 = alkil, halogen) reakcji hydrolizy ulega tylko gru-
pa estrowa znajduj¹ca siê ko³o drugorzêdowego atomu wêgla. Analogicznie jest
w przypadku diestrów 8 i 10, w których hydrolizie ulega tak¿e grupa estrowa
zwi¹zana z drugorzêdowym atomem wêgla z wydajnoœciami odpowiednio 91 i 95%
[31].

Przyk³ad demonstruj¹cy wysok¹ chemoselektywnoœæ jak¹ mo¿na uzyskaæ w reak-
cjach katalizowanych PLE przedstawiono na rysunku 5. W wyniku chemoselektyw-
nej hydrolizy mieszaniny racemicznej estrów 12, reakcji iloœciowej katalizowanej
przez PLE ulega tylko grupa estrowa, natomiast grupa amidowa nie reaguje [32].

Znamiennym jest, ¿e w tym przypadku reakcja jest tak¿e wysoce enancjoselek-
tywna i odpowiedni kwas 13 uzyskiwany jest z wysokim nadmiarem enancjomerycz-
nym.
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Rys. 4. Regioselektywna hydroliza estrów dioli.

Rys. 5. Chemoselektywna hydroliza estrów.



4.2. Zastosowanie PLE do reakcji kinetycznego rozdzia³u racematów

Uzyskiwanie optycznie czystych zwi¹zków jest niezwykle wa¿ne w syntezie or-
ganicznej ze wzglêdu na to, ¿e s¹ to chiralne substraty (chirony) w syntezach szere-
gu leków oraz zwi¹zków biologicznie czynnych. Powszechnie stosowan¹ metod¹
otrzymywania takich zwi¹zków jest poddanie racemicznych substratów enzyma-
tycznemu rozdzia³owi kinetycznemu na enancjomery. W wyniku reakcji katalizowa-
nej chiralnym katalizatorem, takim jak enzym, transformacji chemicznej ulega szyb-
ciej jeden z enancjomerów substratu. Dziêki temu mo¿liwy jest rozdzia³ zwi¹zku na
poszczególne enancjomery. Niestety, maksymalna wydajnoœæ takiej metody syntezy
wynosi 50%, nawet gdy uzyska siê poszczególne enancjomery ze 100% czystoœci¹
optyczn¹. Utrata 50% substratu jest ekonomicznie nieuzasadniona. Dlatego te¿, aby
nie traciæ 50% substratu, mo¿na zastosowaæ inne podejœcie. Polega ono na zastoso-
waniu jako substratu zwi¹zku posiadaj¹cego dwie identyczne grupy funkcyjne,
zwi¹zku mezo. W tym przypadku pod katalitycznym wp³ywem enzymu selektywnej
reakcji mo¿e ulec tylko jedna z dwóch identycznych grup funkcyjnych i reakcjê mo¿-
na przeprowadziæ ze 100% wydajnoœci¹ chemiczn¹. Warunkiem koniecznym do
otrzymania produktu z wysokim nadmiarem enancjomerycznym, bliskim 100%, co
jest niezbêdne w przypadku syntez szeregu leków, jest uzyskanie enancjoselektyw-
noœci danego procesu przekraczaj¹cej E > 100 [33].

4.2.1. Zastosowanie PLE do reakcji hydrolizy estrów kwasów karboksylowych

Synteza optycznie czystych, nienaturalnych, pochodnych aminokwasów posia-
daj¹cych dwa podstawniki na wêglu alfa jest du¿ym problemem syntetycznym.
Zwi¹zki tego typu znajduj¹ szerokie zastosowanie jako syntetyczne analogi amino-
kwasów w chemii leków. Zamiana naturalnego aminokwasu w danym leku na jego
analog posiadaj¹cy dodatkowy podstawnik na wêglu alfa, zwykle nie zmienia zasad-
niczo aktywnoœci zwi¹zku, zwiêkszaj¹c znacznie jego odpornoœæ na degradacjê
przez enzymy proteolityczne.

Przyk³ad zastosowania PLE do syntezy �,�-dipodstawionych aminokwasów 15

i 14 przedstawiony jest na rysunku 6.
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Rys. 6. Rozdzia³ kinetyczny �,�-dipodstawionych estrów aminokwasów.



W reakcji estru etylowego zwi¹zku 14 katalizowanej przez PLE hydrolizie ule-
gaj¹ szybciej enancjomery o konfiguracji absolutnej (S). W wyniku tego procesu
otrzymuje siê aminokwasy 15 z nadmiarem enancjomerycznym 72 i 93%, o konfigu-
racji absolutnej (S). Nieprzereagowane estry 14 pozostaj¹ce w mieszaninie reakcyj-
nej otrzymane zosta³y z mniejsz¹ wydajnoœci¹, ale wy¿szymi nadmiarami enancjo-
merycznymi [34].

Przyk³ad zastosowania PLE do rozdzielania mieszaniny racemicznej enancjome-
rów o konfiguracji cis zwi¹zku 16 zosta³ przedstawiony na rysunku 7. W wyniku hy-
drolizy katalizowanej PLE otrzymano diastereoizomer (1R,2S) kwasu 17 z bardzo
dobr¹ wydajnoœci¹ chemiczn¹ oraz czystoœci¹ optyczn¹ [12].

Interesuj¹cy przyk³ad wykorzystania reakcji spontanicznej, której ulega produkt
reakcji enzymatycznej, u³atwiaj¹cej znacznie oczyszczanie produktu zosta³ przed-
stawiony na rysunku 8.

Enzymatyczna hydroliza jednego z enancjomerów racemicznego �-ketoestru 18

prowadzi do odpowiedniego kwasu, który spontanicznie ulega dekarboksylacji do
2-metylocykloheksanonu 19. W mieszaninie reakcyjnej pozostaje enancjomer (S)
substratu 18a o bardzo wysokiej czystoœci optycznej. Zwi¹zek ten mo¿na bez pro-
blemu oddzieliæ od ketonu 19, co znacznie upraszcza ca³y proces [35].

Odpowiednia budowa centrum aktywnego PLE umo¿liwia zastosowanie tego en-
zymu do selektywnej funkcjonalizacji pochodnych estrów kwasów allenowych 20

posiadaj¹cych chiralnoœæ osiow¹, co przedstawiono na rysunku 9.
W reakcji katalizowanej PLE reaguje enancjomer R substratu. Chiralny kwas 21

zosta³ otrzymany z wysok¹ wydajnoœci¹ chemiczn¹, a tak¿e wysokim nadmiarem
enancjomerycznym, wynosz¹cym 90% [36].

Zastosowanie jako substratu zwi¹zku mezo umo¿liwia syntezê enancjomerycznie
czystego produktu z wydajnoœci¹ przekraczaj¹c¹ 50%. W wyniku enzymatycznej hy-
drolizy pochodnej kwasu malonowego 22, przedstawionej na rysunku 10, otrzyma-
no chiralny (S)-monoester 23 z nadmiarem enancjomerycznym równym 96% i wydaj-
noœci¹ 97%. Zwi¹zek ten jest g³ównym produktem poœrednim w syntezie agonistów
receptora �3 wykorzystywanych do leczenia oty³oœci [37].

W systematycznie prowadzonych badaniach nad wp³ywem podstawników na
przebieg reakcji desymetryzacji katalizowanej PLE na dialkilowych diestrach kwa-
sów malonowych typu 22 pokazano, ¿e zwiêkszanie d³ugoœci ³añcucha alifatyczne-
go zmienia enancjoselektywnoœæ enzymu [38]. Estry dimetylowe z podstawnikami,
którymi s¹ grupy alifatyczne posiadaj¹ce od jednego do trzech atomów wêgla ule-
gaj¹ hydrolizie daj¹c odpowiednie produkty o konfiguracji S. W przypadku d³u¿-
szych ³añcuchów alifatycznych powstaj¹ produkty o konfiguracji R. Wynika to
z odpowiedniego dopasowania hydrofobowego ³añcucha alifatycznego do ma³ej
HS (dla n = 1, 2, 3) i du¿ej HL (dla n = 4, 5, 6) kieszeni hydrofobowej w centrum
aktywnym enzymu. Produkty hydrolizy estrów etylowych (R = Et) otrzymywane s¹
ze zdecydowanie ni¿szymi nadmiarami enancjomerycznymi, nie przekraczaj¹cymi
25% [38].
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Rys. 7. Rozdzia³ kinetyczny enancjomerów o konfiguracji cis.

Rys. 8. Selektywna hydroliza �-ketoestru ze spontaniczn¹ dekarboksylacj¹ kwasu karboksylowego.

Rys. 9. Selektywna hydroliza kwasów allenowych.

Rys. 10. Hydroliza prochiralnej pochodnej kwasu malonowego.

Rys. 11. Selektywna hydroliza estrowych pochodnych diketopiperazyn.



Rozdzielenie mieszanin racemicznych na enancjomery mo¿liwe jest nie tylko na
drodze hydrolizy enzymatycznej. Jednak oddalanie centrum reakcji od asymetrycz-
nego atomu wêgla prowadzi zawsze do obni¿enia enancjoselektywnoœci takich re-
akcji. Zastosowanie katalizy enzymatycznej pozwala w szeregu przypadkach uzy-
skaæ znakomite wyniki.

W reakcji katalizowanej przez PLE otrzymano optycznie czynny alkohol (+)-25

oraz ester (–)-24 zgodnie z rysunkiem 11. Nale¿y zwróciæ uwagê na fakt, ¿e centrum
asymetrii oddalone jest a¿ o 5 wi¹zañ od miejsca hydrolizy [39]. Uzyskane optycznie
czynne diketopiperazyny 25 i 24 s¹ prekursorami licznych zwi¹zków biologicznie
czynnych [40,41], miêdzy innymi bicyklomycyny, antybiotyku wyizolowanego ze
szczepu Streptomyces [42].

Selektywna funkcjonalizacja tylko jednej z grup acylowych diestrów mezo dioli
mo¿e prowadziæ w procesie desymetryzacji do odpowiednich alkoholi z wydajno-
œciami siêgaj¹cymi 100%. Wykonano badania nad wp³ywem, jaki ma budowa di-
estrów na przebieg reakcji hydrolizy katalizowanej przez PLE. Struktury uzyskanych
produktów, wydajnoœci reakcji wraz z uzyskanymi nadmiarami enancjomerycznymi
zosta³y zebrane na rysunku 12.

W przypadku dioli maj¹cych w swej strukturze pierœcienie o ma³ej iloœci pod-
stawników hydroliza przebiega na ogó³ z nisk¹ stereoselektywnoœci¹, czêsto nie
przekraczaj¹c¹ 15% (28-31) oraz niewielk¹ wydajnoœci¹. Na przyk³adzie estrów
1,3-cykloheksanodioli z grup¹ nitrow¹ w pozycji 2 w pierœcieniu (31-33) stwierdzo-
no, ¿e wprowadzenie grupy metylowej do struktury substratu powoduje wzrost
enancjoselektywnoœci reakcji hydrolizy odpowiednich diestrów [19,43,44].
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Rys. 12. Selektywna hydroliza estrów dioli.



4.2.2. Zastosowanie PLE w stereoselektywnych reakcjach estryfikacji

Reakcje estryfikacji katalizowane przez PLE przebiegaj¹ powoli i z niewielk¹ ste-
reoselektywnoœci¹, co wynika z niskiej aktywnoœci enzymu w rozpuszczalnikach or-
ganicznych.

Mo¿liwe jest jednak przeprowadzenie tego typu reakcji w obecnoœci odpowied-
nio modyfikowanego enzymu lub poprzez dodawanie substancji pomocniczych do
mieszanin reakcyjnych. Modyfikacja PLE polegaj¹ca na utworzeniu wi¹zañ kowalen-
cyjnych miêdzy enzymem a albumin¹ serum wo³owego (PLE-BSA) lub metoksypoli-
etylowanymi glikolami (PLE-MPEG) zwiêksza aktywnoœæ tego biokatalizatora. Bada-
no reakcjê enzymatycznej estryfikacji alkoholu 34 propionianem winylu zgodnie
z rysunkiem 13. Zastosowanie do reakcji modyfikowanego enzymu PLE-MPEG daje
zdecydowany wzrost stopnia konwersji z 11 do 54% w porównaniu do natywnego
enzymu, a tak¿e zwiêksza czystoœæ optyczn¹ nieprzereagowanego alkoholu 34. Jed-
nak¿e produkt reakcji, ester 35, otrzymany by³ z ni¿szym nadmiarem enancjome-
rycznym [45,46].

Stwierdzono, ¿e w reakcjach estryfikacji alkoholi posiadaj¹cych w swej struktu-
rze pierœcienie aromatyczne w obecnoœci PLE-MPEG lub PLE-BSA enancjoselektyw-
noœæ przekracza E > 100 [45]. Reakcje estryfikacji mo¿na prowadziæ w rozpuszczal-
nikach organicznych. Nale¿y jednak dodaæ do mieszaniny reakcyjnej wodê w iloœci
0,2-1,4% [47].
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Rys. 13. Stereoselektywna transestryfikacja alkoholu drugorzêdowego.



4.3. Reakcje domino katalizowane przez PLE

Reakcja typu domino jest procesem, w którym pierwszy etap jest inicjowany
czynnikiem zewnêtrznym, np. enzymem. Kolejne przemiany zachodz¹ samorzutnie
i nie wymagaj¹ dodatkowych czynników inicjuj¹cych. Kolejne etapy reakcji domino
s¹ wynikiem utworzenia reaktywnej grupy funkcyjnej poprzedniego etapu. Nie mo¿-
na zatrzymaæ reakcji domino na wybranym etapie, a produktów poœrednich nie
mo¿na wydzieliæ [46,48].

Reakcje katalizowane przez PLE mog¹ prowadziæ do stereoselektywnej reakcji
domino. Przyk³ad reakcji tego typu przedstawiono na rysunku 14. W reakcji hydroli-
zy symetrycznego diestru 36 (X = CH2) spodziewanym produktem by³ optycznie
czynny monoester 37a, jednak¿e stwierdzono obecnoœæ tylko produktu 39 pow-
sta³ego zgodnie z przegrupowaniem Meinwalda. Produkt 39 otrzymano z nadmia-
rem enancjomerycznym równym 48% [49]. W przypadku gdy heteroatom X by³ ato-
mem tlenu koñcowym produktem by³ chiralny monoester 37b [49,50].

Enzymatyczna hydroliza diestru 40 katalizowana PLE prowadzi do kwasu 43

zgodnie z mechanizmem pokazanym na rysunku 15. Po hydrolizie jednej z grup es-
trowych zachodzi wewn¹trzcz¹steczkowy atak nukleofilowy na pierœcieñ epoksydo-
wy z utworzeniem �-laktonu 42, który w kolejnej reakcji hydrolizy enzymatycznej
daje kwas 43 z nadmiarem enancjomerycznym równym 96% [51].

Enzymatyczne reakcje domino bêd¹, jak siê wydaje, przedmiotem intensywnych
badañ z uwagi na fakt, ¿e prowadz¹ one do bardzo z³o¿onych produktów, które
tworzone s¹ z wysokimi wydajnoœciami, bez koniecznoœci wydzielania produktów
poszczególnych reakcji.
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Rys. 14. Reakcja domino z przegrupowaniem Meinwalda.



4.4. Zastosowanie PLE do funkcjonalizacji zwi¹zków posiadaj¹cych heteroatomy

Otrzymanie zwi¹zków posiadaj¹cych w swojej strukturze asymetryczne hetero-
atomy jest procesem bardzo trudnym. Trudno jest uzyskaæ odpowiednie produkty
z wysokimi nadmiarami enancjomerycznymi oraz dobrymi wydajnoœciami chemicz-
nymi.

Zastosowanie PLE jako katalizatora do reakcji hydrolizy racemicznego estru 44,
pokazanego na rysunku 16, da³o odpowiedni kwas 45 z wydajnoœci¹ 58% i dobrym
nadmiarem enancjomerycznym. Uzyskano tak¿e znaczne wzbogacenie substratu
w drugi z enancjomerów [52]. Lepszy wynik uzyskano, gdy jako substrat do analo-
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Rys. 15. Reakcja domino z utworzeniem �-laktonu.

Rys. 16. Stereoselektywna hydroliza sulfinylooctanów.



gicznej reakcji u¿yto diester 46. Enzymatyczna desymetryzacja, katalizowana PLE,
da³a tylko jeden produkt, kwas 47 z nadmiarem enancjomerycznym wynosz¹cym
79% [52].

Inny przyk³ad zastosowania PLE do ró¿nicowania fosfinylooctanów przedstawio-
ny jest na rysunku 17. Odpowiedni kwas 49 otrzymano z wydajnoœci¹ 41 i 81% nad-
miarem enancjomerycznym [37]. Warto podkreœliæ, ¿e enzym efektywnie katalizuje
hydrolizê tylko jednego z enancjomerów substratu, co prowadzi do iloœciowego
wzbogacenia substratu w przeciwny enancjomer. Optycznie czynne fosfinylooctany
s¹ u¿ywane jako chiralne ligandy w syntezie katalizatorów maj¹cych w swej struktu-
rze atomy metali przejœciowych.

5. Podsumowanie

Zgodnie z zaleceniami sformu³owanymi dla procesów realizowanych zgodnie
z procedurami zielonej chemii reakcje chemiczne realizowane w przemyœle oraz la-
boratoriach badawczych powinny byæ prowadzone tak, by maksymalnie obni¿yæ ich
negatywny wp³yw na œrodowisko naturalne [54]. Dlatego te¿ poszczególnie procesy
powinny byæ realizowane w temperaturze pokojowej, pod ciœnieniem atmosferycz-
nym oraz stosuj¹c odpowiednie katalizatory. Zalecane jest tak¿e stosowanie re-
agentów i katalizatorów biodegradowalnych [55]. Reakcje chemiczne katalizowane
przez enzymy znakomicie spe³niaj¹ te wymagania. Esteraza z w¹troby œwiñskiej jest
bardzo dogodnym biokatalizatorem. Surowy enzym mo¿e byæ otrzymany praktycz-
nie w ka¿dym laboratorium chemicznym czy biochemicznym, w dowolnych iloœ-
ciach. Zanieczyszczenia wystêpuj¹ce w tak uzyskanym biokatalizatorze praktycznie
nie maj¹ wp³ywu na jego aktywnoœæ katalityczn¹. Enzym ten znajduje zastosowanie
jako biokatalizator w szeregu reakcji chemo-, regio-, enancjo- i diastereoselektyw-
nych. W wiêkszoœci przypadków odpowiednie produkty uzyskiwane s¹ z dobrymi
i bardzo dobrymi wydajnoœciami oraz wysokimi nadmiarami enancjomerycznymi.
Reakcje katalizowane przez PLE prowadzone s¹, w wiêkszoœci przypadków, w tem-
peraturze pokojowej lub lekko podwy¿szonej, w buforach wodnych, wodzie albo
rozpuszczalnikach organicznych. Budowa centrum aktywnego tego enzymu umo¿li-
wia stosowanie szerokiej gamy ró¿nych zwi¹zków jako substratów. Opracowano
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Rys. 17. Stereoselektywna hydroliza fosfinylooctanów.



dogodne modele, opieraj¹ce siê na danych eksperymentalnych, umo¿liwiaj¹ce prze-
widywanie kierunków katalizowanych przez PLE reakcji chemicznych.

Poszukiwanie nowych zastosowañ PLE do prowadzenia reakcji wa¿nych w prze-
myœle lub syntezie organicznej bêdzie, jak siê wydaje, mia³o dalej miejsce. Szczegól-
nie interesuj¹ce bêdzie zastosowanie PLE jako katalizatora inicjuj¹cego reakcje do-
mino lub do funkcjonalizacji substratów posiadaj¹ce asymetryczne heteroatomy
typu siarka lub fosfor.

Praca by³a finansowana z grantu Rektora Politechniki Warszawskiej 503/R1020/0012, oraz projektu
KBN nr PBZ – MIN-007/P04/2003.
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