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Sazetak

Kiralni alkoholi su vazne gradevne jedinice za sintezu farmaceutskih pripravaka,
pesticida, feromona, aroma, mirisa i materijala poput tekucih kristala. U ovome je radu
opisana redukcija jednostavnih ketona, aromatskih ketona s halogenom i B-ketoestera u
kiralne alkohole koriStenjem enzima iz biljnih materijala. Acetofenon je reduciran u 1-
feniletanol koriStenjem razlicitih biljnih kultura. Kao biokatalizatori koristeni su mrkva
(Daucus carota), komora¢ (Foeniculum vulgare) i tikvice (Cucurbita pepo). Uz pomo¢
kulture Daucus carota dobiven je Cisti (S)-feniletanol uz enantiomerni visak od 100 %. Z.
H. Yang i suradnici su proveli redukciju 4'-kloracetofenona u (R)- ili (S)-1-(4-
Klorfenil)etanol i  etil-4-kloracetoacetata u  etil-(S)-(-)-4-klor-3-hidroksibutanoat
koristenjem razli¢itih biljnih kultura. Najbolji rezultati dobiveni su koristenjem Kkulture

Daucus carota.

Kljuéne rijeci

Kiralni  alkoholi, acetofenon, (S)-feniletanol, Daucus carota, biokatalizatori,
stereoselektivna redukcija, kulture biljnih stanica



Abstract

Chiral alcohols are important building blocks for the synthesis of pharmaceuticals,
pesticides, pheromones, flavors, fragrances and advanced materials such as liquid crystals.
This work describes reduction of simple ketones, halogen-containing aromatic ketones and
3-ketoesters to chiral alcohols by enzymes from plant systems. Acetophenone is reduced to
1-phenylethanol by various plant tissues. As biocatalysts were used carrot (Daucus
carota), fennel (Foeniculum vulgare) and marrow (Cucurbita pepo). Reduction of
acetophenone by cultures Daucus carota afforded pure (S)-phenylethanol with 100%
enantiomeric excess. Z. H. Yang and co-workers performed reduction of 4'-
chloroacetophenone to (R)- or (S)-1-(4-chloro-phenyl)ethanol and ethyl-4-
chloroacetoacetate to ethyl-(S)-(-)-4-chloro-3-hidroxybutanoate by various plant tissues.

The best results were obtained using cultures Daucus carota.

Key words

Chiral alcohols, acetophenone, (S)-phenylethanol, Daucus carota, biocatalysts,

stereoselective reduction, plant cell culture
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Uvod

Zadatak ovog rada bio je ispitati metode zelene kemije u redukciji spojeva s
karbonilnom skupinom. Zelena kemija je usmjerena na smanjenje koli¢ine toksi¢nih tvari
koje se koriste u kemijskim reakcijama, energije ulozene u eksperiment te eksperiment ¢ini
sigurnijim za okoliS. Mnogi aspekti ovog podruc¢ja kemije nisu joS uvijek u potpunosti
istrazeni. Velika prepreka u primjeni zelene kemije je pronaci prikladne prirodne izvore
koji nece uzrokovati probleme kao Sto je npr. nastanak Stetnih plinova tijekom
eksperimenta. Stoga je zadatak zelene kemije pronaci prirodne i obnovljive izvore koji ¢e
se koristiti u kemijskom eksperimentu. Cilj provedenih eksperimenata bio je pronaci

reducense koji nece biti Stetni za okoliS 1 koji ¢e dati dobro iskoriStenje reakcije.

Za provodenje eksperimenata zelene kemije potrebno je najprije pronaci
odgovarajuce ,,zeleno otapalo* koje je alternativa izvorno koriStenom otapalu, ali je manje
Stetno za okolis. Djelotvorna ,,zelena otapala“ trebaju omoguciti nastanak koli¢ine
produkata koja ¢e se moci usporediti sa koli¢inom produkata koji nastaju prilikom
koriStenja izvornog otapala. Budu¢i da je zelena kemija novije podru¢je kemije mnogi
prirodni izvori nisu jo§ dovoljno istrazeni. Drugi problem u primjeni zelene kemije je to Sto
su utjecaji vecine prirodnih izvora koji su koriSteni u eksperimentima nepoznati 1 koristeni
prirodni izvori Cesto ne daju Zeljeni produkt. Mnogi eksperimenti zelene kemije ukljucuju
uporabu prirodnih, organskih izvora kao Sto su vocée ili povrée koji se koriste kao
biokatalizatori u sintezi zeljenog produkta. Biokatalizatori su vrsta katalizatora koji su
manje Stetni za okolis 1 slijede pravila zelene kemije. Eksperiment koji je obraden u ovome
radu i ukljucuje primjenu zelene kemije je redukcija ketona u alkohol koriStenjem
prirodnih izvora kao katalizatora. U ovoj vrsti reakcije ¢esto je koristen pekarski kvasac
kao katalizator, ali su u razli¢itim eksperimentima pronadeni drugi ekoloski prihvatljivi
prirodni izvori. Kao biokatalizator u provedenim eksperimentima koriSteno je razli€ito

povrce te je pronadeno povrce €ija je uporaba dala najvece iskoriStenje reakcije.



2.1. Biokatalizatori

Biokatalizatori ili enzimi su organske tvari koje svojim prisustvom u najmanjim
koli¢inama utjeCu na brzinu kemijske reakcije. Osnovne osobine enzima su velika
kataliticka mo¢, specifiCnost, regulacija aktivnosti i transformacija razli¢itih oblika
energije. Mnogi enzimi za svoju aktivnost trebaju kofaktor, a to mogu biti metali ili male
organske molekule. Kofaktori koji su male organske molekule nazivaju se koenzimi. Na
enzim se mogu vezati ¢vrsto ili slabo. Kofaktori koji su ¢vrsto vezani na enzim zovu se
prosteticke skupine. Slabo vezani koenzimi su vrlo vjerojatno kosupstrati svoga enzima jer

se vezu 1 otpustaju sa enzima istovremeno kada 1 supstrati i produkti.

Kemijske reakcije odvijaju se uz prijelazno stanje, koje ima viSu energiju i od
supstrata i od produkta. Napredovanje reakcije ovisi o temperaturi i 0 Gibbsovoj slobodnoj
energiji aktivacije koja je razlika energije prijelaznog stanja i supstrata. Enzimi smanjuju
aktivacijsku barijeru i tako ubrzavaju kemijsku reakciju tj. enzimi kataliziraju postizanje
ravnoteZe, ali ne pomicu njen poloZaj. Kombiniranjem supstrata i enzima nastaje novi
reakcijski put s energetski nizim prijelaznim stanjem. Odnosno, prvi korak u enzimskoj
katalizi je stvaranje kompleksa enzim-supstrat, a dio enzima koji veze supstrat zove se
aktivno mjesto koje zaprema relativno mali dio ukupnog volumena enzima. Aktivno
mjesto je trodimenzijska tvorevina, a Cine ga ostaci aminokiselina iz raznih dijelova

molekule. [1]

2.2. Biokatalizatori u industriji

Biokataliticki procesi su u posljednje vrijeme nasli Siroku primjenu posebno u
farmaceutskoj 1 agrokemijskoj industriji gdje postoji velika potreba za opticki Cistim
spojevima. Posljednjih godina kemijska industrija se bavila istrazivanjem uporabe
biokatalitickih procesa u sintezi razli¢itih produkata. Takva istraZivanja provedena su u
farmaceutskoj industriji radi potrebe indukcije kiralnih centara u lijekovima. Biokataliza je
prvotno primjenjivana u reakcijama hidrolize i esterifikacije. Rezultat provedenih
istrazivanja je porast broja skupina enzima, ukljucuju¢i hidrolaze, oksidoreduktaze,

transferaze, liaze, ligaze i izomeraze koji kataliziraju odredene organske reakcije. [2]



2.3. Biokatalizatori dobiveni iz mikrobioloskih izvora

Sposobnost induciranja kiralnih centara u molekulama proucavana je za razlicite
reakcijske procese. Znacaj nastajanja kiralnih epoksida proucavan je koriStenjem
halohidrin dehalogenaze dobivene iz bakterija Arthrobacter sp. AD2, Mycobacterium sp.
GP1 i Agrobacterium radiobacter AD1. U prisutnosti cijanida ova reakcija daje
odgovarajuci cijanhidrin s umjerenim iskoriStenjem i enantiomernim viskom. Enantio¢isti
cijanhdrini mogu se dobiti uz (R)- ili (S)-hidroksinitril liazu (HNL). Razvojne metode za
nastajanje kiralnih cijanhidrina narocito su proucavali H. Griengl i suradnici [3] zajedno s
F. Effenbergerom. [4] Jedno od podrucja razmatranja bila je stabilnost ovih sustava s
obzirom da u djelomi¢no procis¢enim enzimskim sustavima se mogu takoder odvijati 1
druge reakcije. Pronadeno je da flavonoidi kao rutin i hiperozid u koli¢inama od 5 mg/ml

mogu poboljsati enzimsku stabilnost i do 50 %.

Provedeno je istrazivanje u kojemu je usporedena HNL dobivena iz kaucukovca
(Hevea brasiliensis) sa HNL dobivenom iz badema (Prunus amygdaloides) i iz manioke
(Manihot esculenta). (S)-HNL iz kaucukovca ispitivana je zbog djelotvornosti i
selektivnosti na a- 1 B-supstituirane alkile 1 alkoksi aldehide. HNL iz kaucukovca u
usporedbi s (R)-HNL iz badema je dala veéi dijastereomerni visak, ali je prisutnost
oksidiranih supstituenata na a- i 8-polozajima negativno utjecala na nju. HNL iz manioke
koristena je za enantioselektivnu adiciju HCN-a u sintezi (S)-ketona cijanhidrina s

iskoriStenjem od 85-97 % i enantiomernim viskom (ee) od 69-98 %. [5]

Jedna od znacajnijih reakcija je redukcija ketona u kiralne sekundarne alkohole.
Prilikom ovakvih transformacija mogu se Koristiti ketoreduktaze, ali one kao i alkohol
dehidrogenaze zahtijevaju nikotinamid-adenin dinukleotid (NADH) ili NAD fosfat

(NADPH) kao izvor vodika. Razvijane su strategije za obnavljanje ovih kofaktora in situ.

2004. godine skupina znanstvenika na sveucilistu u Grazu [6] proucCava regioselektivnu i
stereoselektivnu redukciju o,B-nezasi¢enih ketona uz pomo¢ liofiliziranih stanice iz

bakterija Rhodococcus ruber DSM 44541 kako bi dobili odgovarajuce alilne alkohole.



Uz ovakav sustav dobiveni su nakon 20-22 sata (S)-produkti u rasponu od 50-92 % s ee >
99 % . Ovaj biokatalizator, koji obnavlja kofaktor NADH u prisutnosti propan-2-ola koji je
koriSten kao otapalo i kao kosupstrat, je prethodno koriSten za redukciju alifatskih,

aromatskih i heteroaromatskih ketona.

U ovom procesu koriStene su imobilizirane stanice gljive Geotrichum candidum i
superkriti¢ni ugljikov dioksid za redukciju ketona u prisutnosti propan-2-ola. Sustav se
pokazao uspjesnim za redukciju cikloheksanona i 2-fluoracetofenona u (S)-alkohol s

enantiomernim viskom > 99 %. (Slika 1)

E o F OH ﬁ OH
cH, Geotrichum candidum ©/SLCH3 O Geotrichum candidum . (5
y |4
Propan-2-ol " Propan-2- ol
35°C 35°C
1 2 3 4

Slika 1. Redukcije 2-fluoracetofenona (1) u (S)-2-fluorfeniletanol (2) i cikloheksanona (3)
u cikloheksanol (4)

Slijede¢i primjer biokatalizatora je kvasac. Kvasac Saccharomyces cerevisiae 013
je koristen za redukciju aldehida i ketona uz iskoristenje reakcije 27-87 %. Za redukciju
racemic¢nog 2-hidroksi-2,6,6-trimetilcikloheksanona koriSten je pekarski kvasac, ali je
iskoristenje bilo vrlo nisko i enantiomerni visak oko 90 %. Mehanizam obnavljanja
kofaktora koji sluze kao izvor vodika u kvascu nije u potpunosti razja$njen. Kvasac je
takoder koriSten 1 u reakcijama koje ukljuuju transformacije ostalih funkcionalnih
skupina. Primjerice, pekarski kvasac je koriSten za redukciju aril-azida u odgovarajuéi
amin za sintezu antibiotika pirol(2,1-c)(1,4)benzodiazepina, a kvasci su takoder koristeni

za redukciju alkena. [7]

Upotrebu mahovine u reakcijama redukcije proucavali su Speicher i suradnici. [8]
Ispitivane su kulture jetrenke (Marchantia polymorpha, M. plicata i Asterella blumeana ) i
plove¢e mahovine (Riccia fluitan) koje su koriStene za redukciju razli¢itih alifatskih i
aromatskih ketona te benzaldehida. Za acetofenon reakcija redukcije bila je umjereno
uspjes$na, dobiven je (S)-1-feniletanol uz enantiomerni visak 34-74 %, a nakon 10 dana

maksimalno iskoriStenje reakcije je bilo 74 %.



2.3.1. Redukcija supstituiranih 2-halogen-1-(4-fenil)-etanona koristenjem gljive
Geotrichum candidum CCT 1205 i kvasca Rhodotorula glutinis CCT 2182

Kiralni halohidrini su vazni i vrijedni intermedijeri u sintezi brojnih kemikalija i
lijekova kao §to su opticki aktivni 1,2-aminoalkoholi. L.C.Fardelone i suradnici [9] su u
svome radu opisali redukciju a-brom i a-kloracetofenona sa supstituentima u p-polozaju uz
dvije vrste mikroorganizama: gljive Geotrichum candidum CCT 1205 i Kkvasce
Rhodotorula glutinis CCT 2182 kako bi dobili oba enantiomera halohidrina koji se mogu
koristiti kao kiralni gradevni elementi u pripremi odgovarajucih 1,2-aminoalkohola. U radu
su KkoriStene ove dvije vrste mikroorganizama zbog njihove djelotvornosti i potpune
enantioselektivnosti daju¢i odgovarajuci (R)- ili (S)-halohidrin uz vrlo visok enantiomerni

visak.

L.C. Fardelone i suradnici [10] su izveli redukciju supstituiranih etanona uz pomo¢ dvije
navedene vrste mikroorganizama (Slika 2). Kao supstituenti koriStene su elektron
akceptorske: -NO,, -Br, -Cl i elektron donorske skupine: -CHs, -OCH3 smjestene na p-

polozaju benzenskog prstena (Tablica 1).

OH

(e}
OH
:? || R2 o R2
/©/VR2 . /©/\/ R. glutinis
« >
R R Ry

1 1

Slika 2. Shematski prikaz redukcije supstituiranih etanona
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Tablica 1. Supstituirani etanoni koriSteni u redukciji

Oznaka etanona Ry R,
la Br Br
1b Cl Br
1c CH; Br
1d OCHjs Br
le NO, Br
1f Br Cl
19 Cl Cl
1h CH3 Cl
1i OCHjs Cl
1j NO;, of

Redukcija p-supstituiranih 2-brom-1-feniletanona ( la-le) i p-supstituiranih 2-klor-1-
feniletanona (1f-1j) koriStenjem kvasca Rhodotorula glutinis CCT 2182 dala je
odgovarajuce halohidrine (R)-konfiguracije. Kada je u redukciji etanona la- 1j koristena
gljiva Geotrichum candidum CCT 1205 dobiveni su halohidrini (S)-konfiguracije.
Rhodotorula glutinis CCT 2182 dala je produkte c¢ija je konfiguracija u skladu s
Prelogovim pravilom [11], dok je obrnut rezultat dobiven koristenjem Geotrichum
candidum CCT 1205.

2.4. Uporaba biljnih sustava za biokatalizu

Prethodno opisani sustavi dobiveni su iz mikrobioloskih izvora (gljive, bakterije 1
kvasac). Manja pozornost dana je uporabi biljaka kao potencijalnih izvora enzima koji
mogu provesti pojedine organske reakcije. Reinhard i Alfermann [12] iznose pregled
biotransformacija provedenih dodavanjem supstrata kulturama biljnih stanica s posebnim
naglaskom na aromatske spojeve, kumarine, alkaloide, terpene i steroide. Broj sustava koji
su bili u mogucnosti provesti odredene biotransformacije nije bio povezan s poznatim

supstratima i izolatima cijele biljke.
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Razvijanje uporabe biljaka za ovakve transformacije rezultiralo je koriStenjem tri sustava
za modifikacije supstrata: stani¢ne kulture, enzima koji potjecu iz biljaka te netaknutih

biljnih materijala.

2.4.1. Staniéne kulture

Prva uporaba kultura biljnih stanica za transformaciju egzogenih metabolita
zabiljezena je u radu Stohsa i Stabe [13] koji su Koristili digitoksin i digitoksigenin i
suspenziju kulture Digitalis. Slijedeci je bio rad Gravesa i Smitha [14] koji su pokazali da
progesteron i pregnenolon mogu, koriStenjem nekoliko biljnih vrsta, sudjelovati u
kemijskim pretvorbama i dati produkte. Prema tome pregnenolon (9) moze dati
progesteron (8) koriStenjem kao Katalizatora biljke crvene pustikare (Digitalis purpurea
L.), zute pustikare (Digitalis lutea L.) i duhana (Nicotiana tabacum) i dalje uz D. lutea

nastaje Sa-pregnan-3,20-dion (10) nakon 7-14 dana.

2.4.1.1. Biotransformacije steroida

Furuya i suradnici [15] su pokazali da progesteron (8) moze dati Sa-pregnanolon-
palmitat koriStenjem stanica duhana (Nicotiana tabacum) i biljke sofore (Sophora
angustifolia) nakon 4 i 5 tjedana.

Pregnenolon moze dati pregnanolon-palmitat i pregnenolon-palmitat. U nastajanju

pregnanolon-palmitata ukljucena su najmanje tri koraka:
1. Regio i stereospecificna redukcija karbonilne skupine na C-3 atomu
2. Stereospecifi¢na redukcija dvostruke veze izmedu polozaja C-4 i C-5
3. Esterifikacija

Hirotani i Furuya [16] nakon ovog rada istrazuju biotransformaciju testosterona i nekih
androgenih derivata koriStenjem stani¢ne kulture N. tabacum. Rezultati su pokazali da
testosteron (11) biotransformacijom daje 9 razli¢itih metabolita, a androst-4-en-3,17-dion
(12) daje 8 metabolita pri ¢emu su ukljucene iste tri reakcije koje su prethodno navedene

uz esterifikaciju palmitinske kiseline ili glikozilaciju.

12



Frakcija Sa-androstan-33,1783-diola i frakcija epiandrosterona se nakon 5 dana smanjila

dok su se frakcije palmitata i glukozida stalno povecavale i nakon 11 dana su stabilizirane.

o)
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Slika 3. Strukture progesterona (8), pregnenolona (9), Sa-pregnan-3,20-diona (10),
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testosterona (11) i androst-4-en-3,17-diona (12).
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2.4.1.2. Biotransformacije terpena

Suga i suradnici [17] su bili prvi koji su istrazivali biotransformaciju jednostavnih
monoterpena kulturama biljnih tkiva. Koristene su stanice duhana (Nicotiana tabacum) s
nizom monoterpena u periodu od 7 dana. Dominantna reakcija bila je regioselektivna

oksidacija E- metilne skupine u hidroksimetilnu skupinu.

Primjerice linalol (13) konverzijom daje 8-hidroksilinalol uz iskoristenje od 16,5 % i
dihidro derivati linalola su odgovaraju¢e metabolizirani uz iskoriStenje od 14,9 %.
Istrazivanje je proSireno koriStenjem iste kulture s tri monociklicna monoterpena, o-
terpineol, trans-f-terpineol i trans-f-terpinil-acetat. Iskoristenja su bila u rasponu od 3,9-
15 % ali su izvedeni neki zanimljivi zakljucci: a-terpineol (14) daje 15% 7-hidroksi-a-
terpineola dok trans-f—terpineol daje 10-hidroksi i 4-hidroksi derivate pokazujuci
stereoselektivnu alilnu oksidaciju na C-4 atomu. Sli¢ni rezultati dobiveni su i za trans-/-

terpinil-acetat.

CHg

HaC CH,

13 14

Slika 4. Strukture monocikli¢kih monoterpenskih alkohola: linalola (13) i a-terpineola (14)

Suga i suradnici [18] su se takoder bavili ispitivanjem oksidacije bicikli¢kih
monoterpenskih alkohola ukljucujué¢i borneol (15), izoborneol (16) i izopinokamfeol (17)
koristenjem suspenzije stani¢ne kulture duhana (Nicotiana tabacum). Proucavane su
razlike izmedu brzina i stupnja oksidacije. Primjerice (+)-borneol nakon 10 dana daje (+)-
kamfor a (-)-izomer je gotovo nepromijenjen. Sli¢na enantioselektivnost primijeéena je za
(-)-izoborneol koji oksidacijom daje (+)-kamfor uz iskoristenje od 100 % te u manjem

opsegu za (-)-izopinokamfeol koji oksidira u (-)-izopinokamfen uz iskoristenje od 44 %.

14



CHj CHy
HO,, HO HO, 4

15 16 17

Slika 5. Strukture bicikli¢kih monoterpenskih alkohola: borneola (15), izoborneola (16) i

izopinokamfeola (17)

2.4.1.3. Biotransformacije aromatskih ketona

Naoshima i Akakabe [19] su 1991. istrazili uporabu imobiliziranih stanica mrkve
(Daucus carota), duhana (Nicotiana tabacum) i gardenije (Gardenia jasminoides ), koje su
bile oblozene kuglicama kalcijeva alginata, u redukcijskoj biotransformaciji 4 aromatska
ketona. Stanice duhana (Nicotiana tabacum) dale su iskoriStenje u rasponu od 6-37 % a
uporaba stanica gardenije (G. jasminoides) dala je iskoriStenje 13-25 %. Imobilizirane
stanice mrkve (Daucus carota) dale su iskoristenje u rasponu 54-70 % s enantiomernim
viskom 89-99 %. Vrijeme inkubacije je variralo u rasponu od 2 do 13 dana za sustav
Daucus carota. Naoshima i suradnici [20] su koriStenjem stanica Daucus carota
imobiliziranih u alginatu proveli reakcije u kojima su razliciti keto-esteri, aromatski ketoni
1 heterociklicki aromatski ketoni prevedeni u odgovaraju¢e sekundarne alkohole s
iskoristenjem od 30-63 % i enantiomernim viskom od 52-99 %. Reakcije su provedene pri
sobnoj temperaturi u trajanju od 5 sati do 6 dana. Acetofenoni s elektronakceptorskim
skupinama reducirani su u vefem stupnju nego acetofenoni s elektrondonorskim
skupinama ili 2-,3- ili 4-acetopiridini. Mehanizam redukcije acetofenona imobiliziranim
stanicama Gardenia jasminoides se sastoji od dva koraka pri ¢emu nastaje iskljucivo (R)-1-
feniletanol. Prvi korak obuhvaca nestereospecificnu redukciju kojom nastaje racemicni
alkohol, ta reakcija je pracena stereoselektivnom oksidacijom S-alkohola i redukcijom u
ponavljaju¢em ciklusu. U daljnjim istraZivanjima uporaba imobiliziranih stanica mrkve
(Daucus carota) u redukciji acetofenona dala je (S)-alkohol s enantiomernim viskom od 99
% a uporaba stanica gardenije (G. jasminoides ) je dala (R)-alkohol s enantiomernim
viskom od 90 %. Imobilizirane stanice duhana (N. tabacum) su dale (S)-alkohol s
enantiomernim viSkom od 88 % i iskoriStenjem reakcije od 50 % nakon 24 dana i jako

slabe oksidacije racemi¢nog alkohola.
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Slika 6. Redukcija acetofenona (18) u (R)-1-feniletanol (19) koriStenjem stanica Gardenia

jasminoides

2.4.2. Enzimi

K.D. Mukherjee [21] iznosi pregled uporabe lipaza dobivenih iz biljaka za
biokataliticku transformaciju lipida osobito triacilglicerol acilhidrolaza koje hidroliziraju
esterske veze tijekom skladiStenja sjemena. Gardner i Grechkin [22] prou¢avaju uporabu
izoenzima lipoksigenaza u modifikaciji prirodnih i sintetickih masnih kiselina koje se
koriste za proizvodnju hidroperoksidnih derivata, pri ¢emu su reakcije regio- |
stereospecificne. O uporabi biljnih sustava (stanice, organi i enzimi) za biokatalizu
raspravljaju i Giri i suradnici. [23] Oni su opisali kljuéne moguce reakcije i strategije koje
ukljucuju kloniranje 1 ekspresiju gena za potrebne enzime. Drugi primjer
stereospecificnosti koja moZze ukazati na veliku razli¢itost supstrata je biosinteza alkaloida
tropana. Utvrdeno je da u biosintezi alkaloida atropina ili skopolamina koji se nalaze u
porodicama Datura, Atropa i Hyoscyamus ketoreduktaza daje a-izomer na polozaju C-3. S
druge strane, u biosintezi kokaina na C-3 atomu nastaje -izomer. Ove reduktaze, tropinon
reduktazu | i tropinon reduktazu II su opsezno proucavali R.J. Robins i suradnici. [24]

Jedan od ovih enzima koristen je za redukciju 3-kinuklidona u odgovarajuéi (R)-alkohol.

2.4.3. Neobradivani biljni materijali

2000. godine Baldassare i suradnici [25], prepoznajuci poteSkoce prilikom upotrebe
stani¢nih sustava, prvi koriste svjeze biljne materijale, bez ikakvog obradivanja, za reakcije
na egzogenim organskim supstratima. Korijen mrkve (Daucus carota) je isjeckan te je
promijesanoj suspenziji dodan supstrat. Omjer supstrata prema biljnom materijalu bio je
1:200. Nakon 50 h racemi¢ni 2-metilcikloheksanon je reduciran u smjesu (1S,2R)- i
(1S,2S)—-2-metilcikloheksanola u omjeru 1:1 s ee >99 % . (Slika 7.)
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Slika 7. Redukcija 2-metilcikloheksanona (20) u (1S,2R)-2-metilcikloheksanol (21) i

(1S,2S)-2-metilcikloheksanol (22) uz pomo¢ mrkve (Daucus carota)

J.S. Sousa i suradnici [26] provode eksperiment koji je usmjeren na ispitivanje sposobnosti
6 vrsta povréa za redukciju acetofenona u kiralni fenil-etanol. KoriSteno povrée bilo je:
patlidzan (Solanum melongena L.) (iskoriStenje 42,1 %), slatka manioka ( Manihot dulcis)
(85,5 %), kasava, manioka, tapioka (Manihot esculenta) (89,3 %), mrkva ( Daucus carota)
(46,3 %), taro (Colocasia esculenta) (55,8 %) i batat ( Ipomoea batatas) (42,6 %). Prema
navedenim podacima iskoristenja vidljivo je da su najveéi prinosi ostvareni koriStenjem
vrsta iz porodice Manihot, stoga su te dvije vrste koriStene u redukciji acetofenona,
benzaldehida, cinamaldehida i furfuraldehida, izvedene pri sobnoj temperaturi u trajanju od
3 dana. IskoriStenja reakcije bila su u rasponu 84-100 % s ee > 94 %. Regioselektivnost je
proucavana na dva derivata cinamaldehida gdje se redukcija odvijala samo na karbonilnoj
skupini. Reakcija je proSirena koristenjem M. esculenta i M. dulcis za alifatske, ciklicke i
a,B- nezasi¢ene ketone te jednostavne derivate karboksilnih kiselina ukljucujuci B-keto
estere, nitrile i amide. Vrlo dobra iskoristenja postignuta su za heksan-3-on (97,5 % ; 96,7
%), ciklopentanon (92,3 % ; 93,4 %) i cikloheksanon (97,3 % ; 91,7). Alkoholi s (S)-
konfiguracijom su dobiveni uz ee od 93-98 %. Puno manja iskoristenja dobivena su za

pulegon i karvon.

2.5. Stereoselektivna redukcija ketona i enona koristenjem biljnih stanica

Hamada i suradnici [27] su ispitivali biotransformaciju razli¢itih karbonilnih
spojeva i njihovih derivata uz uporabu biljnih stanica. Imobilizirane stanice mrkve, duhana
1 gardenije su reducirale karbonilnu skupinu aromatskih ketona u odgovarajuci alkohol.
Karbonil reduktaze, koje kataliziraju redukciju karbonilnih spojeva su od velike vaznosti u

metabolizmu lijekova.
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2.5.1. Biotransformacija 2-pentilciklopentanona stanicama biljke jetrenke
(Marchantia polymorpha)

Stanice biljke jetrenke (M. polymorpha) su inkubirane zajedno sa supstratom na
temperaturi 25°C. Vrijeme reakcije i stereokemijski rezultati prikazani su u Tablici 2.
Koli¢ina 2-pentilciklopentanola (23), koji nastaje redukcijom 2-pentilciklopentanona (24),
se povecavala s vremenom inkubacije, a enantioselektivnost syn- (1S, 2R) i anti-(1S, 2S)

alkohola se takoder poboljsala.

Medutim omjer syn- i anti- alkohola se nije znatno mijenjao. Ovi rezultati pokazuju da
stanice M. polymorpha reduciraju 2-pentilciklopentanon u odgovarajuci alkohol anti-2-
pentilciklopentanol pri ¢emu je pretezno u vecoj koli¢ini nastao alkohol sa (S)-

konfiguracijom. [27]

OH OH

: SN __-CHa O/\/\/CHs
i
@W s M. polymorpha (1S,2R)-23 (1S,25)-23
RS

OH OH
rac-24 G/\/\/CHS é..“\\\\V\/CHS
(1R,285)-23 (1R,2R)-23

Slika 8. Biotransformacija 2-pentilciklopentanona (24) stanicama M. polymorpha

18



Tablica 2. Vrijeme biotransformacije 2-pentilciklopentanona (24) u 2-pentilciklopentanol
(23)

Vrijeme Prinos (%) Syn/Anti ee(%o)
reakcije(h) Syn-(1S,2R)  Anti-(1S,2S)
12 11,5 21/79 26,8 54,9
24 20,0 20/80 32,5 62,9
48 25,1 24/76 34,1 65,2
72 32,3 26/74 80,3 65,1
120 48,3 25/75 86,9 73,3

2.5.2. Biotransformacija 2-pentilciklopent-2-enona (25) stanicama biljke
madagaskarski zimzelen (Catharanthus roseus)

Hamada i suradnici [27] su takoder izveli i hidrogenaciju C=C dvostruke veze.
Kada je redukcija izvedena stanicama biljke jetrenke (Marchantia polymorpha) nije doslo
do hidrogenacije 2-pentilciklopent-2-enona (25) dok je koristenjem stanica biljke
madagaskarski zimzelen (C. roseus) doslo do nastanka (R)-2-pentilciklopentanona (26) s
visokom stereoselektivnoS¢u (Slika 9). Nakon 48 h inkubacije omjer konverzije poslije
hidrogenacije je bio 99 %, a apsolutna konfiguracija na polozaju 2 bila je (R)- uz
enantiomerni viSak od 89 %. U ovoj biotransformaciji nije pronaden produkt reduciranja

karbonilne skupine 2-pentilciklopentanona.
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Slika 9. Hidrogenacija 2-pentilciklopent-2-enona (25) u (R)-2-pentilciklopentanon (26)

stanicama C.roseus

2.6. Asimetri¢na redukcija prokiralnih ketona u kiralne alkohole katalizirana biljnim
kulturama

Opticki cisti lijekovi se obi¢no sintetiziraju iz kiralnih gradevnih elemenata koji se
najc¢es¢e dobivaju kemijskom katalizom ili biokatalizom. Kiralni alkoholi su jedni od
najvaznijih kiralnih gradevnih elemenata za veliki broj kiralnih lijekova zahvaljujuéi
njihovoj jedinstvenoj strukturi. Stereoselektivna redukcija prokiralnih ketona do kiralnih
neracemi¢nih sekundarnih alkohola osnovni je proces u organskoj sintezi i odvija se

uglavnom kemijskim 1 biokatalitickim putem.

Vrlo djelotvorna reakcija za proizvodnju kiralnih alkohola je asimetri¢na redukcija
odgovarajucih prokiralnih ketona. [28] Jedna od metoda asimetri¢ne redukcije prokiralnih
ketona je biokataliza koja ukljucuje izoliranu oksido-reduktazu ili zive organizme. Metoda
je vrlo djelotvorna  zahvaljuju¢i  blagim  reakcijskim uvjetima, ocuvanju
enantioselektivnosti te ekoloSkoj prihvatljivosti. U ovom slucaju cijela stanica je dobra
zamjena izoliranog enzima a kofaktor NAD(P)H 1 njegov regenerirajuci sustav se nalaze
unutar stanice te se na taj nacin izbjegava dodavanje ovog skupog kofaktora. Ovu metodu
koja ukljucuje asimetri¢nu redukciju ketona kataliziranu cijelom stanicom razvijali su K.
Nakamura 1 suradnici [29] pri ¢emu su dobivena dobra iskoristenja i1 visoka

enantioselektivnost.

Prijasnja su istrazivanja bila bazirana uglavnom na primjeni mikrobnih organizama
kao biokatalizatora. Zbog toga je upravo biljna stanica potencijalni biokatalizator buduci

da su oksido-reduktaze i regenerirajuéi sustav kofaktora smjesteni unutar stanice.
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Nazalost, samo je nekoliko istrazivanja bazirano na biotransformacijama kataliziranim
cijelim stanicama. Asimetri¢na redukcija sintetskih prokiralnih ketona katalizirana biljnim
materijalom slabo je istraZzena zbog Cega je istrazivanje vrlo vrijedno kako zbog teorijske
vrijednosti tako i1 zbog prakti¢ne primjene. Regens koji se najc¢esce koristi za redukciju
ketona u alkohol je NaBH,. Ovaj spoj je toksican i zapaljiv te je stoga vrlo opasan za rad.
Uporaba ove $tetne kemikalije se moze izbjeéi koristenjem bioreduktivnih enzima mrkve

za redukciju ketona u alkohol. [28]

2.6.1. Redukcija prokiralnih ketona pomoc¢u mrkve (Daucus carota)

Caron i suradnici [30] su izveli redukciju aromatskih ketona, keto estera i
jednostavnih alifatskih ketona u odgovarajuci alkohol. Najbolji rezultati dobiveni su
koriStenjem spojeva u Kkojima je karbonilna skupina konjugirana s aromatskim i
heteroaromatskim prstenom. (Slika 10) Slijede¢i ketoni nisu reducirani: p-

hidroksiacetofenon, 1-acetonafton, 3-acetilindol, 6-metoksi-1-tetralon i estron.

Cikloheksan-1,3-dioni koji nemaju supstituent na polozaju 2 daju produkte kondenzacije.
Razlog tome je dimerizacija diona s acetaldehidom. Stereokemijski ishod mnogih
bioredukcija ketona moze se predvidjeti pomocu Prelogova pravila [11]. Ovaj empirijski
model je prvotno osmisljen za redukciju ketona s gljivicama Curvularia falcata i
podrazumijeva da stereokemijski ishod ovisi o sterickim zahtjevima supstrata. Na osnovi
Cahn-Ingold-Prelog pravila (CIP-sustav) [11] svrstavaju se skupine vezane na nezasicene
atome prema prioritetnom redoslijedu, te se usporeduju prioritetne skupine na oba
ugljikova atoma. Ako su obje prioritetnije skupine smjeStene s iste strane dvostruke veze
radi se o konfiguraciji Z (njem.zusammen=zajedno), a ukoliko se te skupine nalaze na
suprotnim stranama dvostruke veze radi se o konfiguraciji E (entgegen=nasuprot). Prioritet
se odreduje na temelju atomskog broja atoma koji su neposredno vezani na nezasi¢ene
ugljikove atome. Atomi viSeg atomskog broja imaju vi§i stupanj priorieta.
Enantioselektivnost svih dobivenih spojeva, osim za spojeve 36 i 38, je u skladu s
Prelogovim pravilom [11] (Slika 11). Prisutnost nekoliko kompetitivnih oksidoreduktaza
sa suprotnom stereoselektivnos$éu u biljnim materijalima moze biti razlog ovakvog

stereokemijskog ishoda za navedene supstrate.
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Slika 10. Redukcije aromatskih ketona koristenjem kulture Daucus carota
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Slika 11. Redukcije aromatskih ketona pomocu kulture Daucus carota
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2.7. Redukcija acetofenona koristenjem razli¢itih biljnih vrsta

Biokemijski potencijal biljnih stanica za proizvodnju sekundarnih metabolita kao
Sto su lijekovi, arome, pigmenti 1 agrokemikalije, u vezi s njihovom biotehnoloskom
uporabom, je od znacajne vaznosti. Uzgojene biljne stanice koristene su za transformaciju
vaznih skupina spojeva kao $to su fenil-propanoidi, terpenoidi i alkaloidi. Osim toga,
redukcija aldehida i ketona sekundarnih metabolita pomoc¢u uzgojenih biljnih stanica
odvijala se stereospecificno. Proces biotransformacije pomocu razli¢itih biljnih kultura je
vrlo jednostavan zbog lake dostupnosti biljaka, uporabe vode bez izvora ugljika te ne
dolazi do formiranja emulzije zbog Cega se reakcija lako dovodi do kraja. Ovakva
biotransformacija uz biljne stanice moze zamijeniti redukciju koja se odvijala uz uporabu
pekarskog kvasca. Yang i suradnici [28] su izveli asimetri¢nu redukciju prokiralnih ketona
pri ¢emu su dobili Kiralne alkohole. Najées¢e koristeni supstrat u reakcijama redukcije
ketona je acetofenon. Rezultati asimetricne redukcije acetofenona razli¢itim biljnim
kulturama prikazani su u Tablici 3. Asimetriécnom redukcijom kataliziranom biljnim

vrstama dobiven je 1-feniletanol u (R)- i (S)- konfiguraciji.

Najbolji rezultati postignuti su koristenjem mrkve (Daucus carota) i krumpira (Solanum
tuberosum). Produkt reakcije katalizirane mrkvom je u (S)-konfiguraciji §to je u skladu s
Prelogovim pravilom. [11] Suprotno tome, produkt reakcije katalizirane krumpirom je u

(R)-konfiguraciji $to se protivi Prelogovom pravilu.
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Tablica 3. Asimetri¢na redukcija acetofenona (1) u 1-feniletanol (2) katalizirana razli¢itim

biljnim vrstama

Biljne vrste 50h 100h Konfiguracija
Prinos(%) Ee(%) Prinos(%) Ee (%)
) (2) (2) )
1. Jabuka (Malus 38,7+2,1 82,5+2,5 40,9+1,5 81,5+2,7 R
pumila)
2. Mrkva (Daucus 78,4+2.6 95,0£2,9 79,2+2.0 96,4+1,9 S
carota)
3. Krastavac (Cucumis 50,5+1,5 75,2+3,1 55,8+1,8 75,84+3,2 S
sativus)
4. Luk (Allium cepa) 52,7+1,8 742+£2.6  54,3+1.4 73,8429 S
5. Krumpir ( Solanum 28,0+2.3 93,7+£2,8 51,4422 92,1+3,4 R
tuberosum)
6. Rotkvica (Raphanus  71,9+1,7 70,6+£3,8  82,3+2.5 72,84+2.8 S
sativus)
7. Batat (Ipomoea 42, 5+2 .4 80,0+£3,4 43,5+1,9 80,2+2,9 R
batatas)

2.7.1. Redukcija acetofenona pomo¢u mrkve (Daucus carota)

Caron i suradnici [30] su takoder izveli redukciju acetofenona pri ¢emu su Koristili
samo enzime mrkve (Daucus carota). Eksperiment je izveden u sterilnim uvjetima da bi se
eliminirala redukcija kontaminiranim mikroorganizmima. Produkt je lako dobiven

filtracijom biljnog materijala i ekstrakcijom s etil-acetatom.

Ponovna uporaba koriStenog biljnog materijala dovela je takoder do redukcije acetofenona
i nakon Sest uzastopnih pokusaja redukcije pri cemu je opet dobiven 1-feniletanol u istom
visokom prinosu S§to znaci da je biokatalizator zadrzao svoju aktivnost. Nasuprot tome,
nekoriSteni biljni materijal je izgubio svoju aktivnost nakon jedne reakcije redukcije.
Redukcije koje se odvijaju pomocu cijelih stanica obi¢no zahtijevaju visoki omjer

biokatalizatora u odnosu na supstrat.

24



Prisutnost nekoliko kompetitivnih oksidoreduktaza sa suprotnom stereoselektivnoséu u
biljnom tkivu moze biti uzrok stereokemijskog ishoda s odredenim supstratima. Rezultati
istrazivanja su pokazali da je redukcijom acetofenona nastao (S)-fenil etanol u visokom

prinosu (96 %) te izvrsnom enantiomernom visku ( >98 %). [30]

2.7.2. Redukcija acetofenona pomoéu mrkve (Daucus carota), komoraca (Foeniculum
vulgare) i tikvica (Cucurbita pepo)

R. Bruni i suradnici [31] su proveli redukciju acetofenona uz pomo¢ tri razlicite
biljne kulture: mrkve (Daucus carota), komorac¢a (Foeniculum vulgare) i tikvica
(Cucurbita pepo). Rezultati su prikazani u Tablici 4. Mrkva (Daucus carota) je nakon 3
dana reducirala prokiralni keton (acetofenon) (18) u ¢isti (S)-feniletanol (19) uz ee 100 %.
Losiji rezultati dobiveni su koriStenjem komoraca (Foeniculum vulgare) i tikvica

(Cucurbita pepo) iako je u oba slu¢aja enantiomerni visak iznosio 100 %.

Druge koriStene biljke bile su: patlidzan (Solanum melongena), krastavac (Cucumis
sativus), bijeli i crveni luk (Allium cepa), ¢esnjak (Allium sativum) i rotkvica (Raphanus
sativus). No, uporaba navedenih biljaka nije reducirala acetofenon niti nakon 5 dana

inkubacije.

I 2"
CHs Redukcija CHa
>
18 19

Slika 12. Redukcija acetofenona (18) u (S)-feniletanol (19)
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Tablica 4. Redukcija acetofenona koristenjem navedenih biljnih vrsta

Biljke Vrijeme (dani) (S)-feniletanol
Prinos (%) Ee (%)
Mrkva (Daucus carota) 3 100 100 (S)
Komora¢ (Foeniculum 3 37 100 (S)
vulgare)
Tikvice (Cucurbita pepo) 3 10 100 (S)

2.8. Hidroliza 1-acetoksi-2-metilcikloheksena

R. Bruni i suradnici [31] su proveli hidrolizu 1-acetoksi-2-metilcikloheksena uz
uporabu razli¢itih biljaka. Sve koriStene biljke su kroz nekoliko sati dale 2-
metilcikloheksanon hidrolizom 1-acetoksi-2-metilcikloheksena uz veliki prinos. Krastavac,
banana (Passiflora tarminiana), bijeli i crveni luk, ¢eSnjak i rotkvica su dali (S)-2-
metilcikloheksanon uz enantiomerni viSak od 33-44 % za 8-24 h dok su komorag¢, tikvice i
patlidzan dali isti produkt, ali uz puno manji enantiomerni visak (3-17 %). S druge strane
neke vrste kao npr. mrkva, tropska jabuka (Annona cherimola), divlji krastavac
(Cyclanthera pedata) i marakuja (Passiflora quadrangularis) su nakon hidrolize 1-
acetoksi-2-metilcikloheksena u 2-metilcikloheksanon reducirali 2-metilcikloheksanon u
homokiralni trans ili cis alkohol. (Slikal3). Nakon dva sata inkubacije, mrkva je u
potpunosti hidrolizirala 1-acetoksi-2-metilcikloheksen u (S)-2-metilcikloheksanon uz
prinos od 89 % i ee 45 %, pri cemu je nastala i mala koli¢ina trans-alkohola (5 %).
Redukcija se nastavila i nakon 24 h nastao je 1S,2S-trans-2-metilcikloheksanol (prinos 75
%, ee 100 %) uz cis-alkohol (11 %) a ostatak (14 %) sacinjavao je dCisti (R)-2-
metilcikloheksanon (ee 100 %). [31]
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Slika 13. Hidroliza 1-acetoksi-2-metil-cikloheksena (39) u 2-metilcikloheksanon (40) i
njegova redukcija u metilcikloheksanol (41)

2.9. Redukcija aromatskih ketona s halogenom i -ketoestera

Enantiomeri aromatskih alkohola s halogenom su jedni od najvaznijih kiralnih
gradevnih elemenata mnogih lijekova kao Sto su L-klorprenalin, R-tomoksetin, S-
fluoksetin, R-salbutamol i R-denopamin. Ovi kiralni alkoholi se mogu sintetizirati
asimetricnom redukcijom odgovarajuceg prokiralnog aromatskog ketona s halogenom. Za
istrazivanje asimetri¢ne redukcije aromatskih ketona s halogenom, katalizirane biljnim
vrstama, Yang i suradnici [28] su kao model uzeli 4'-kloracetofenon budué¢i da on
posjeduje karakteristike navedenih skupina ketona, dok su za istrazivanje redukcije B-

ketoestera kao model izabrali etil-4-kloracetoacetat.

2.9.1. Redukcija 4'-kloracetofenona

Produkti redukcije 4'-kloracetofenona su R- ili S-1-(4-klorfenil)etanol koji su
klju¢ni meduprodukti u sintezi mnogih kiralnih lijekova. Rezultati redukcije su prikazani u

Tablici 5, te su sliéni rezultatima redukcije acetofenona katalizirane istim biljnim vrstama.

Stovise, za vecinu biljnih vrsta vrijednosti enantiomernog viska i iskoriStenja reakcije su

>90 % 1>50 %, Sto je vise nego za redukciju acetofenona.

Te vrijednosti enantiomernog viska 1 iskoriStenja reakcije upucuju na to da su aromatski
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Veza klora i ugljika fenilne skupine povecava razliku u elektronegativnosti izmedu dvije
skupine koje se nalaze na dvije strane karbonilne skupine S$to poboljSava

enantioselektivnost ove reakcije. [28]

Tablica 5. Asimetri¢na redukcija 4'-kloracetofenona (3) u 1-(4-klorfenil)etanol (4) pomoéu

razlic¢itih biljnih vrsta

Biljne vrste 50h 100h Konfiguracija
Prinos(%) Ee (%) Prinos(%) Ee(%)
(4) (4) (4) (4)
1. Jabuka (Malus 59,2+1,2 92,4+1,6 65,2+1,9 93,1+1,9 R
pumila)
2. Mrkva (Daucus 41,7+1,6 99,0+0,8 42,6+1,1 98,2+1,7 S
carota)
3. Krastavac(Cucumis 70,4+1,3 94,1+1,6 72,4+2.0 93,1+1,8 S
sativus)
4. Luk (Alliumcepa) 57,7+2,0 89,0+1,8 74,5+£2,6 90,0+2,9 S
5. Krumpir ( Solanum 50,1+1,7 99,1+0,9 62,6+1,9 98.,6+1,4 R
tuberosum)
6. Rotkvica 55,1+1,8 89,2+£2,6 72,4421 90,24+2,1 S
(Raphanus sativus)
7. Batat (Ipomoea 53,1+1,9 93,6+1,2 53,1+2,4 93,0+1,8 R
batatas)
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2.9.2. Redukcija etil-4-kloracetoacetata

hidroksibutanoat (6) koriStenjem razli¢itih biljnih vrsta

usporedivi sa onima dobivenim u toj istoj reakciji kataliziranoj mikrobima. [28]

Tablica 6. Asimetri¢na redukcija etil- 4-kloracetoacetata (5) u etil(-)-4-klor-3-

Redukcijom etil-4-kloracetoacetata nastaje etil-(S)-(-)-4-klor-3-hidroksibutanoat.
Iskoristenja reakcije i enantioselektivnost reakcije prikazani su u Tablici 6. Najbolji
rezultati dobiveni su kada se kao biokatalizator koristila mrkva (Daucus carota). Rezultati
pokazuju da je u svim reakcijama, osim u reakciji u kojoj je kao biokatalizator koristen luk
(Allium cepa) dobiven produkt S-konfiguracije. Vrijednosti iskoristenja reakcije i

enantiomernog viska nisu tako dobre kao za redukciju aromatskih ketona, ali su rezultati

Biljne vrste

Jabuka (M.

pumila)

Mrkva (D.

carota)

Krastavac (C.

sativus)

Luk (A. cepa)

Krumpir
(S.tuberosum)

Rotkvica

(R.sativus)

Batat (l.batatas)

50h

Prinos(%)

(6)
25,4+2.6

39,6+2,3

35£2,9

48,8+2,1

24,6434

21,043,6

36,0+2,7

Ee (%)

(6)
85,3+2,1

90,1+2,2

75,3+2,9

70,6+3,6

58,4+2.4

68,7+2,9

82,443,6

100h

Prinos(%)

(6)
28,442,8

45,5+2,2

37,7£2,7

56,0+£3.4

29,6+2.,9

31,243,1

46,7+£2,4

Ee (%)

(6)
88,343,6

91,0+2,1

73,3£2,9

76,6+3,4

60,4+3,2

65,7+2,7

80,4+3,3

Konfiguracija
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2.10. Sinteza 1-(benzofuran-2-il)-etanola

1-(benzofuran-2-il)-etanol se moze sintetizirati iz salicilaldehida aldolnom

kondenzacijom te biotransformacijom uz pomo¢ enzima mrkve ili pekarskog kvasca. [32]

2.10.1. Sinteza 1-(benzofuran-2-il)-etanola iz salicilaldehida aldolnom kondenzacijom

Salicilaldehid se najprije prevodi u keton aldolnom kondenzacijom koristenjem

jake baze, kalijeva hidroksida, (KOH) u etanolu. Nakon toga dodaje se kloraceton te se

dobiva 1-(benzofuran-2-il)-etanon koji ¢e biti reduciran u 1-(benzofuran-2-il)-etanol.

Sinteza se odvija prema mehanizmu prikazanom na slici 14. [32]

Slika 14. Mehanizam sinteze 1-(benzofuran-2-il)-etanola iz salicilaldehida aldolnom

kondenzacijom

Opcenito, u aldolnoj kondenzaciji molekule koje sadrze karbonilnu skupinu

mijenjaju se u molekule koje sadrze aldehid i neku drugu funkcionalnu skupinu kao §to je

karbonilna skupina, alkoholna itd. Najprije se odvija reakcija eliminacije koriStenjem jake

baze te se stvara enolatni ion. Ovaj meduprodukt moze sudjelovati u brojnim reakcijama; u

ovom eksperimentu formiranom prstenu dodan je ester. Zbog stabilnije konfiguracije, u

molekuli dolazi do pregradivanja te uz dodavanje vode nastaje keton. [32]
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2.10.2. Redukcija 1-(benzofuran-2-il)-etanona koristenjem enzima mrkve

Budu¢i da aktivnost enzima ovisi o dodirnoj povrsini enzima i reaktanta, veli¢ina
povrsine mrkve bi trebala utjecati na koli¢inu nastalog produkta. Prema tome postavljena
je hipoteza da povecavanjem povrSine mrkve, sjeckanjem, raste koli¢ina nastalog 1-
(benzofuran-2-il)-etanola. U ovome eksperimentu koriStene su tri varijacije mrkve: cijela
mrkva, sjeckana i ribana mrkva te su dobiveni rezultati usporedeni s rezultatima dobivenim

koristenjem NaBH, kao reducensa. [32]
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Slika 15. Mehanizam biotransformacije 1-(benzofuran-2-il)-etanona u 1-(benzofuran-2-il)-

etanol koristenjem enzima mrkve

Kada su za redukciju 1-(benzofuran-2-il) etanona koriStene ribane i sjeckane mrkve
dobiven je 1-(benzofuran-2-il)-etanol. Kada su za biotransformaciju koristene cijele mrkve
dobiveno je iskoristenje od 27 % S$to je puno manje nego kada su u biotransformaciji
koristene sjeckane i ribane mrkve. To moze biti povezano s nedostatkom povrsine izloZene
otopini, naroCito kada se usporedi s ribanim i1 sjeckanim mrkvama koje imaju veliku

dodirnu povrsinu s vodom i meduproduktom reakcije, 1-(benzofuran-2-il)-etanonom. [32]

Usporedeni su rezultati dobiveni koristenjem sjeckane mrkve s rezultatima dobivenim
koriStenjem ribane mrkve. Sjeckane mrkve dale su vece iskoriStenje reakcije. Razlog tome
je to $to kada su mrkve ribane dolazi do lomljenja stanica mrkve $to smanjuje njihovu
reduciraju¢u mo¢ prilikom biotransformacije. Drugi razlog je to Sto otopina koja sadrzi
sjeckane mrkve omogucava puno bolji kontakt meduprodukta i usitnjene mrkve te

omogucuje puno bolje mijesanje otopine. [32]
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3. Zakljucak

U ovome radu opisana je uporaba razli¢itih biljaka za dobivanje alkohola iz spojeva
s karbonilnom skupinom. Takve biotransformacije, koje ukljucuju primjenu nacela zelene

kemije, su se pokazale kao dostojna zamjena konvencionalnim kemijskim procesima.

Takoder, opisana je i uporaba mikroorganizama u redukciji spojeva s karbonilnom
skupinom $to su ujedno 1 prve izvedene biotransformacije. Primjerice, opisana je uporaba
bakterija Rhodococcus ruber u transformaciji diola u kiralne keto alkohole, te u redukciji

a,B-nezasicenih ketona u alilne alkohole.

Opisana je i uporaba mahovine u reakcijama redukcije kao i uporaba kultura Geotrichum

candidum u redukciji supstituiranih etanona.

Osim navedenih reakcija u radu je opisana i reakcija redukcije spojeva s karbonilnom

skupinom pomocu pekarskog kvasca, sto je ujedno i najéesce izvodena reakcija.

Brojni znanstvenici su proveli redukciju acetofenona koristenjem razli¢itog povréa. U
istrazivanjima koja su proveli R. Bruni i suradnici [31] kao reducensi koriStene su vrste
povréa kao npr. mrkva, komorac, tikvice, patlidzan, luk, krumpir, krastavac itd. Opisana je
i redukcija acetofenona u 1-feniletanol koju provode i Yang i suradnici [28] pomoéu
enzima mrkve a uz nju koriste i druge vrste povréa kao npr. batat, luk, krastavac, rotkvicu
itd. Uporabu mrkve, Daucus carota, u redukciji acetofenona opisali su i Caron i suradnici.
[30] Rezultati svih provedenih istrazivanja navedenih znanstvenika pokazali su da kulture
Daucus carota reduciraju ketone uz najvece iskoriStenje reakcije te visok enantiomerni
visak. Na kraju rada prikazano je istraZivanje koje provode Blanchard 1 Weghe [32] u

kojemu je opisana redukcija 1-(benzofuran-2-il)-etanona koristenjem enzima mrkve.

Rezultati su pokazali da enzimi mrkve daju odgovarajuci alkohol, 1-(benzofuran-2-il)-
etanol, u vrlo dobrom prinosu te da koli¢ina nastalog produkta ovisi takoder i o dodirnoj

povrsini enzima i reaktanta.

Prema tome najbolje iskoriStenje reakcije dobiveno je koristenjem usitnjene mrkve dok su

neusitnjene mrkve reducirale alkohol uz puno manje iskoristenje reakcije.
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Takoder, rezultati su pokazali da pretjeranim usitnjavanjem uzorka mrkve dolazi do
lomljenja stanica mrkve S$to smanjuje njihovu reduciraju¢u mo¢, prema tome kada su
koristene ribane mrkve dobiveno je manje iskoriStenje nego prilikom koriStenja nasjeckane

mrkve.

Sva opisana istrazivanja su provedena u ekoloSki prihvatljivim uvjetima. Jo$ jedna
prednost biotransformacije je to da se redukcija ketona i aldehida pomocu biljnih kultura
odvija stereospecificno. Rezultati su pokazali da su prokiralni ketoni reducirani uz dobru
enantioselektivnost u rasponu enantiomernog viska od 70-100 %. lako su u mnogim
navedenim istrazivanjima dobiveni prihvatljivi rezultati prilikom izvodenja opisanih
eksperimenata postoje i veliki problemi koji su navedeni i na samom pocetku rada. To su
primjerice: pronalazak odgovarajuceg zelenog otapala, nedovoljna istrazenost utjecaja
koriStenih prirodnih izvora te nemoguénost nastanka Zeljenog produkta. Takoder, mnogi
spojevi imaju razli¢ite opticke varijacije te su bioloski i kemijski upotrebljivi samo u
odredenom stereospecificnom obliku, prema tome za njihovu wuporabu je vazna
selektivnost reakcije tj. ako neki prirodni izvor ne moze dati to¢no odredeni spoj zapravo je
neupotrebljiv. Za vecéinu svijeta biokatalizatori jo$ uvijek nisu opcija zbog njihove visoke
cijene i problema prilikom njihova uvoza. Zelena kemija je novije podrucje i jo§ uvijek
nedovoljno istrazeno stoga potpuna uporaba reagensa koji su ekoloSki prihvatljivi te

izbacivanje toksi¢nih i Stetnih reagensa iz uporabe u sintezama joS uvijek nije moguce.
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