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ZADANIE 4B
(S)- 3-FENYLO-3-HYDROKSYPROPANIAN ETYLU
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Celem ¢wiczenia jest uzyskanie optycznie czynnego hydroksyestru w wyniku enzymatycznej
redukcji ketoestru z uzyciem drozdzy Saccharomyces cerevisiae.

B-Hydroksyestry o wysokiej czysto$ci enancjomerycznej sg waznymi blokami budulcowymi w
syntezie zwigzkéw biologicznie aktywnych, np. popularnego leku antydepresyjnego o nazwie handlowe;j
Prozac. Zwiazki te otrzyma¢ mozna w reakcjach redukcji chemicznej lub mikrobiologicznej
odpowiednich B-ketoestrow. Do redukcji mikrobiologicznej wykorzysta¢ mozna m.in. szczep drozdzy
piekarskich Saccharomyces cerevisiae. Zaletami takiej redukcji s3: a) wysoka chemo-, regio- oraz
stereoselektywnos¢, b) wysoka wydajnosé, ¢) fagodne warunki reakcji (temperatura pokojowa, ci$nienie
atmosferyczne, $rodowisko wodne), d) eliminacja niebezpiecznych mediatorow, np. zwigzkow metali
ciezkich, e) mozliwos¢ wielokrotnego uzycia regenerowanego enzymu.

Reakcje z uzyciem mikroorganizméw nie pozbawione sg tez wad: a) czesto wykazuja si¢ niska
produktywnoscia objetosciowa (tj. stosunkiem ilosci produktu do objetosci reaktora), b) wymagaja
zmudnej 1 czasochlonnej obrobki mieszaniny poreakcyjnej, ktora nierzadko ma duza objetosé, c)
wymagaja podjecia wielu prob by skorelowaé warunki reakcji z odpowiednim enzymem.

Stereoselektywna redukcje zwigzkéw zawierajagcych karbonylowy atom wegla katalizuja enzymy
o nazwie reduktazy i dehydrogenazy. Do redukcji niezbedna jest rowniez obecno$¢ koenzymoéw NADH
lub NADPH pehigcych role donorow anionow wodorkowych. Istotnym elementem redukcji
enzymatycznej jest ciggla regeneracja koenzymoéw (z powodu wysokiej ceny nie stosuje si¢ ich w
ilosciach stechiometrycznych) za pomoca innych obecnych w mieszaninie zwigzkow, dostarczajacych
anioné6w wodorkowych, umozliwiajacych odtworzenie czasteczek koenzymu i kontynuowanie pozadanej
reakcji. Poniewaz komorki drozdzy zawieraja réwniez enzymy prowadzace do otrzymania niepozadanych
produktow, czesto stosowane sg dodatki zwigzkéw powodujace inhibicje lub denaturacje ,,niepotrzebnych

enzymow” (np. bromooctan etylu).
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Odczynniki:

benzoilooctan etylu s 0,20 g sacharoza s 30g

drozdze suche® 14 ¢ octan etylu P ok. 400 ml (do ekstrakcji i do chromatografii kolumnowey)
dimetylosulfotlenekP 2 ml dichlorometan® 250 ml (do chromatografii kolumnowey)

bromooctan etylu P0,65 g MgSO,4 bezw.

5. dostepne w szdfie; b, dostepne pod dygestorium; P, pobrac z przygotowalni;

Zastosowany benzoilooctan etylu powinien by¢ starannie oczyszczony, np. przez destylacje
prézniowa z uzyciem kolumny Vigreux, ewentualne zanieczyszczenia bardzo utrudniajg identyfikacje
frakcji w chromatografii kolumnowe;.

W kolbie stozkowej (ew. kulistej) o pojemnosci 250 cm’® umieszeza sie kolejno: 150 ml wody,
drozdze, sacharoz¢ oraz bromooctan etylu. Po 30 minutach intensywnego mieszania dodaje si¢
benzoilooctan etylu rozpuszczony w DMSO. Mieszanie kontynuuje si¢ przez 48 godzin w temperaturze
pokojowej.! Po tym czasie odsacza sic drozdze na duzym, szklanym lejku ze spickiem G4,> warstwe
drozdzy przemywa 20 cm’ octanu etylu, a warstwe wodna ekstrahuje si¢ trzema porcjami (po 100 cm’)
octanu etylu. Polagczone warstwy organiczne suszy si¢ nad bezwodnym siarczanem magnezu. Po
odsaczeniu $rodka suszacego i oddestylowaniu rozpuszczalnika,® oleista pozostatosé poddaje sie
chromatografii kolumnowej, stosujac jako eluent dichlorometan, a po usunigciu substratu 10% roztwor
octanu etylu w dichlorometanie. Postgp chromatografii nalezy sprawdzaé¢ za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej, stosujac jako eluent 10% roztwér octanu etylu w dichlorometanie.* Po
oddestylowaniu eluenta i wysuszeniu bladozottej, gestej, cieczy nalezy wykonac i zinterpretowaé widmo
IR, dokona¢ pomiaru skrecalnosci wilasciwej, a w miar¢ mozliwosci wykona¢ widma magnetycznego

rezonansu jadrowego.
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UWAGI | ZAGOSPODAROWANIE ODPADOW

! Najlepsze efekty w temperaturze powyzej 24° C. Mieszanina reakcyjna pozostawiona na dtuiszy czas
moze zaples$niec.

Odsaczanie drozdzy moze trwaé nawet 5 godzin, nalezy zastosowac tak duzy lejek, aby pomiescit
CALA mieszanine, a w tym czasie zaplanowac inne prace.

Octan etylu nalezy oddestylowaé na wyparce do czystego odbieralnika i umiesci¢ w pojemniku
oznakowanym "Zlewki octanu etylu".

Wartosci R¢ dla substratu 0,6-0,7, dla produktu 0,2-0,3. Redukcja grupy karbonylowej sprzezonej z
pierscieniem aromatycznym powoduje znaczny spadek intensywnosci plamki produktu w swietle
UV. Lepsze wyniki daje jej detekcja za pomoca par jodu (kilka krysztatkow jodu wymieszanych z

jednocentymetrowg warstwg zelu krzemionkowego w zamknietym naczynku.
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