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ТИ.СОКОЛЬЧИК, Г.ВЕСШАМБРЭ, П.БЭСС, В.Н.ЛЕОНТЬЕВ

ДИАСТЕРЕОСПЕЦИФИЧЕСКИЙ МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЙ 
СИНТЕЗ а-ХЛОРГИДРИНОВ

Stereochemistry of 5-chlornonanone-4 and 4-chloroctanone-3 reduction by fungi Mortierella isabellina 
and yeast Saccharomyces cerevisiae was investigated. The optically pure diastereomers of corresponded 
а -chlorhydrines with S-configuration of carrying OH-group carbon atom was received as a result.

а-Галогенгидрины широко применяются в органическом синтезе главным 
образом в качестве удобных реагентов для получения через оксираны оптически 
активных диолов, амино-, тио-, азидоспиртов, многие из которых обладают 
биологической активностью и могут быть использованы для производства 
лекарственных препаратов, инсектицидов и др. [1]. Химические методы, за 
исключением восстановления а-галогенкетонов асимметрическими агентами [2], 
не позволяют получать хиральные а-галогенгидрины с высокой энантиомерной 
чистотой. Вместе с тем известно, что биохимические реакции, происходящие в 
живых клетках и катализируемые ферментами, отличаются высокой стерео­
селективностью [3]. Поэтому биотрансформация начинает успешно конкурировать 
с химическим синтезом. Причем изучаются как чистые ферменты [4], так и 
ферментные системы дрожжей [5], бактерий и грибов [6,7]. Восстановление 
а-галогенгидринов могут катализировать различные оксидоредуктазы, в частно­
сти в работах [4,8] описано восстановление алифатических и ароматических 
а-галогенкетонов лактатдегидрогеназой (КФ 1.1.1.27) и алкогольдегйдрогеназой 
(КФ 1.1.1.1), выделенными из разных источников. Однако в литературе отсут­
ствуют сведения о микробиологическом восстановлении 5-хлорнонанона-4 и 
4-хлороктанона-З. В связи с этим представлялось целесообразным исследовать 
восстановление каждого из этиха-хлоркетонов несколькими различными микро­
организмами и провести сравнительный анализ стереохимии образующихся 
а-хпоргидринов.

Материал и методика

Были использованы штамм мицелиального гриба Mortierelia isabellina NRRL 
1757 и коммерческий препарат лиофилизированных пекарских дрожжей 
Saccharomyces cerevisiae. Штамм М.isabellina выращивали на среде следующего 
состава (г/л): 5 -  дрожжевой экстракт (DIFCO), 5 -  экстракт сои (ROQUETTE), 
4 -  глюкоза, 5 -  NaCI, 5 -  КН2РО4, дистиллированная вода. Клетки М.isabellina 
культивировали в условиях аэрации при 27°С в течение 48 ч.

Условия биоконверсии: предварительно выращенные на питательной среде 
указанного состава и тщательно отмытые физиологическим раствором (0,8% 
NaCI) от ростовой среды клетки микроорганизма периодически культивировали 
при 27°С с аэрацией в течение 6, 24 и 48 ч на воде с хлоркетоном (1 г/л).
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Концентрация сырой биомассы составляла 100 г/л. Затем клетки отделяли 
фильтрованием или центрифугированием. Супернатант экстрагировали диэти- 
ловым эфиром в течение 24 ч, эфирную фазу высушивали MgSO4, а эфир 
выпаривали под вакуумом.

В случае применения S.cerevisiae биоконверсию осуществляли с использо­
ванием 1 г лиофилизированных дрожжей на 50 мл воды.

а-Хлоркетоны (5-хлорнонанон-4 и 4-хпороктанон-З) синтезировали по методу 
[9] в виде рацемической смеси.

Степень конверсии а-хпоркетонов определяли методом ПЖХ с пламенно­
ионизационным детектором на капиллярной колонке размером 0,32 мм х 50 м с 
неподвижной фазой Carbowax 20М.

Диастереомеры хпоргидринов выделяли хроматографией на силикагеле в 
колонке размером 1 хЮО см в системе пентан/диэтиловый эфир (95/5).

Энантиомерную чистоту каждого диастереомера рассчитывали на основании 
ГЖХ на капиллярной колонке размером 0,32 мм х 25 м с хиральной неподвижной 
фазой Lipodex Е.

Конфигурацию хиральных центров устанавливали на основании анализа 
ПМР спектров, которые регистрировали на приборе BRUKER AC 400 с рабочей 
частотой 400 МГц.

Удельное вращение [a]D25 продуктов микробиологического восстановления 
определяли поляриметрически (JASCO DIP 370, А=589 нм) в хлороформе.

Результаты и их обсуждение
Выбор указанных микроорганизмов обусловлен результатами, полученными 

сотрудниками Лаборатории биоорганической химии химического факультета 
Университета г.Клермон-Феррана (Франция) в процессе изучения микробиологи­
ческого восстановления различных моно- и а- и (З-дикарбонильных соединений 
[6,10,11].

С целью определения наилучших условий образования а-хлоргидрина (1) 
сначала с каждым микроорганизмом проводили кинетические исследования 
(время инкубирования 6, 24 и 48 ч), определяя степень конверсии а-хлоркетона 
в хпоргидрин по данным ГЖХ.

О ОН
11 микроорганизмы |

R-C-CH-R' --------------------- 5- R-CH-CH-R',
I I

Cl Cl
где R= C2H5 или C3H7, R -  C4Hg.

В результате время реакции биоконверсии с учетом наибольшей трансфор­
мации хлоркетона и наименьшей метаболизации образующихся хпоргидринов 
составляло для S.cerevisiae 48 ч при использовании 5-хлорнонанона-4 и 24 ч 
при использовании 4-хлороктанона-З, для M.isabellina - 6 ч  при использовании 
обоих субстратов.

Данные ПМР спектров диастереомеров 4-хлорокганола-З и 5-хлорнонанола-4, 
полученных нами путем микробиологического восстановления соответствующих 
а-хлоркетонов и выделенных с помощью жидкостной колоночной хроматографии, 
представлены в табл.1.

Как видно, сш-изомеры имеют меньшие химические сдвиги протонов у ато­
мов углерода хлоргидринного фрагмента молекулы, что согласуется с данными 
литературы [12].

В табл.2 представлены количественные исследования по стереохимии микро­
биологического восстановления алифатических a -хпоркетонов.

Из имеющихся в литературе сведений [13], данных табл.1 и сравнения знака 
удельного вращения диастереомеров хпоргидринов следует, что син- изомеры 
конфигурации (S1S) имеют отрицательное удельное вращение, анти-изомеры 
конфигурации (S1R) -  положительное удельное вращение при условии восста­
новления каждого субстрата одним и тем же микроорганизмом.
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Т а б л и ц а  1
Данные ПМР спектров а-хпоргидринов, 

полученных микробиологическим восстановлением

Структура а-хлоргидрина Диастереомеры Спекгральные характеристики 6: м.д. (CDCb) 
(мультиплетность. интегральная интенсивность)

ОН

\  / X  / X  / X

CUH- 0,90 (т, J=7 Гц, ЗН); 0,95 (t,J=7 Гц, ЗН);1,25-1,65 (м,Зх2Н); 
1,75-1,80 (м,2Н); 2,38 (с, 1Н);
3,50-3,55 (м,1 Н); 3,86-3,92 (м,1 Н)

V  у  V  \ анти- 0,90 (t,J=7 Гц,ЗН); 1,00 (t,J=7 Гц.ЗН); 1,30-1,70 (м,Зх2Н);
<
Cl

1,70-1,80 (м,2Н); 3,62-3,70 (м,1 Н); 
3,98-4,05 (м,1Н)

он

/ \  / X  / х  / X
CUH- 0,85-0,95 (м,2хЗН); 1,25-1,40 (м,4х2Н); 1,80-1,95 (м,2Н); 

3,55-3,60 (м, 1Н); 3,85-3,92 (м,1 Н)

анти- 0,85-1,00 (м,2хЗН); 1,30-1,85 (м,5х2Н);
Cl 3,70-3,80 (м,1 Н); 4,00-4,05 (м,1 Н)

П р и м е ч а н и е м  -  синтез т -  триплет, м -  мультиплет.

Т а б л и ц а  2

Сравнительные данные стереохимии микробиологического восстановления

Абсолютная конфигурация полученных нами хпоргидринов была установ­
лена на основании сравнения с конфигурацией родственных соединений, обра­
зующихся при помощи одного и того же микроорганизма (S.cerevisiae) [13], в 
соответствии с правилом Кана-Ингольда-Прелога.

Все полученные нами диастереомеры хпоргидринов имеют S-конфигурацию 
атома углерода, связанного с гидроксильной группой, хотя известна возможность 
образования хпоргидринов с R-конфигурацией данного атома углерода [14].

Низкие выходы полученных диастереомеров, в особенности в случае исполь­
зования M.isabellina, на наш взгляд, можно объяснить достаточно высокой 
скоростью их метаболизации. Причем для M.isabellina наблюдается также и 
низкая энантиоселективность.
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Таким образом, независимо от конфигурации атома углерода, несущего 
хлор, восстановление карбонильной группы у обоих исходных а-хлоркетонов 
происходит стереоселективно, причем оба микроорганизма образуют хлоргид- 
рины с S-конфигурацией атома углерода, связанного с гидроксильной группой. 
Такое направление восстановления является, вероятно, специфическим свой­
ством ферментных систем выбранных микроорганизмов.
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