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Summary

This paper deals with the use of microorganisms for the synthesis of 
homochiral compounds. The influence of various factors on the efficiency of 
biotransformation employing whole cells is discussed. The author’s attention 
was focused on stereochemistry of reaction since the knowledge of its rules al
lows to control the stereoselectivity and productivity of biotransformation. 
Some interesting examples of best documented bioreduction and biooxidation 
reactions were selected and are reported in this article.
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1. Wprowadzenie

Dynamiczny rozwój nauk medycznych, a zwłaszcza nauk far
maceutycznych stawia coraz trudniejsze zadania syntezy wieło- 
funkcyjnych związków organicznych, głównie związków o zdefi
niowanej konfiguracji centrów stereogenicznych. Temat ten zna
lazł się w centrum uwagi wiełu grup prowadzących badania z za
kresu syntezy organicznej. Opracowano szereg rozwiązań 
spełniających ostre wymogi wydajności oraz regio- i stereoselek- 
tywności reakcji (1). Jednakże otrzymanie związków chiralnych
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W postaci enancjomerycznie czystej Jest nadal trudnym problemem syntezy orga
nicznej (1,2). Wraz z rozwojem nauk przyrodniczych możliwa stała się pełniejsza 
analiza właściwości biologicznych enancjomerów. Wielokrotnie obserwowano, że 
właściwości farmakokinetyczne enancjomerów różnią się ilościowo i jakościowo. 
Znane są leki zawierające jako substancje czynne izomery zasadniczo różniące się 
zakresem stosowania. Przykładem może być D-sotalol, który działa arytmicznie 
i L-sotalol blokujący receptory beta (3). W przeprowadzonych badaniach nad efekta
mi terapeutycznymi wielu leków stosowanych w postaci racemicznej wskazuje się, 
że często tylko jeden ze składników jest biologicznie aktywny. Dzieje się tak 
w przypadku preparatu blokującego receptory beta, stosowanego pod nazwą pro
pranolol, którego tylko izomer o konfiguracji L jest substancją czynną leku (3). Po
dobne zależności mają miejsce w grupie środków ochrony roślin. Preparat o nazwie 
metachlor zawiera głównie enancjomer o konfiguracji S (4). Obserwowane zależno
ści między budową przestrzenną a aktywnością biologiczną związków chemicznych 
wpłynęły na kierunek poszukiwań substancji biologicznie aktywnych. Dąży się do 
zastępowania preparatów racemicznych związkami enancjomerycznie czystymi. 
Wytwarzanie związków homochiralnych stało się zatem jednym z ważnych zadań 
przemysłu farmaceutycznego.

Opracowano szereg metod pozyskiwania związków homochiralnych, a wśród 
nich wydzielanie z surowców naturalnych, synteza asymetryczna, w tym z użyciem 
chiralnych katalizatorów chemicznych (5) itd. Poszukując prostych i efektywnych 
dróg otrzymywania związków chiralnych w postaci enancjomerycznie czystej sięga 
się do rozwiązań znanych z natury, ponieważ znakomitą większość procesów che
micznych w przyrodzie cechuje wysoka stereoselektywność. Wykorzystanie natural
nych katalizatorów-enzymów do transformacji związków organicznych, w tym także 
nie należących do klasy połączeń naturalnych było przedmiotem wielu prac i zostało 
omówione w monografiach i artykułach przeglądowych (2,6-12). Przykładem roz
wiązań rozszerzających możliwości syntezy związków homochiralnych o biokatalizę 
jest powszechne wykorzystanie lipaz do rozdziału racematów (2,6-8), wykorzysta
nie glikozydaz w syntezie glikozydów (9), czy redukcja związków karbonylowych do 
hydroksylowych (10-12) z udziałem oksydoreduktaz. Efektywność przemian enzy
matycznych stała się inspiracją do poszukiwań nowych rozwiązań procesów bio- 
transformacji. jedną z obiecujących dróg jest wykorzystanie całych komórek mikro
organizmów do celów syntezy chemicznej, a zwłaszcza związków optycznie czyn
nych o wysokim stopniu czystości.

W pracy omawiamy nowe możliwości otrzymywania chiralnych półproduktów 
do syntezy związków biologicznie aktywnych. Ze względu na obszerność tematyki 
skoncentrowano uwagę na najlepiej udokumentowanych i najszerzej stosowanych 
reakcjach utleniania-redukcji.
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2. Otrzymywanie chiralnych syntonów ze związków karbonylowych

2.1. Generowanie centrum stereogenicznego przez redukcję achiralnych ke
tonów

Zainteresowanie wytwarzaniem homochiralnych substratów zawierających ste- 
reogeniczny atom węgla wiąże się z ich szerokim stosowaniem jako półproduktów 
w syntezie farmaceutyków (10-12). W ostatnich latach wykazano, że biotransforma- 
cja jest interesującą propozycją otrzymywania wielu bardzo ważnych enancjome- 
rycznie czystych substratów. Do najlepiej udokumentowanych przemian należy re
dukcja związków karbonylowych do alkoholi. Działając enzymem z grupy dehydro
genaz na keton otrzymuje się z dobrą wydajnością i stereoselektywnością alkohol 
homochiralny (2,6-15). Reakcje prowadzi się w obecności koenzymów, najczęściej 
nukleotydów nikotynoadeninowych, takich jak dinukleotyd nikotynoamidoadenino- 
wy (NADH), jego fosforan (NADPH) oraz nukleotydów flawinowych (FAD), co stanowi 
ograniczenie w szerokim stosowaniu tych metod ponieważ preparaty te są stosun
kowo mało stabilne i drogie. Znaczny postęp odnotowano gdy w procesie reduk- 
tywnej biotransformacji zastosowano mikroorganizmy wytwarzające dehydrogena
zy, które w warunkach zapewnionego źródła energii same prowadzą regenerację 
kofaktora. Pierwsze prace, w których opisano możliwość przeprowadzenia biore- 
dukcji ketonów do alkoholi przez fermentację z drożdżami piekarskimi Saccharomy- 
ces cerevisiae (11) pochodzą z roku 1918. Obecnie biotransformacja ketonów z uży
ciem drożdży należy do ważniejszych metod otrzymywania homochiralnych alkoho
li (14,15). W cytowanych pracach przeglądowych zawarto szereg przykładów prak
tycznych rozwiązań syntez z użyciem całych komórek mikroorganizmów. W artyku
le tym omawiamy zagadnienia stereochemii opisanych reakcji.

W badaniach mechanizmów reakcji asymetrycznych bierze się pod uwagę od
działywania steryczne substratu z reagentem w stanie przejściowym. Zasady takie
go podejścia przedstawił Prelog badając addycję do grupy karbonylowej w estrach 
2-ketokwasów, pochodnych optycznie czynnych alkoholi (16). Rozszerzając zakres 
swych doświadczeń Prelog przedstawił model, w którym opisuje redukcję ketonów 
w obecności dehydrogenazy alkoholowej z wątroby końskiej (HLADFł). Zagadnienia 
te przedstawiono na rysunku 1 (6). Prelog wykazał, że stereochemia tej reakcji rów
nież zależy od objętości grup związanych z karbonylowym atomem węgla. W stanie 
przejściowym preferowana jest taka orientacja NADH i substratu, w której mniejszy 
podstawnik Rj jest skierowany w stronę pierścienia heterocyklicznego, a atak jonu 
wodorkowego następuje od strony „Re” ketonu.

Systematyczne badania stereochemii‘redukcji ketonów prowadzonej z udziałem 
drożdży podjął Mosher (17). Stosując jako związki modelowe proste alifatyczne 
i aromatyczne ketony, przy odpowiednim zróżnicowaniu podstawników uzyskał ho- 
mochiralne alkohole z wysokim nadmiarem enancjomerycznym. Budowa produktów
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R = adenozynodifosforan p-D-rybofuranozylowy 
Rs - mniejszy podstawnik 
Rl - większy podstawnik

Rys. 1. Model Preloga ilustrujący rolę czynników sterycznych w reakcji asymetrycznej redukcji ketonów.

powstałych w wyniku redukcji ketonów metyloalkilowych i metyloarylowych wska
zuje, że addycja wodoru odbywa się od strony „Re” i powstają alkohole o konfigura
cji absolutnej (S). Najwyższą enancjoselektywność uzyskano, gdy podstawniki znacz
nie różniły się objętością (rys. 2).

Różnicowanie wielkości podstawników przy prochiralnym atomie węgla jest jed
nym z często stosowanych sposobów poprawy stereoselektywności reakcji. W kolej
nych przykładach udokumentowano skuteczność takiego postępowania. Badając 
przebieg redukcji chloroketoestrów, półproduktów do otrzymywania ważnego ami
nokwasu L-karnityny, stwierdzono, że dogodnymi substratami pozwalającymi na 
uzyskanie czystych homochiralnych hydroksyestrów są pochodne wyższych alkoholi 
(18). Przeniesienie wodoru jest zgodne z regułą Preloga (16), zatem addycja wodoru 
do wiązania karbonylowego następuje od strony „Re” płaszczyzny, zaś selektyw
ność reakcji zależy od relatywnej wielkości podstawników (rys. 3). Redukcja acetylo- 
octanów alkilowych, zwłaszcza etylowego, jest dobrze udokumentowanym sposo
bem otrzymywania homochiralnych 3-hydroksymaślanów (14,15). Absolutna konfi-

(Rl) Ri 

(Rs)Me

OH
Rl ..
Me ^ H 

(S)

Podstawnik Ri e.e. (%)

Et 67

n-C^Hc; 82

C6H5 89

Cyklo-C^Hii 95

Rys. 2. Enancjoselektywna redukcja ketonów z udziałem drożdży piekarskich.
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I Cl

OH

COOR

R = Et e.e. 55%
R = n-CsHi7 e.e. 97%

■{CH3^N COOH

L-karnityna

Rys. 3. Schemat ilustrujący wpływ wielkości grupy estrowej na stereoselektywność redukcji chloro- 
ketoestrów z użyciem drożdży piekarskich.

guracja utworzonego stereogenicznego centrum może być określona na podstawie 
reguły Preloga (16). Podobnie, jak w przypadku ketonów produktem fermentacji 
z udziałem drożdży jest 3-(S)-hydroksymaślan etylowy, ważny substrat w syntezie 
wielu związków biologicznie aktywnych.

W komórkach drożdży piekarskich znajduje się szereg dehydrogenaz różniących 
się aktywnością i enancjoselektywnością (21). Zmieniając warunki fermentacji moż
na wpływać na aktywność enzymów, a przez to na czystość optyczną produktów. 
Przykładowo, znaczne zmniejszenie stężenia acetylooctanu etylowego pozwala na 
wydzielenie hydroksyestru z bardzo dobrą czystością optyczną (19). Również zmia
na warunków przygotowania biokatalizatora przez immobilizację drożdży w alginia- 
nie (20,22) (rys. 4), czy dodatek specyficznych inhibitorów dehydrogenazy (14,15) 
wpływa korzystnie na enancjoselektywność redukcji. Często natura stosowanych 
mikroorganizmów decyduje o enancjoselektywności reakcji. Wskazuje się na to 
w pracach Buissona i wsp., którzy prowadząc redukcję acetylooctanu etylowego 
działaniem grzybów z gatunku Geotrichum candiduin otrzymali izomer (3R) z wydaj
nością 75% (e.e. 98%) (23). Seebach i wsp. (24) prowadzili redukcję ketoestrów przy 
użyciu drożdży i bakterii termofilnych. Na podstawie uzyskanych wyników wskazuje 
się, że stereoselektywność reakcji zależy w dużym stopniu od rodzaju biokatalizato
ra i struktury substratu (rys. 5). W procesie redukcji chloroacetylooctanu etylowego 
bakteriami termofilnymi otrzymuje się z dobrą wydajnością i stereoselektywnością 
izomer (S). Redukcja prowadzona przy użyciu drożdży cechuje się niską (R) selek-

O O OH

OEt o Et
(3S)

Biokatalizator
Wydajność

(%)
e.e.
(%)

Liofilizowane drożdże (11) 76 85

Immobilizowane drożdże (22) 75 98

108

Rys. 4. Wpływ warunków przygotowania biokatalizatora na enancjoselektywność redukcji acetylo
octanu etylowego.
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OH OH

COOEt COOEt COOEt

R.
Ri = Et 
Ri = CICH2 
Ri ~ n-C3H7

(Sf e.e. 40% 
(Rf e.e. 36% 
(S)® e.e.>90%

(R) ̂’ e.e. 84%
(S) b e.e. 81% 
(R)^ e.e. 25%

Rys. 5. Wpływ rodzaju mikroorganizmu na enancjoselektywność redukcji pochodnych 3-ketoestrów 
z użyciem: a) drożdży piekarskich; b) Thermoanaerobium brockii.

tywnością. Najwyższą selektywność reakcji obserwuje się, gdy substratem jest ester 
etylowy kwasu 3-ketoheksanowego, a fermentację prowadzi się przy użyciu droż
dży. Wyższą niż dla estrów selektywność redukcji obserwuje się stosując jako sub- 
straty sole potasowe 3-ketokwasów. Również w tym przypadku poprzez dobór pod- 
stawnika przy karbonylowym atomie węgla można wpływać na enacjoselektywność 
redukcji (25). Zagadnienie to zilustrowano na rysunku 6. Gotor i wsp. (26) wskazali, 
że inkubacja 3-oksoamidów z udziałem grzybów Mortierela isabellina jest efektyw
nym narzędziem otrzymywania enancjomerycznie czystych pochodnych 3-hydroksy- 
lowych, stosowanych w syntezie leków antydepresyjnych takich jak Fluoxetine, To- 
moxetine. Nisoxetine (rys. 7).

Redukcję związków dikarbonylowych można przeprowadzić stereoselektywnie, 
gdy jedna z grup karbonylowych jest zabezpieczona w postaci acetalu. Wskazuje się 
na to w pracy Besse i wsp. (27). Autorzy po przetestowaniu wielu mikroorganizmów 
opracowali warunki syntezy chiralnych hydroksyketonów. Dobór odpowiednich 
mikroorganizmów pozwolił im na otrzymanie z dobrą wydajnością i znakomitą se
lektywnością obu enancjomerów (rys. 8). Otrzymane związki przekształcono w kil- 
kuetapowej syntezie w homochiralne aminoketony, substraty w syntezie wielu 
leków.

OH o

OK

R = Me 
R = CicH.

OK
(3S)

wyd. 34% (e.e. 96%)

R OK
(3R)

wyd. 40% (e.e. 98%)

Rys. 6. Wpływ wiełkości podstawnika na enancjosełektywność redukcji soli potasowych 3-keto- 
estrów przy udziale drożdży piekarskich.
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NHR,

HO

NHRc NHR.

Rl= CgHs Ro = H
R2 - C0H5CH2

(S) wyd. 83% (e.e. 92%) 
(S) wyd. 82% (e.e. 92%)

Ri = Me Ro = H
R2 = CH2=CH-CH2-

(S)wyd. 82%(e.e.>99%) 
(S)wyd. 90%(e.e. 98%)

Rys. 7. Sterowanie enancjoselektywnością redukcji pochodnych 3-oksoamidów z użyciem Mortierela 
isabellina poprzez dobór podstawników.

O OMe OMe
H OH

OMe

HO H
OMe

Drożdże piekarskie 
Yamadazyna farinosa

OMe

(R) wyd. 75% (e.e. > 98%)

OMe

(S) wyd. 50% (e.e. >98%)

Rys. 8. Wpływ rodzaju mikroorganizmu na selektywność redukcji grupy karbonylowej zabezpieczo
nych związków dikarbonylowych.

Me

COOMe COOMe

Rys. 9. Enancjoselektywna synteza homochiralnego laktonu poprzez mikrobiologiczną redukcję 
2-acetylobenzoesanu metylowego.

Mikrobiologiczną asymetryczną syntezę 3-alkilolaktonów pochodnych kwasu ben
zoesowego (rys. 9) opracował Kitayama (28). Próby redukcji 2-acylobenzoesanu me
tylowego w jednym z etapów syntezy prowadzono wobec 30 różnych mikroorgani
zmów. Optymalizacja warunków inkubacji pozwoliła na wydajne i enancjoselektyw- 
ne przeprowadzenie transformacji. Najgorszy wynik uzyskano stosując drożdże pie
karskie (wyd. 56%, e.e. 6S%). Prowadzenie redukcji przy użyciu Endomyces resil po
zwoliło uzyskać izomer o konfiguracji (S) z bardzo dobrą wydajnością (80%) i selek
tywnością (e.e. 99%). Otrzymane związki posiadają szerokie spektrum właściwości
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COOMe COOMe COOMe

CIF2C
drożdże piekarskie
drożdże piekarskie + bromek allilu

CIF2C
(3S) wyd. 100% (e.e. 53%)

CIF2C

(3R) wyd. 99% (e.e. 54%)

Rys. 10. Porównanie przebiegu redukcji 4-chloro-4,4-difluoroacetylooctanu metylowego w obecno
ści: a) drożdży piekarskich; b) drożdży piekarskich oraz bromku allilu, inhibitora najaktywniejszej dehy
drogenazy.

biologicznych - działają na centralny układ nerwowy, inhibują prostaglandynę Fja, 
wykazują właściwości przeciwzakrzepowe.

Optycznie aktywne związki fluoroorganiczne znajdują szerokie zastosowanie 
jako syntony przy otrzymywaniu substancji biologicznie aktywnych. Antolini i wsp. 
(29) wykazali, że mikrobiologiczna redukcja 4-chloro-4,4-difluoroacetylooctanu me
tylowego jest dogodnym sposobem otrzymywania homochiralnych alkoholi (rys. 10). 
W obecności drożdży piekarskich otrzymuje się alkohole o konfiguracji (3S). Doda
tek bromku allilu, inhibitora dehydrogenazy katalizującej addycję od strony „Re”, 
zmienia stereochemię redukcji i otrzymuje się izomeryczny alkohol o konfiguracji 
(3R).

W omówionych dotychczas przykładach wskazuje się, że zakres stosowania mi
krobiologicznej redukcji grup karbonylowych jest bardzo szeroki. Niejednokrotnie 
redukcję prowadzono wydajnie i stereoselektywnie w obecności bardzo różnych 
grup funkcyjnych, grup ochronnych i podstawników. Dobór odpowiednich mikroor
ganizmów, optymalizacja warunków hodowli oraz struktury substratu pozwoliła na 
uzyskanie ze związków prochiralnych enancjomery o wysokiej czystości optycznej.

2.2. Otrzymywanie związków zawierających kilka centrów stereogenicznych

jednym z najtrudniejszych zadań w syntezie organicznej jest otrzymywanie związ
ków wielofunkcyjnych zawierających kilka centrów stereogenicznych o ściśle okre
ślonej konfiguracji. Reduktywna biotransformacja jest nowym, obiecującym narzę
dziem do otrzymywania również takich związków. W literaturze wskazuje się, że 
w biosyntezach asymetrycznych stosuje się najczęściej substraty, w których chiralny 
atom węgla znajduje się w pobliżu prochiralnej grupy funkcyjnej. Wysoką selektyw
ność przemiany zapewnia chiralny biokatalizator. Przedstawione reakcje otrzymy
wania związków wielofunkcyjnych charakteryzują się zazwyczaj nie tylko wysoką 
stereoselektywnością, ale i dobrą wydajnością.

Do najlepiej udokumentowanych metod multiplikacji chiralności należy redukcja 
racemicznych ketonów, jednym z pierwszych doświadczeń była redukcja pochod-
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HO HO,,.

R ■■-.R S
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trans-

Rys. 11. Asymetryczna synteza alkoholi w wyniku stereoselektywnej redukcji mieszaniny racemicz- 
nej pochodnych cykloheksanonu z udziałem drożdży piekarskich.

nych cykloheksanonu działaniem drożdży piekarskich (30), w wyniku której otrzy
mano równomolową mieszaninę cis- i trans-cykloheksanoli (rys. 11). Reakcja jest 
enancjoselektywna i prowadzi do otrzymania produktu o konfiguracji (S) nowo 
utworzonego centrum stereogenicznego. Wysoką selektywność można osiągnąć 
przeprowadzając redukcję cyklicznych 1,3-diketonów. Przykładem może być reduk
cja cyklopentandionów (31,32) w wyniku której również otrzymuje się mieszaninę 
dwóch diastereoizomerów o konfiguracji (S) tworzącego się centrum stereogenicz
nego (rys. 12). Stereoselektywność w dużym stopniu zależy od budowy podstawnika 
w sąsiedztwie grupy redukowanej. Dla pochodnych allilowych zarówno wydajność 
reakcji jak i selektywność jest zadowalająca. Otrzymane izomery można rozdzielić 
uzyskując homochiralne hydroksyketony, wartościowe substraty w syntezie biolo
gicznie aktywnych związków naturalnych.

Redukcja cykloheksanu-1,3-dionów prowadzi także do otrzymania alkoholu o konfi
guracji (3S), jednak steroselektywność jest znacznie gorsza niż w omawianym po
przednio doświadczeniu (33) (rys. 13). Z dobrą wydajnością przebiega redukcja pod
stawionych acyklicznych 1,3-dionów do hydroksyketonów (34), jednakże produk
tem jest zwykle mieszanina diastereoizomerycznych hydroksyketonów. O przebie-

R — n-C^H^
R = HC=C-CH2 
R = CH2=CH-CH2

(2S,3S) 
e.e. 98% 
e.e. 67% 
e.e. 90%

(2R,3S)
e.e 2% wyd. 60% 
e.e. 33% wyd. 70% 
e.e. 10% wyd. 75%

Rys. 12. Wpływ budowy podstawnika na stereoselektywność redukcji racemicznych pochodnych cy- 
kiopentan-1,3-dionu przy udziale drożdży piekarskich.
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R — n-C^Hy 
R = CH2=CH-CH2 
R = HC=C-CH2

(2S,3S) 
e.e. 22% 
e.e. 45% 
e.e. 27%

(2R,3S)
e.e. 78% wyd. 80% 
e.e. 55% wyd. 80% 
e.e. 73% wyd. 75%

Rys. 13. Wpływ budowy podstawnika na stereoseiektywność redukcji racemicznych pochodnych cy
kloheksan-! ,3-dionu przy udziale drożdży piekarskich.

gu reakcji decydują warunki prowadzenia fermentacji. Redukcja racemicznych 4-me- 
tyloheptan-3,5-dionów działaniem grzybów Geotrichum candidum w warunkach anae- 
robowych prowadzi do hydroksyketonów o konfiguracji (4R,5S), podczas gdy przy 
dostępie powietrza otrzymuje się izomer o konfiguracji (4S,5S) (rys. 14).

Redukcja a-ketoestrów jest bardzo efektywną metodą otrzymywania związków

Ihomochiralnych. Fermentacja cyklicznych ketoestrów wobec drożdży prowadzi do 
uzyskania dobrych wydajności cis-2-hydroksyestrów, a utworzone centrum stereo- 
geniczne posiada konfigurację absolutną (S) (35,36) (rys. 15). Acykliczne a-ketoestry 
reagują w obecności drożdży bądź bakterii Hansenula anomala dając produkty o kon- 

[ figuracji (S) nowego centrum stereogenicznego (37,38) (rys. 16). Redukcja a-hydrok-

Isy-(3-ketoestrów wobec drożdży prowadzi do otrzymania izomeru o konfiguracji 
(2S,3S) (39). W warunkach reakcji przyłączenie jonu wodorkowego zachodzi od stro
ny sterycznie bardziej dostępnej płaszczyzny pierścienia utworzonego z udziałem 
wewnątrzcząsteczkowego wiązania wodorowego (rys. 17). W wyniku redukcji race
micznych estrów pochodnych 2-alkilo-3-ketokwasów wobec drożdży piekarskich 
uzyskuje się mieszaninę diastereoizomerycznych hydroksyestrów (rys. 18). Skład

O O

H Me

Rys. 14. Stereoselektywna redukcja racemicznego 4-metyloheptan-3,5-dionu przy udziale Geotri
chum candidum w warunkach: a) aerobowych; b) anaerobowych.

BIOTECHNOLOGIA 3 (54) 104-123 2001 113



Aleksandra Niemiec, Wiesław Szeja

COpEt OH

(CH2)n
n = 1 
n = 2

(CH2)n
e.e. 100% (35) 
e.e. 96% (36)

Rys. 15. Stereoselektywna redukcja racemicznych pochodnych cyklicznych a-ketoestrów przy udzia
le drożdży piekarskich.

O O

OMe

HO HO

<
OMe

Ri = C6H5CH2- 

Ri = Me

Rz
R2 = C3H7OCNH-

Ro = Et

H R.
drożdże piekarskie (37) (d.e. 60%) 
Hansenula anomala (37) (d.e. 92%) 
drożdże piekarskie (38) (d.e. 96%)

Rys. 16. Wpływ budowy podstawnika na stereoselektywność mikrobiologicznej redukcji pochod
nych acyklicznych a-ketoestrów.

COOEt

OH
]

OH

COOEt

OH 

(2S, 3S)

Rys. 17. Wpływ wewnętrzcząsteczkowego wiązania wodorowego na diastereoselektywność mikro
biologicznej redukcji a-hydroksy-p-oksomaślanu etylowego.

produktów zależy od wielkości podstawników. Optymalizując strukturę substratu 
można otrzymać Jeden z diastereoizomerów w przeważających ilościach (40).

Kolejnym interesującym przykładem jest redukcja grupy karbonylowej racemicz
nych 2-podstawionych 3-ketoestrów. W wyniku przeprowadzonych doświadczeń, 
obejmujących pochodne acetylooctanu etylowego stwierdzono, że redukcja grupy 
karbonylowej jest wysoce enancjoselektywna i prowadzi do otrzymania alkoholu 
o konfiguracji absolutnej (S), niezależnie od konfiguracji atomu węgla C2. Produk
tem reakcji powinna zatem być równomolowa mieszanina dwóch diastereoizome-
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OH OH

COOR.

Ri - R2 - R3 - CH3
Ri“ R9 “ CHo Ro — n-CoHl

COOR.

R2

wyd. 13% (e.e. 100%) 
wyd. 4% (e.e. 100%)

COOR.

R2

wyd. 58% (e.e. 100%) 
wyd. 78% (e.e. 100%)

Rys. 18. Wpływ budowy podstawników na wydajność i stereoselektywność redukcji racemicznych 
pochodnych 2-alkilo-3-ketoestrów przy udziale drożdży piekarskich.

rycznych hydroksykwasów. Tymczasem wielokrotnie obserwowano tworzenie jed
nego diastereoizomeru w nadmiarze (14,15). Analiza mechanizmu redukcji prowa
dzi do wniosku, że w warunkach inkubacji następuje izomeryzacja enancjomerycz- 
nych (3-ketoestrów poprzez formę enolową, przy czym szybkość izomeryzacji jest 
znacznie wyższa niż szybkość redukcji. Zgodnie z tym, w trakcie fermentacji stęże
nie obu enancjomerów jest równe. Wykazujące wysoką enancjoselektywność dehy
drogenazy redukują znacznie szybciej jeden z ketoestrów, co tłumaczy przewagę

O O OH o

OR,

HO... HO...

(2R.3S)
syn

(2S,3S)
anti

Ri R2
stosunek diastereoizomerów 

syn: anti

CHj n-Oktyl 95:5

CHj C2H5 83:17

PhCH2 C2H5 25:75

Rys. 19. Schemat redukcji racemicznych 2-podstawionych acetylooctanów alkilowych, przebiega
jącej w warunkach umożliwiających izomeryzację substratu poprzez formę enolową. Wpływ wielkości 
podstawników na stereoselektywność reakcji.
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C02Et HO C02Et HO C02Et

(CH2),

n = 1 (41) drożdże piekarskie 
n = 2 (42) Kloekera megna 

Rhizopus arrhizus 
n = 3 (42) Mucor racemosus

+

wyd. 60% (e.e. 96%) 
wyd. 80% (e.e. 99%)

wyd. 50% (e.e. 93%)
wyd. 40% (e.e. 93%)

Rys. 20. Wpływ wielkości pierścienia na stereoselektywność redukcji racemicznych cyklicznych ke- 
toestrów.

W mieszaninie reakcyjnej jednego ze stereoizomerów (14,15). Przedstawiono to na 
rysunku 19. Stosunek stereoizomerów syn/anti zależy od wielkości rodników Ri 
i R2. W przypadku gdy R] jest większy od R2 dominuje produkt redukcji o konfigura
cji anti, natomiast gdy R2 jest dużym podstawnikiem w przewadze powstaje pro
dukt syn. Godne zauważenia są prace Azereda i wsp. (36,41), którzy efektywnie 
przeprowadzili stereoselektywną redukcję estrów pochodnych kwasu 2-ketocyklo- 
pentano-, cykloheksanu- i cykloheptanokarboksylowego (rys. 20). Mechanizm reak
cji jest podobny jak w redukcji acyklicznych ketoestrów wobec drożdży. Konfigura
cja nowo utworzonego centrum stereogenicznego jest określona regułą Preloga 
(16). Przebieg bioredukcji zależy od rodzaju stosowanego mikroorganizmu. Po
przez selekcję drobnoustrojów można w określonych warunkach uzyskać oba dia- 
stereoizomery (41). Otrzymane związki są powszechnie stosowane w syntezie pro
duktów naturalnych.

3. Otrzymywanie związków homochiralnych w reakcjach utleniania

Utlenianie należy do najważniejszych metod syntezy w chemii organicznej (63). 
W odróżnieniu od większości metod chemicznych, biotransformacja oksydatywna, 
prowadzona w obecności enzymów i mikroorganizmów jako katalizatorów, jest re- 
gio- i enancjooselektywna. Wydajności, zwłaszcza przy użyciu mikroorganizmów, 
na ogół nie przekraczają 50%, lecz czystość optyczna produktów jest zwykle wysoka 
(e.e. powyżej 95%) (2,10,12). Utlenianie przez inkubację z mikroorganizmami pro
wadzone jest w łagodnych warunkach, zwykle w temperaturze 37°C, w bardzo roz
cieńczonych roztworach. Przemiany zachodzą dość wolno, zatem osiągnięcie wyso
kiego stopnia konwersji substratu może trwać kilka dni. Produkty utlenienia ulegają 
dalszym przemianom metabolicznym zatem należy je stale usuwać z mieszaniny re
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akcyjnej lub zdeaktywować enzymy katalizujące reakcje następcze przez dodanie 
ich inhibitorów. W najnowszych rozwiązaniach wykorzystuje się mikroorganizmy 
zmodyfikowane metodami inżynierii genetycznej w kierunku zwiększenia aktywno
ści katalizujących utlenianie oksydaz i zminimalizowania reakcji następczej trans
formacji produktów. Z danych literaturowych przedstawionych w licznych monogra
fiach (2,10,12,42,43) wynika, że biotransformacja oksydatywna pozwala na funkcjo- 
nalizację wielu klas związków. Do szeroko stosowanych metod należy hydroksylacja 
grup metylowych, metylenowych oraz metinowych, synteza kwasów karboksylo
wych i związków karbonylowych, otrzymywanie dioli i epoksydów z alkenów, utle
nianie amin 1-rzędowych do nitrozwiązków, otrzymywanie optycznie aktywnych sul- 
fotlenków z siarczków itd.

3.1. Wprowadzanie grupy wodorotlenowej przez utlenienie wiązań C-H

Metody stereoselektywnej hydroksylacji grup metylowych, metylenowych i meti
nowych katalizowane przez hydrogenazy lub mikroorganizmy są szczególnie atrak
cyjnym narzędziem syntezy organicznej do otrzymywania homochiralnych związ
ków wielofunkcyjnych. Ich wartość w otrzymywaniu złożonych syntonów polega 
m.in. na tym, że w zasobie syntetycznych metod chemicznych nie ma alternatyw
nych rozwiązań. Badania tych reakcji rozwijano intensywnie w latach czterdzies
tych, prowadząc prace nad funkcjonalizacją steroidów. Zaowocowały one rozwiąza
niami pozwalającymi na regioselektywną i stereoselektywną hydroksylację wszyst
kich pozycji szkieletu steroidowego (10,46). Ich przydatność została potwierdzona 
wdrożeniem w praktyce przemysłowej. Regio- i stereoselektywność reakcji zależy 
m.in. od gatunku użytego szczepu mikroorganizmu, struktury substratu i warunków 
biotransformacji. Dla przykładu, kortekson (11-deoksykortykosteron) utleniany jest 
w wyniku działania bakterii Absida orchidis do 11-a-hydroksykorteksonu (rys. 21). 
Obecność grupy hydroksylowej w pozycji 17-a zmienia kierunek reakcji i głównym

CH,OH
Ic=o

CHoOH
Ic=o

R = H 
R = OH

CH,OH
I
C=0

główny produkt

Rys. 21. Wpływ podstawników w procesie regio- i stereoselektywnej biooksydacji szkieletu stero
idowego z udziałem Absida orchidis.
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Me

Me

H ,

COOH

I

Z
CHoOH

COOH

Pseudomonas putida ATCC 21244 
Candida rugosa IFO 1542

Me '

(S)

e.e. > 95%

Me

COOH

(R)

e.e. 97%

Rys. 22. Wpływ rodzaju mikroorganizmu na enancjoselektywność hydroksylacji kwasu izomasłowego.

produktem utlenienia korteksolonu (17-a-hydroksy-l 1-deoksykortykosteronu) jest 
kortyzol (1 l-(3,17-a-dihydroksykortekson). Opracowana metodyka została z powo
dzeniem przeniesiona na inne klasy związków.

Sposób otrzymywania optycznie aktywnego kwasu 2-hydroksymetylopropiono- 
wego, substratu w syntezie witaminy E (P-tokoferol), polega na hydroksylacji kwasu 
izomasłowego przez inkubację z drożdżami Candida lub bakteriami Pseudomonas 
(35) (rys. 22). Reakcja zachodzi wysoce stereoselektywnie, dając homochiralne hy- 
droksykwasy o wysokiej czystości optycznej.

Innym ciekawym przykładem jest biokatalityczny proces otrzymywania enancjo- 
merycznie czystych kwasów 12-, 13- i 14-hydroksypentadekanokarboksylowych (47) 
(rys. 23). jako katalizator zastosowano rekombinowany szczep E. coli K 27 (pCYP 
102, pGEc 47), zawierający gen pCYP 102, kodujący wytwarzanie monooksygenazy 
cytochromu P450 oraz gen pGEc 47, który ułatwia transformację substratu. Fermen
tację z udziałem kwasu pentadekanowego prowadzono kontrolując ilość tlenu, 
dzięki czemu zmniejszono udział następczych reakcji utleniania grup wodorotleno
wych do karbonylowych. Reakcja ta jest regioselektywna i wysoce stereoselektyw- 
na. Metodyka biotransformacji z użyciem rekombinowanych mikroorganizmów po
zwoli, zdaniem autorów (48), na precyzyjną, regioselektywną hydroksylację łańcu-

COOH

HOi.,
COOH

(14S) e.e.>95%
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Rys. 23. Regio- i enancjoseiektywna hydroksylacja kwasu pentadekanokarboksylowego z udziałem 
E. coli K 27.
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0CH2CH2CH20CH2NHCH(CH3)2

Rys. 24. Regioselektywna hydroksylacja w pierścieniu benzenowym z udziałem bakterii Cunningha- 
mella uchinulata.

cha wyższych kwasów tłuszczowych i uzyskanie cennych chironów do syntezy 
związków biologicznie czynnych. Homochiralne związki zawierające pierścienie kar- 
bocykliczne różnej wielkości, będące ważnymi półproduktami w syntezie związków 
naturalnych i biologicznie aktywnych (2,6-12,46), z powodzeniem mogą być otrzy
mywane przez regioselektywną biohydroksylację związków aromatycznych i hetero- 
aromatycznych (50). Reakcja monopodstawionych pochodnych benzenu z tlenem, 
katalizowana przez monooksygenazy, prowadzi do otrzymania orto- i para-podsta- 
wionych fenoli (2). Hydroksylacja pochodnych benzenu w obecności bakterii Cunnin- 
gliamella uchinulata (51) jest dogodnym sposobem otrzymywania leku o nazwie pre- 
nalterol stosowanego jako p-bloker (rys. 24).

Mikroorganizmy wykorzystujące alkany jako źródło węgla są często zdolne do 
przeprowadzenia regio- i stereoselektywnej hydroksylacji związków alicyklicznych 
(52). Li i wsp. (53) wykorzystali tę zdolność bakterii i otrzymali optycznie czyste 
N-benzylowe pochodne 3-hydroksypirolidyny, półprodukty w syntezie wielu waż
nych substancji biologicznie czynnych, takich jak antagonista wapnia, antybiotyki 
karbepanemowe, agonista receptora k, agonista receptora 5-HT|Da- Odpowiednie 
szczepy bakterii wyselekcjonowano prowadząc hodowlę w obecności n-oktanu, po 
czym dodano substrat uzyskując po kilku dniach hydroksylową pochodną o konfigu
racji (3R) (rys. 25).

OH

Rys. 25. Regio- i stereoseiektywna hydrok
sylacja N-benzylowych pochodnych piroiidyny.

BIOTECHNOLOGIA 3 (54) 104-123 2001

R = C6H5CH2-

P. oleovorans GPo 1 
HXN - 1100

R
(3R)

wyd. 62% (e.e. 62%) 
wyd. 67% (e.e. 70%)
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3.2. Wprowadzanie dwóch grup wodorotlenowych

Biodihydroksylacja związków aromatycznych w obecności mikroorganizmów pro
wadzi do uzyskania pochodnych cykloheksadienodioli, szeroko stosowanych w syn
tezie związków biologicznie aktywnych. Optymalizacja warunków fermentacji, wy
magająca testowania wielu szczepów mikroorganizmów, prowadzi zwykle do uzy
skania dioli z dobrą wydajnością i znakomitą stereoselektywnością (e.e. 98%).

Prace Gibsona i wsp. (54,55) nad utlenianiem toluenu i naftalenu zapoczątko
wały badania nad syntezą wielofunkcyjnych chitonów przez dihydroksylację pierś
cienia aromatycznego. W kolejnych publikacjach wykazano, że jako substraty moż
na stosować szereg pochodnych benzenu i naftalenu. Metoda ta została wykorzysta
na do funkcjonalizacji kwasów aromatycznych takich jak kwas benzoesowy (56,57) 
i naftoesowy (58), a otrzymane produkty znalazły zastosowanie w syntezie wielu 
związków naturalnych (49).

Hudlicky i wsp. (59) przedstawili interesującą drogę otrzymywania enancjome- 
rycznie czystych pochodnych bifenyli w obecności zmienionego genetycznie szcze
pu E. CO//JM109 (pDTG 601), zawierającego informację o enzymie pod nazwą dioksy- 
genaza toluenowa z Pseudomonas (rys. 26).

W ostatnio opublikowanych pracach Boyd i wsp. (60) rozszerzyli wariant cis-hy- 
droksylacji wiązań podwójnych w pierścieniu aromatycznym na układy połienów. 
Zgodnie z tym azulen [1] ulega regio- i stereoselektywnej biotransformacji w pierś
cieniu cykloheptatrienowym, w wyniku której uzyskuje się cis-diol (2] (rys. 27). Po
dobnie zachodzi utlenienie innych polienowych układów cyklicznych. Obserwuje się 
planarną selektywność (tzw. facjalne różnicowanie) prowadzącą do otrzymania jedy
nie cis-dioli. Czystość izolowanych produktów świadczy o wysokiej stereoselektyw- 
ności reakcji.

OH

Ri = H
= R2 = MeO

R, =MeO

O ^ o.
X X

X = -CH=CH-CH2- 
X = >C=CMe2

X = -(CH2)n- n = 1,2, 3, 4

OH

(e.e. > 98%)

Rys. 26. Regio- i stereoselektywna dihydroksy- 
lacja pochodnych bifenylu z użyciem E. co//JM109.
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Rys. 27. Regio- i stereoselektywna dihydro- 
ksylacja cyklicznych połienów.
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3.3. Otrzymywanie związków epoksydowych

Chiralne oksirany, z uwagi na reaktywność w reakcjach substytucji nukleofilo- 
wej, należą do powszechnie stosowanych syntonów w preparatyce związków biolo
gicznie czynnych i związków naturalnych. Zasadniczą drogą chemicznej syntezy 
enancjomerycznie czystych pochodnych oksiranów jest epoksydacja alkoholi allilo
wych metodą Sharplessa (61). Biotransformacja z udziałem mikroorganizmów po
zwala rozszerzyć zakres epoksydacji na praktycznie wszystkie pochodne alkenów. 
W procesie epoksydacji alkenów najczęściej stosuje się bakterie wykorzystujące al
kany i alkeny jako źródło węgła. Właściwym katalizatorem reakcji są enzymy z gru
py monooksygenaz. Największa trudność efektywnej realizacji tej reakcji to tok
syczne działanie epoksydów w odniesieniu do mikroorganizmu. Ponieważ w przyro
dzie oksirany zwykłe przetwarzane są w następnych etapach na diołe wiele uwagi 
poświecono dobraniu warunków pozwalających na usuwanie pierwotnych produk
tów utlenienia alkenów, jedna z metod polega na prowadzeniu procesu w układzie 
dwufazowym woda-niepołarny rozpuszczalnik organiczny, tak aby powstający epok
syd przechodząc do warstwy organicznej opuszczał środowisko reakcji. Szereg bak
terii z gatunku: Pseudomonas oleovorans, Coryne bacterium equi, Mycobacterium sp., 
Xanthobacter, Nocardia sp. katalizuje hydroksylację wiązań podwójnych. Jeżeli jako 
SLibstrat zastosuje się terminalne alkeny produktami reakcji są epoksydy o konfigu
racji (R) centrum stereogenicznego. Metodyka ta została z powodzeniem wykorzy
stana w syntezie homochiralnych alkilo- i aryłoglicydyłowych eterów (62) (rys. 28). 
Są one substratami w syntezie blokerów receptorów p-adrenergicznych.

,H

Rys. 28. Mikrobiologiczna synteza eterów 
glicydylowych.

4. Podsumowanie

R0CH2-CH=CH2

o
/ \ .

ROCH2 H

Opracowanie zawiera przegląd wybranych biotransformacji z użyciem mikroor
ganizmów stosowanych w syntezie organicznej. Spośród wielu znanych propozycji 
wybrano procesy utleniania i redukcji, prowadzące do otrzymania związków homo
chiralnych z wykorzystaniem dostępnych szczepów mikroorganizmów. Skoncentro
wano uwagę na omówieniu stereochemii reakcji ponieważ znajomość tych mecha
nizmów pozwala planować drogi otrzymywania wielu ważnych chiralnych syntonów. 
Wskazano, jak zmieniając strukturę substratu poprzez wprowadzenie określonych 
grup funkcyjnych czy grup ochronnych oraz zróżnicowanie wielkości podstawników 
można zwiększyć wydajność i stereoselektywność biotransformacji. Analiza danych
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literaturowych prowadzi do wniosku, że końcowy wynik przemiany nie zależy tylko 
od struktury substratu. Optymalizacja warunków biotransformacji wymaga w pierw
szym rzędzie wybrania odpowiednich szczepów poprzez selekcję dostępnych na- 
tywnych mikroorganizmów. Nowym kierunkiem poszukiwań jest projektowanie właś
ciwości mikroorganizmów poprzez wykorzystanie metod inżynierii genetycznej. Ste
rowanie przebiegiem reakcji jest także możliwe poprzez dobór warunków fermen
tacji. Dobre wyniki uzyskuje się stosując techniki immobilizacji mikroorganizmów, 
zmieniając warunki hodowli czy kontrolując aktywność enzymów uczestniczących 
w przemianach poprzez dodatek do środowiska reakcji kofaktorów lub inhibitorów.

Pomimo szerokiej wiedzy na temat biotransformacji nie można z góry określić 
najkorzystniejszych warunków reakcji. Z tego powodu regułą jest prowadzenie cy
kli doświadczeń, w których dąży się do określenia wpływu wymienionych czynni
ków na wydajność i stereoselektywność procesu. Złożoność problemu narzuca ścisłą 
współpracę chemików, mikrobiologów i genetyków w zakresie tej tematyki. Biorąc 
pod uwagę potrzeby przemysłu, stymulujące dynamiczny rozwój badań, można ocze
kiwać nowych rozwiązań rozszerzających możliwości syntezy złożonych związków 
biologicznie aktywnych.
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