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Microorganisms in stereoselective organie synthesis
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 rozwdj nauk medycznych, a zwtaszcza nauk far-
maceutycznych stawia coraz trudniejsze zadania syntezy wieto-
funkcyjnych zwigzkéw organicznych, gtéwnie zwigzkéw o zdefi-
niowanej konfiguracji centréw stereogenicznych. Temat ten zna-
lazt sie w centrum uwagi wietu grup prowadzacych badania z za-
kresu syntezy organicznej. Opracowano szereg rozwigzan
spetniajgcych ostre wymogi wydajnosci oraz regio- i stereoselek-
tywnosci reakcji (1). Jednakze otrzymanie zwigzkéw chiralnych
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W postaci enancjomerycznie czystej Jest nadal trudnym problemem syntezy orga-
nicznej (1,2). Wraz z rozwojem nauk przyrodniczych mozliwa stata sie petniejsza
analiza wiasciwosci biologicznych enancjomeréw. Wielokrotnie obserwowano, ze
wlasciwosci farmakokinetyczne enancjomeréw réznig sie iloSciowo i jakosciowo.
Znane sg leki zawierajgce jako substancje czynne izomery zasadniczo roznigce sie
zakresem stosowania. Przyktadem moze by¢ D-sotalol, ktory dziata arytmicznie
i L-sotalol blokujacy receptory beta (3). W przeprowadzonych badaniach nad efekta-
mi terapeutycznymi wielu lekéw stosowanych w postaci racemicznej wskazuje sie,
ze czesto tylko jeden ze skladnikow jest biologicznie aktywny. Dzieje sie tak
w przypadku preparatu blokujgcego receptory beta, stosowanego pod nazwg pro-
pranolol, ktérego tylko izomer o konfiguracji L jest substancja czynng leku (3). Po-
dobne zalezno$ci majg miejsce w grupie srodkéw ochrony roslin. Preparat o nazwie
metachlor zawiera gtéwnie enancjomer o konfiguracji S (4). Obserwowane zalezno-
$ci miedzy budowg przestrzenng a aktywnoscig biologiczng zwigzkéw chemicznych
wplynely na kierunek poszukiwarn substancji biologicznie aktywnych. Dazy sie do
zastepowania preparatdw racemicznych zwigzkami enancjomerycznie czystymi.
Wytwarzanie zwigzkéw homochiralnych stalo sie zatem jednym z waznych zadan
przemystu farmaceutycznego.

Opracowano szereg metod pozyskiwania zwigzkéw homochiralnych, a wsrod
nich wydzielanie z surowcéw naturalnych, synteza asymetryczna, w tym z uzyciem
chiralnych katalizatorow chemicznych (5) itd. Poszukujac prostych i efektywnych
drég otrzymywania zwigzkéw chiralnych w postaci enancjomerycznie czystej siega
sie do rozwigzan znanych z natury, poniewaz znakomitg wiekszos¢ proceséw che-
micznych w przyrodzie cechuje wysoka stereoselektywnosé. Wykorzystanie natural-
nych katalizatorow-enzymow do transformacji zwigzkéw organicznych, w tym takze
nie nalezacych do klasy potaczenh naturalnych byto przedmiotem wielu prac i zostato
oméwione w monografiach i artykutach przegladowych (2,6-12). Przyktadem roz-
wigzan rozszerzajacych mozliwosci syntezy zwigzkéw homochiralnych o biokatalize
jest powszechne wykorzystanie lipaz do rozdzialu racematéw (2,6-8), wykorzysta-
nie glikozydaz w syntezie glikozydow (9), czy redukcja zwigzkéw karbonylowych do
hydroksylowych (10-12) z udziatem oksydoreduktaz. Efektywno$¢ przemian enzy-
matycznych stata sie inspiracjg do poszukiwan nowych rozwigzan proceséw bio-
transformaciji. jedna z obiecujgcych drdg jest wykorzystanie catych komérek mikro-
organizmow do celéw syntezy chemicznej, a zwlaszcza zwigzkéw optycznie czyn-
nych o wysokim stopniu czystoSci.

W pracy omawiamy nowe mozliwosci otrzymywania chiralnych poétproduktow
do syntezy zwigzkow biologicznie aktywnych. Ze wzgledu na obszernos$¢ tematyki
skoncentrowano uwage na najlepiej udokumentowanych i najszerzej stosowanych
reakcjach utleniania-redukcji.
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2. Otrzymywanie chiralnych syntondéw ze zwigzkéw karbonylowych

2.1. Generowanie centrum stereogenicznego przez redukcje achiralnych ke-
tonow

Zainteresowanie wytwarzaniem homochiralnych substratéw zawierajgcych ste-
reogeniczny atom wegla wigze sie z ich szerokim stosowaniem jako potproduktéw
w syntezie farmaceutykéw (10-12). W ostatnich latach wykazano, ze biotransforma-
Cja jest interesujgca propozycja otrzymywania wielu bardzo waznych enancjome-
rycznie czystych substratow. Do najlepiej udokumentowanych przemian nalezy re-
dukcja zwigzkdéw karbonylowych do alkoholi. Dziatajac enzymem z grupy dehydro-
genaz na keton otrzymuje sie z dobrg wydajnoscig i stereoselektywnoscig alkohol
homochiralny (2,6-15). Reakcje prowadzi sie w obecnosci koenzymoOw, najczesciej
nukleotydéw nikotynoadeninowych, takich jak dinukleotyd nikotynoamidoadenino-
wy (NADH), jego fosforan (NADPH) oraz nukleotydéw flawinowych (FAD), co stanowi
ograniczenie w szerokim stosowaniu tych metod poniewaz preparaty te sg stosun-
kowo mato stabilne i drogie. Znaczny postep odnotowano gdy w procesie reduk-
tywnej biotransformacji zastosowano mikroorganizmy wytwarzajace dehydrogena-
zy, ktére w warunkach zapewnionego zrédta energii same prowadzg regeneracje
kofaktora. Pierwsze prace, w ktorych opisano mozliwos$¢ przeprowadzenia biore-
dukcji ketonéw do alkoholi przez fermentacje z drozdzami piekarskimi Saccharomy-
ces cerevisiae (11) pochodzag z roku 1918. Obecnie biotransformacja ketonéw z uzy-
ciem drozdzy nalezy do wazniejszych metod otrzymywania homochiralnych alkoho-
li (14,15). W cytowanych pracach przeglagdowych zawarto szereg przyktadéw prak-
tycznych rozwigzan syntez z uzyciem calych komorek mikroorganizmow. W artyku-
le tym omawiamy zagadnienia stereochemii opisanych reakciji.

W badaniach mechanizmow reakcji asymetrycznych bierze sie pod uwage od-
dzialywania steryczne substratu z reagentem w stanie przejsciowym. Zasady takie-
go podejscia przedstawit Prelog badajgc addycje do grupy karbonylowej w estrach
2-ketokwasow, pochodnych optycznie czynnych alkoholi (16). Rozszerzajgc zakres
swych dodwiadczen Prelog przedstawit model, w ktérym opisuje redukcje ketonéw
w obecnosci dehydrogenazy alkoholowej z watroby konskiej (HLADF}). Zagadnienia
te przedstawiono na rysunku ! (6). Prelog wykazal, ze stereochemia tej reakcji row-
niez zalezy od objetosci grup zwigzanych z karbonylowym atomem wegla. W stanie
przejsciowym preferowana jest taka orientacja NADH i substratu, w ktérej mniejszy
podstawnik Rjjest skierowany w strone pierscienia heterocyklicznego, a atak jonu
wodorkowego nastepuje od strony ,Re” ketonu.

Systematyczne badania stereochemii‘redukcji ketonéw prowadzonej z udziatem
drozdzy podjat Mosher (17). Stosujgc jako zwigzki modelowe proste alifatyczne
i aromatyczne ketony, przy odpowiednim zréznicowaniu podstawnikéw uzyskat ho-
mochiralne alkohole z wysokim nadmiarem enancjomerycznym. Budowa produktéw
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CONH,

Rs RI
OH

R = adenozynodifosforan p-D-rybofuranozylowy
Rs - mniejszy podstawnik
R1 - wiekszy podstawnik

Rys. 1. Model Preloga ilustrujacy role czynnikéw sterycznych w reakcji asymetrycznej redukcji ketondw.

powstatych w wyniku redukcji ketonéw metyloalkilowych i metyloarylowych wska-
zuje, ze addycja wodoru odbywa sie od strony ,Re” i powstajg alkohole o konfigura-
cji absolutnej (S). Najwyzszg enancjoselektywnos¢ uzyskano, gdy podstawniki znacz-
nie réznity sie objetoscig (rys. 2).

Réznicowanie wielko$ci podstawnikéw przy prochiralnym atomie wegla jest jed-
nym z czesto stosowanych sposobdéw poprawy stereoselektywnosci reakcji. W kolej-
nych przykladach udokumentowano skutecznos¢ takiego postepowania. Badajac
przebieg redukcji chloroketoestrow, potproduktéw do otrzymywania waznego ami-
nokwasu L-karnityny, stwierdzono, ze dogodnymi substratami pozwalajgcymi na
uzyskanie czystych homochiralnych hydroksyestrow sg pochodne wyzszych alkoholi
(18). Przeniesienie wodoru jest zgodne z regutg Preloga (16), zatem addycja wodoru
do wigzania karbonylowego nastepuje od strony ,Re” ptaszczyzny, za$ selektyw-
nosc¢ reakcji zalezy od relatywnej wielkosci podstawnikow (rys. 3). Redukcja acetylo-
octanow alkilowych, zwlaszcza etylowego, jest dobrze udokumentowanym sposo-
bem otrzymywania homochiralnych 3-hydroksymaslandéw (14,15). Absolutna konfi-

(R Ri RI . OH Podstawnik Ri ee. (%)
(Rs)Me Me ™ H Et 67
©®) n-C"He; 82
C6Hs5 89
Cyklo-C/Hii 95

Rys. 2. Enancjoselektywna redukcja ketonéw z udzialem drozdzy piekarskich.
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OH

I Cl COOR B{CH3"N COOH

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

Rys. 3. Schemat ilustrujgcy wpltyw wielkosci grupy estrowej na stereoselektywnos¢ redukcji chloro-
ketoestréw z uzyciem drozdzy piekarskich.

guracja utworzonego stereogenicznego centrum moze by¢ okreslona na podstawie
reguty Preloga (16). Podobnie, jak w przypadku ketondéw produktem fermentacji
z udziatem drozdzy jest 3-(S)-hydroksymaslan etylowy, wazny substrat w syntezie
wielu zwigzkéw biologicznie aktywnych.

W komorkach drozdzy piekarskich znajduje sie szereg dehydrogenaz rézniacych
sie aktywnoscig i enancjoselektywnoscia (21). Zmieniajac warunki fermentacji moz-
na wplywaé na aktywnos¢ enzymoéw, a przez to na czystos¢ optyczna produktéw.
Przyktadowo, znaczne zmniejszenie stezenia acetylooctanu etylowego pozwala na
wydzielenie hydroksyestru z bardzo dobra czystoscig optycznag (19). Réwniez zmia-
na warunkow przygotowania biokatalizatora przez immobilizacje drozdzy w alginia-
nie (20,22) (rys. 4), czy dodatek specyficznych inhibitoréw dehydrogenazy (14,15)
wptywa korzystnie na enancjoselektywnos¢ redukcji. Czesto natura stosowanych
mikroorganizmow decyduje o enancjoselektywnosci reakcji. Wskazuje sie na to
w pracach Buissona i wsp., ktérzy prowadzac redukcje acetylooctanu etylowego
dziatlaniem grzybow z gatunku Geotrichum candiduin otrzymali izomer (3R) z wydaj-
noscig 75% (e.e. 98%) (23). Seebach i wsp. (24) prowadzili redukcje ketoestrow przy
uzyciu drozdzy i bakterii termofilnych. Na podstawie uzyskanych wynikéw wskazuje
sie, ze stereoselektywnosé reakcji zalezy w duzym stopniu od rodzaju biokatalizato-
ra i struktury substratu (rys. 5). W procesie redukcji chloroacetylooctanu etylowego
bakteriami termofilnymi otrzymuje sie z dobra wydajnoscig i stereoselektywnosciag
izomer (S). Redukcja prowadzona przy uzyciu drozdzy cechuje sie niskag (R) selek-

OH ) . Wydajnos$é ee.
Biokatalizator
(%) (%)

OEt OEt
(3S) Liofilizowane drozdze (11) 76 85

Immobilizowane drozdze (22) 75 98

Rys. 4. Wplyw warunkéw przygotowania biokatalizatora na enancjoselektywnos$¢ redukcji acetylo-
octanu etylowego.
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OH OH
COOEt COOEt COOEt
R.
Ri = Et (Sf ee. 40% (R)" e.e. 84%
Ri = CICH2 (Rf e.e. 36% (S)h e.e. 81%
Ri ~ n-C3H7 (S)® e.e.>90% (R e.e. 25%

Rys. 5. Wplyw rodzaju mikroorganizmu na enancjoselektywnos¢ redukcji pochodnych 3-ketoestréw
z uzyciem: a) drozdzy piekarskich; b) Thermoanaerobium brockii.

tywnoscig. Najwyzszg selektywnosc¢ reakcji obserwuje sie, gdy substratem jest ester
etylowy kwasu 3-ketoheksanowego, a fermentacje prowadzi sie przy uzyciu droz-
dzy. Wyzsza niz dla estréw selektywnos¢ redukcji obserwuje sie stosujac jako sub-
straty sole potasowe 3-ketokwaséw. Réwniez w tym przypadku poprzez dobér pod-
stawnika przy karbonylowym atomie wegla mozna wptywac¢ na enacjoselektywnos¢
redukcji (25). Zagadnienie to zilustrowano na rysunku 6. Gotor i wsp. (26) wskazali,
ze inkubacja 3-oksoamidéw z udziatem grzybow Mortierela isabellina jest efektyw-
nym narzedziem otrzymywania enancjomerycznie czystych pochodnych 3-hydroksy-
lowych, stosowanych w syntezie lekéw antydepresyjnych takich jak Fluoxetine, To-
moxetine. Nisoxetine (rys. 7).

Redukcje zwigzkéw dikarbonylowych mozna przeprowadzi¢ stereoselektywnie,
gdy jedna z grup karbonylowych jest zabezpieczona w postaci acetalu. Wskazuje sie
na to w pracy Besse i wsp. (27). Autorzy po przetestowaniu wielu mikroorganizmow
opracowali warunki syntezy chiralnych hydroksyketonéw. Dobdér odpowiednich
mikroorganizmow pozwolit im na otrzymanie z dobrg wydajnoscia i znakomitg se-
lektywnoscia obu enancjomerdéw (rys. 8). Otrzymane zwiazki przeksztatcono w kil-
kuetapowej syntezie w homochiralne aminoketony, substraty w syntezie wielu
lekéw.

OH o
OK OK R OK
(39) (3R)
R = Me wyd. 34% (e.e. 96%)
R = CicH. wyd. 40% (e.e. 98%)

Rys. 6. Wptyw wietkosci podstawnika na enancjosetektywnos$¢ redukcji soli potasowych 3-keto-
estréw przy udziale drozdzy piekarskich.
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HO
NHR, NHRc NHR.
RI=CgHs Ro=H (S) wyd. 83% (e.e. 92%)
R2 - CoHsCHz (S) wyd. 82% (e.e. 92%)
Ri = Me Ro =H (S)wyd. 82%(e.e.>99%)
R2 = CH2=CH-CH2- (S)wyd. 90%(e.e. 98%)

Rys. 7. Sterowanie enancjoselektywnoscig redukcji pochodnych 3-oksoamidéw z uzyciem Mortierela
isabellina poprzez dobér podstawnikéw.

o OMe OMe OMe
H OH HO H
OMe OMe OMe
Drozdze piekarskie (R) wyd. 75% (e.e. > 98%)
Yamadazyna farinosa (S) wyd. 50% (e.e. >98%)

Rys. 8. Wplyw rodzaju mikroorganizmu na selektywno$¢ redukcji grupy karbonylowej zabezpieczo-
nych zwigzkéw dikarbonylowych.

Me

COOMe COOMe

Rys. 9. Enancjoselektywna synteza homochiralnego laktonu poprzez mikrobiologicznag redukcje
2-acetylobenzoesanu metylowego.

Mikrobiologiczng asymetryczna synteze 3-alkilolaktonéw pochodnych kwasu ben-
zoesowego (rys. 9) opracowat Kitayama (28). Préby redukcji 2-acylobenzoesanu me-
tylowego w jednym z etapéw syntezy prowadzono wobec 30 r6znych mikroorgani-
zmow. Optymalizacja warunkéw inkubacji pozwolita na wydajne i enancjoselektyw-
ne przeprowadzenie transformacji. Najgorszy wynik uzyskano stosujgc drozdze pie-
karskie (wyd. 56%, e.e. 6S%). Prowadzenie redukcji przy uzyciu Endomyces resil po-
zwolito uzyskac¢ izomer o konfiguracji (S) z bardzo dobra wydajnoscia (80%) i selek-
tywnoscig (e.e. 99%). Otrzymane zwigzki posiadajg szerokie spektrum wiasciwosci
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COOMe COOMe COOMe
CIF2C CIF2C CIF2C
drozdze piekarskie (3S) wyd. 100% (e.e. 53%)
drozdze piekarskie + bromek allilu (3R) wyd. 99% (e.e. 54%)

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

biologicznych - dziatajg na centralny ukiad nerwowy, inhibujg prostaglandyne Fja,
wykazujg wiasciwosci przeciwzakrzepowe.

Optycznie aktywne zwigzki fluoroorganiczne znajdujg szerokie zastosowanie
jako syntony przy otrzymywaniu substancji biologicznie aktywnych. Antolini i wsp.
(29) wykazali, ze mikrobiologiczna redukcja 4-chloro-4,4-difluoroacetylooctanu me-
tylowego jest dogodnym sposobem otrzymywania homochiralnych alkoholi (rys. 10).
W obecnosci drozdzy piekarskich otrzymuje sie alkohole o konfiguracji (3S). Doda-
tek bromku allilu, inhibitora dehydrogenazy katalizujgcej addycje od strony ,Re”,
zmienia stereochemie redukcji i otrzymuje sie izomeryczny alkohol o konfiguracji
(3R).

W omodwionych dotychczas przyktadach wskazuje sie, ze zakres stosowania mi-
krobiologicznej redukcji grup karbonylowych jest bardzo szeroki. Niejednokrotnie
redukcje prowadzono wydajnie i stereoselektywnie w obecnosci bardzo réznych
grup funkcyjnych, grup ochronnych i podstawnikéw. Dob6r odpowiednich mikroor-
ganizmow, optymalizacja warunkéw hodowli oraz struktury substratu pozwolita na
uzyskanie ze zwigzkdw prochiralnych enancjomery o wysokiej czystosci optycznej.

2.2. Otrzymywanie zwigzkow zawierajacych kilka centréw stereogenicznych

jednym z najtrudniejszych zadah w syntezie organicznej jest otrzymywanie zwigz-
kéw wielofunkcyjnych zawierajacych kilka centréw stereogenicznych o Scisle okre-
Slonej konfiguracji. Reduktywna biotransformacja jest nowym, obiecujacym narze-
dziem do otrzymywania réwniez takich zwigzkéw. W literaturze wskazuje sie, ze
w biosyntezach asymetrycznych stosuje sie najczesciej substraty, w ktérych chiralny
atom wegla znajduje sie w poblizu prochiralnej grupy funkcyjnej. Wysoka selektyw-
no$¢ przemiany zapewnia chiralny biokatalizator. Przedstawione reakcje otrzymy-
wania zwigzkow wielofunkcyjnych charakteryzujg sie zazwyczaj nie tylko wysoka
stereoselektywnosciag, ale i dobrg wydajnoscia.

Do najlepiej udokumentowanych metod multiplikacji chiralnosci nalezy redukcja
racemicznych ketonoéw, jednym z pierwszych doswiadczen byta redukcja pochod-
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HO HO,,.

trans-

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

nych cykloheksanonu dziataniem drozdzy piekarskich (30), w wyniku ktérej otrzy-
mano réwnomolowag mieszanine cis- i trans-cykloheksanoli (rys. 11). Reakcja jest
enancjoselektywna i prowadzi do otrzymania produktu o konfiguracji (S) nowo
utworzonego centrum stereogenicznego. Wysoka selektywnos¢é mozna osiggnaé
przeprowadzajac redukcje cyklicznych 1,3-diketonéw. Przyktadem moze by¢ reduk-
cja cyklopentandionow (31,32) w wyniku ktérej réwniez otrzymuje sie mieszanine
dwodch diastereoizomeréw o konfiguracji (S) tworzacego sie centrum stereogenicz-
nego (rys. 12). Stereoselektywnos$¢ w duzym stopniu zalezy od budowy podstawnika
w sasiedztwie grupy redukowanej. Dla pochodnych allilowych zaréwno wydajno$¢
reakcji jak i selektywnos¢ jest zadowalajgca. Otrzymane izomery mozna rozdzieli¢
uzyskujac homochiralne hydroksyketony, wartoSciowe substraty w syntezie biolo-
gicznie aktywnych zwigzkéw naturalnych.

Redukcja cykloheksanu-1,3-diondw prowadzi takze do otrzymania alkoholu o konfi-
guracji (3S), jednak steroselektywno$¢ jest znacznie gorsza niz w omawianym po-
przednio doswiadczeniu (33) (rys. 13). Z dobrg wydajnoscia przebiega redukcja pod-
stawionych acyklicznych 1,3-dionéw do hydroksyketonéw (34), jednakze produk-
tem jest zwykle mieszanina diastereoizomerycznych hydroksyketonéw. O przebie-

(2S,39) (2R,3S)
R — n-CrHA e.e. 98% e.e 2% wyd. 60%
R = HC=C-CH? e.e. 67% e.e. 33% wyd. 70%
R = CH2=CH-CH?2 e.e. 90% e.e. 10% wyd. 75%

Rys. 12. Wptyw budowy podstawnika na stereoselektywnos$¢ redukcji racemicznych pochodnych cy-
kiopentan-1,3-dionu przy udziale drozdzy piekarskich.
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(2S8,35)
R — n-C"Hy e.e. 22%
R = CH2=CH-CH2 e.e. 45%
R = HC=C-CH2 ee. 27T%

(2R,3S)

e.e. 78% wyd. 80%
e.e. 55% wyd. 80%
e.e. 73% wyd. 75%

Rys. 13. Wptyw budowy podstawnika na stereoseiektywnos$¢ redukcji racemicznych pochodnych cy-

kloheksan-! ,3-dionu przy udziale drozdzy piekarskich.

gu reakcji decydujg warunki prowadzenia fermentacji. Redukcja racemicznych 4-me-
tyloheptan-3,5-dionéw dziataniem grzybéw Geotrichum candidum w warunkach anae-
robowych prowadzi do hydroksyketonéw o konfiguracji (4R,5S), podczas gdy przy
dostepie powietrza otrzymuje sie izomer o konfiguracji (4S,5S) (rys. 14).
Redukcja a-ketoestréw jest bardzo efektywng metoda otrzymywania zwigzkow
homochiralnych. Fermentacja cyklicznych ketoestrow wobec drozdzy prowadzi do
uzyskania dobrych wydajnosci cis-2-hydroksyestrow, a utworzone centrum stereo-
geniczne posiada konfiguracje absolutng (S) (35,36) (rys. 15). Acykliczne a-ketoestry

reagujg w obecnosci drozdzy badz bakterii Hansenula anomala dajgc produkty o kon-
[ figuracji (S) nowego centrum stereogenicznego (37,38) (rys. 16). Redukcja a-hydrok-

sy-(3-ketoestrow wobec drozdzy prowadzi do otrzymania izomeru o konfiguracji
(2S,3S) (39). W warunkach reakcji przytaczenie jonu wodorkowego zachodzi od stro-
ny sterycznie bardziej dostepnej ptaszczyzny pierscienia utworzonego z udziatem
wewnatrzczasteczkowego wigzania wodorowego (rys. 17). W wyniku redukcji race-
micznych estréw pochodnych 2-alkilo-3-ketokwaséw wobec drozdzy piekarskich
uzyskuje sie mieszanine diastereoizomerycznych hydroksyestréw (rys. 18). Skiad

Rys. 14. Stereoselektywna redukcja racemicznego 4-metyloheptan-3,5-dionu przy udziale Geotri-

chum candidum w warunkach: a) aerobowych; b) anaerobowych.
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COpEt OH
(CH2)n (CH2)n
n=1 e.e. 100% (35)
n=2 e.e. 96% (36)

Rys. 15. Stereoselektywna redukcja racemicznych pochodnych cyklicznych a-ketoestréw przy udzia-
le drozdzy piekarskich.

0] 0] HO HO
OMe OMe
Rz H R.
Ri = CeHsCH2- R2 = C3H7OCNH- drozdze piekarskie (37) (d.e. 60%)
Hansenula anomala (37) (d.e. 92%)
Ri = Me Ro = Et drozdze piekarskie (38) (d.e. 96%)

Rys. 16. Wplyw budowy podstawnika na stereoselektywno$¢ mikrobiologicznej redukcji pochod-
nych acyklicznych a-ketoestréw.

OH

COOEt COOEt

OH OH
(2, 39)

Rys. 17. Wplyw wewnetrzczgsteczkowego wigzania wodorowego na diastereoselektywnosé mikro-
biologicznej redukcji a-hydroksy-p-oksomaslanu etylowego.

produktéw zalezy od wielkosci podstawnikéw. Optymalizujgc strukture substratu
mozna otrzymac Jeden z diastereoizomeréw w przewazajgcych ilosciach (40).
Kolejnym interesujgcym przyktadem jest redukcja grupy karbonylowej racemicz-
nych 2-podstawionych 3-ketoestrow. W wyniku przeprowadzonych dos$wiadczen,
obejmujacych pochodne acetylooctanu etylowego stwierdzono, ze redukcja grupy
karbonylowej jest wysoce enancjoselektywna i prowadzi do otrzymania alkoholu
o konfiguracji absolutnej (S), niezaleznie od konfiguracji atomu wegla C2. Produk-
tem reakcji powinna zatem by¢ réGwnomolowa mieszanina dwoch diastereoizome-
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OH OH
COOR. COOR. COOR.
R2 R2
Ri - R2 - R3 - CH3 wyd. 13% (e.e. 100%) wyd. 58% (e.e. 100%)
Ri“ R9 “ CHo Ro — n-CoHl wyd. 4% (e.e. 100%) wyd. 78% (e.e. 100%)

Rys. 18. Wplyw budowy podstawnikéw na wydajnos$¢ i stereoselektywnos$¢ redukcji racemicznych
pochodnych 2-alkilo-3-ketoestrow przy udziale drozdzy piekarskich.

rycznych hydroksykwaséw. Tymczasem wielokrotnie obserwowano tworzenie jed-
nego diastereoizomeru w nadmiarze (14,15). Analiza mechanizmu redukcji prowa-
dzi do wniosku, ze w warunkach inkubacji nastepuje izomeryzacja enancjomerycz-
nych (3-ketoestrow poprzez forme enolowa, przy czym szybkos¢ izomeryzacji jest
znacznie wyzsza niz szybkos¢ redukcji. Zgodnie z tym, w trakcie fermentacji steze-
nie obu enancjomeréw jest réwne. Wykazujgce wysoka enancjoselektywnosé dehy-
drogenazy redukuja znacznie szybciej jeden z ketoestréw, co ttumaczy przewage

OR,

HO... HO...

(2R.39) (25,35)
syn anti

. stosunek diastereoizomeréw
Ri R2

syn:anti
CHj n-Oktyl 95:5
CHj C2H5 83:17
PhCH? C2Hb 25:75

Rys. 19. Schemat redukcji racemicznych 2-podstawionych acetylooctanéw alkilowych, przebiega-
jacej w warunkach umozliwiajgcych izomeryzacje substratu poprzez forme enolowa. Wptyw wielkosci
podstawnikéw na stereoselektywnos$¢ reakciji.
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CO2Et HO CO2Et HO CO2Et
+
(CH2),
n =1 (41) drozdze piekarskie wyd. 60% (e.e. 96%)
n =2 (42) Kloekera megna wyd. 80% (e.e. 99%)
Rhizopus arrhizus wyd. 40% (e.e. 93%)
n =3 (42) Mucor racemosus wyd. 50% (e.e. 93%)

Rys. 20. Wptyw wielko$ci pierscienia na stereoselektywnos¢ redukcji racemicznych cyklicznych ke-
toestrow.

W mieszaninie reakcyjnej jednego ze stereoizomerdéw (14,15). Przedstawiono to na
rysunku 19. Stosunek stereoizomeréw syn/anti zalezy od wielkosci rodnikéw Ri
i R2. W przypadku gdy R] jest wiekszy od R2 dominuje produkt redukcji o konfigura-
cji anti, natomiast gdy R2 jest duzym podstawnikiem w przewadze powstaje pro-
dukt syn. Godne zauwazenia sg prace Azereda i wsp. (36,41), ktorzy efektywnie
przeprowadzili stereoselektywng redukcje estréw pochodnych kwasu 2-ketocyklo-
pentano-, cykloheksanu- i cykloheptanokarboksylowego (rys. 20). Mechanizm reak-
cji jest podobny jak w redukcji acyklicznych ketoestrow wobec drozdzy. Konfigura-
cja nowo utworzonego centrum stereogenicznego jest okreslona reguta Preloga
(16). Przebieg bioredukcji zalezy od rodzaju stosowanego mikroorganizmu. Po-
przez selekcje drobnoustrojéw mozna w okreslonych warunkach uzyskaé oba dia-
stereoizomery (41). Otrzymane zwigzki sg powszechnie stosowane w syntezie pro-
duktéw naturalnych.

3. Otrzymywanie zwigzkéw homochiralnych w reakcjach utleniania

Utlenianie nalezy do najwazniejszych metod syntezy w chemii organicznej (63).
W odréznieniu od wiekszosci metod chemicznych, biotransformacja oksydatywna,
prowadzona w obecnosci enzymow i mikroorganizmow jako katalizatoréw, jest re-
gio- i enancjooselektywna. Wydajnosci, zwlaszcza przy uzyciu mikroorganizmow,
na ogot nie przekraczajg 50%, lecz czystos¢ optyczna produktéw jest zwykle wysoka
(e.e. powyzej 95%) (2,10,12). Utlenianie przez inkubacje z mikroorganizmami pro-
wadzone jest w fagodnych warunkach, zwykle w temperaturze 37°C, w bardzo roz-
cienczonych roztworach. Przemiany zachodza dos¢ wolno, zatem osiggniecie wyso-
kiego stopnia konwersji substratu moze trwac kilka dni. Produkty utlenienia ulegajg
dalszym przemianom metabolicznym zatem nalezy je stale usuwa¢ z mieszaniny re-
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akcyjnej lub zdeaktywowaé enzymy katalizujgce reakcje nastepcze przez dodanie
ich inhibitoréw. W najnowszych rozwigzaniach wykorzystuje sie mikroorganizmy
zmodyfikowane metodami inzynierii genetycznej w kierunku zwiekszenia aktywno-
sci katalizujgcych utlenianie oksydaz i zminimalizowania reakcji nastepczej trans-
formacji produktéw. Z danych literaturowych przedstawionych w licznych monogra-
fiach (2,10,12,42,43) wynika, ze biotransformacja oksydatywna pozwala na funkcjo-
nalizacje wielu klas zwigzkéw. Do szeroko stosowanych metod nalezy hydroksylacja
grup metylowych, metylenowych oraz metinowych, synteza kwasoéw karboksylo-
wych i zwigzkoéw karbonylowych, otrzymywanie dioli i epoksydéw z alkendw, utle-
nianie amin 1-rzedowych do nitrozwigzkéw, otrzymywanie optycznie aktywnych sul-
fotlenkéw z siarczkéw itd.

3.1. Wprowadzanie grupy wodorotlenowej przez utlenienie wigzan C-H

Metody stereoselektywnej hydroksylacji grup metylowych, metylenowych i meti-
nowych katalizowane przez hydrogenazy lub mikroorganizmy sa szczegélnie atrak-
cyjnym narzedziem syntezy organicznej do otrzymywania homochiralnych zwiaz-
kow wielofunkcyjnych. Ich wartos¢ w otrzymywaniu ztozonych syntonéw polega
m.in. na tym, ze w zasobie syntetycznych metod chemicznych nie ma alternatyw-
nych rozwigzan. Badania tych reakcji rozwijano intensywnie w latach czterdzies-
tych, prowadzac prace nad funkcjonalizacjg steroidéw. Zaowocowaty one rozwigza-
niami pozwalajgcymi na regioselektywng i stereoselektywng hydroksylacje wszyst-
kich pozycji szkieletu steroidowego (10,46). Ich przydatnos¢ zostata potwierdzona
wdrozeniem w praktyce przemystowej. Regio- i stereoselektywnos¢ reakcji zalezy
m.in. od gatunku uzytego szczepu mikroorganizmu, struktury substratu i warunkéw
biotransformaciji. Dla przyktadu, kortekson (11-deoksykortykosteron) utleniany jest
w wyniku dziatania bakterii Absida orchidis do 11-a-hydroksykorteksonu (rys. 21).
Obecnos¢ grupy hydroksylowej w pozycji 17-a zmienia kierunek reakcji i gtdbwnym

CH,OH CHoOH CH,OH
|
C=0 Cc=0 C=0

R
R

H
OH gtéwny produkt

Rys. 21. Wplyw podstawnikdw w procesie regio- i stereoselektywnej biooksydacji szkieletu stero-
idowego z udzialem Absida orchidis.
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Me H CHoOH
COOH Z COOH COOH
Me Me * Me
S R)
Pseudomonas putida ATCC 21244 e.e. > 95%
Candida rugosa IFO 1542 e.e. 97%

Rys. 22. Wplyw rodzaju mikroorganizmu na enancjoselektywnos¢ hydroksylacji kwasu izomastowego.

produktem utlenienia korteksolonu (17-a-hydroksy-lI 1-deoksykortykosteronu) jest
kortyzol (1 I-(3,17-a-dihydroksykortekson). Opracowana metodyka zostata z powo-
dzeniem przeniesiona na inne klasy zwigzkéw.

Sposo6b otrzymywania optycznie aktywnego kwasu 2-hydroksymetylopropiono-
wego, substratu w syntezie witaminy E (P-tokoferol), polega na hydroksylacji kwasu
izomastowego przez inkubacje z drozdzami Candida lub bakteriami Pseudomonas
(35) (rys. 22). Reakcja zachodzi wysoce stereoselektywnie, dajgc homochiralne hy-
droksykwasy o wysokiej czystosci optyczne;.

Innym ciekawym przyktadem jest biokatalityczny proces otrzymywania enancjo-
merycznie czystych kwasow 12-, 13- i 14-hydroksypentadekanokarboksylowych (47)
(rys. 23). jako katalizator zastosowano rekombinowany szczep E. coli K 27 (pCYP
102, pGEc 47), zawierajacy gen pCYP 102, kodujacy wytwarzanie monooksygenazy
cytochromu P450 oraz gen pGEc 47, ktory utatwia transformacje substratu. Fermen-
tacje z udzialem kwasu pentadekanowego prowadzono kontrolujac ilos¢ tlenu,
dzieki czemu zmniejszono udziat nastepczych reakcji utleniania grup wodorotleno-
wych do karbonylowych. Reakcja ta jest regioselektywna i wysoce stereoselektyw-
na. Metodyka biotransformaciji z uzyciem rekombinowanych mikroorganizméw po-
zwoli, zdaniem autoréw (48), na precyzyjng, regioselektywng hydroksylacje fancu-

COOH

HOi,,
COOH

(14S) e.e.>95%

Rys. 23. Regio- i enancjoseiektywna hydroksylacja kwasu pentadekanokarboksylowego z udziatem
E. coli K 27.
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0OCH2CH2CH20CH2NHCH(CH3)2

Rys. 24. Regioselektywna hydroksylacja w pierécieniu benzenowym z udziatem bakterii Cunningha-
mella uchinulata.

cha wyzszych kwasow tluszczowych i uzyskanie cennych chironéw do syntezy
zwigzkdéw biologicznie czynnych. Homochiralne zwigzki zawierajace pierscienie kar-
bocykliczne réznej wielkosci, bedace waznymi potproduktami w syntezie zwigzkow
naturalnych i biologicznie aktywnych (2,6-12,46), z powodzeniem mogg by¢ otrzy-
mywane przez regioselektywna biohydroksylacje zwigzkéw 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 obecnosci bakterii Cunnin-
gliamella uchinulata (51) jest dogodnym sposobem otrzymywania leku o nazwie pre-
nalterol stosowanego jako p-bloker (rys. 24).

Mikroorganizmy wykorzystujgce alkany jako zrodto wegla sg czesto zdolne do
przeprowadzenia regio- i stereoselektywnej hydroksylacji zwigzkéw alicyklicznych
(52). Li i wsp. (53) wykorzystali te zdolno$¢ bakterii i otrzymali optycznie czyste
N-benzylowe pochodne 3-hydroksypirolidyny, potprodukty w syntezie wielu waz-
nych substancji biologicznie czynnych, takich jak antagonista wapnia, antybiotyki
karbepanemowe, agonista receptora k, agonista receptora 5-HT|Da- Odpowiednie
szczepy bakterii wyselekcjonowano prowadzac hodowle w obecnosci n-oktanu, po
czym dodano substrat uzyskujgc po kilku dniach hydroksylowg pochodng o konfigu-
racji (3R) (rys. 25).

OH
R
R = C6H5CH2- (3R)
P. oleovorans GPo | wyd. 62% (e.e. 62%)
Rys. 25. Regio- i stereoseiektywna hydrok- HXN - 1100 wyd. 67% (e.e. 70%)

sylacja N-benzylowych pochodnych piroiidyny.
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3.2. Wprowadzanie dwoéch grup wodorotlenowych

Biodihydroksylacja zwigzkéw aromatycznych w obecnosci mikroorganizméw pro-
wadzi do uzyskania pochodnych cykloheksadienodioli, szeroko stosowanych w syn-
tezie zwigzkéw biologicznie aktywnych. Optymalizacja warunkéw fermentacji, wy-
magajgca testowania wielu szczepdw mikroorganizméw, prowadzi zwykle do uzy-
skania dioli z dobrg wydajnoscig i znakomitg stereoselektywnoscia (e.e. 98%).

Prace Gibsona i wsp. (54,55) nad utlenianiem toluenu i naftalenu zapoczatko-
waty badania nad syntezg wielofunkcyjnych chitonéw przez dihydroksylacje piers-
cienia aromatycznego. W kolejnych publikacjach wykazano, ze jako substraty moz-
na stosowac szereg pochodnych benzenu i naftalenu. Metoda ta zostata wykorzysta-
na do funkcjonalizacji kwas6w aromatycznych takich jak kwas benzoesowy (56,57)
i naftoesowy (58), a otrzymane produkty znalazly zastosowanie w syntezie wielu
zwigzkow naturalnych (49).

Hudlicky i wsp. (59) przedstawili interesujacg droge otrzymywania enancjome-
rycznie czystych pochodnych bifenyli w obecnosci zmienionego genetycznie szcze-
pu E. CO//JM109 (pDTG 601), zawierajgcego informacje o enzymie pod nazwag dioksy-
genaza toluenowa z Pseudomonas (rys. 26).

W ostatnio opublikowanych pracach Boyd i wsp. (60) rozszerzyli wariant cis-hy-
droksylacji wigzan podwojnych w pierscieniu aromatycznym na uktady potiendw.
Zgodnie z tym azulen [1] ulega regio- i stereoselektywnej biotransformacji w piers-
cieniu cykloheptatrienowym, w wyniku ktérej uzyskuje sie cis-diol (2] (rys. 27). Po-
dobnie zachodzi utlenienie innych polienowych uktadéw cyklicznych. Obserwuje sie
planarng selektywnosé (tzw. facjalne réznicowanie) prowadzaca do otrzymania jedy-
nie cis-dioli. Czysto$¢ izolowanych produktéw Swiadczy o wysokiej stereoselektyw-
nosci reakcji.

/\ OH
O O 1 OH
X X
X = -CH=CH-CH2- (e.e. > 98%)
X = >C=CMez
Ri=H R, =MeO X=-(CHzn- n=1,2, 3 4
= Rz2= MeO
Rys. 26. Regio- i stereoselektywna dihydroksy- Rys. 27. Regio- i stereoselektywna dihydro-
lacja pochodnych bifenylu z uzyciem E. co//JM109. ksylacja cyklicznych potienow.
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3.3. Otrzymywanie zwigzkdéw epoksydowych

Chiralne oksirany, z uwagi na reaktywnos¢ w reakcjach substytucji nukleofilo-
wej, nalezg do powszechnie stosowanych syntonéw w preparatyce zwigzkéw biolo-
gicznie czynnych i zwigzkéw naturalnych. Zasadnicza drogg chemicznej syntezy
enancjomerycznie czystych pochodnych oksiranéw jest epoksydacja alkoholi allilo-
wych metodg Sharplessa (61). Biotransformacja z udziatem mikroorganizméw po-
zwala rozszerzy¢ zakres epoksydaciji na praktycznie wszystkie pochodne alkenéw.
W procesie epoksydacji alkenéw najczesciej stosuje sie bakterie wykorzystujgce al-
kany i alkeny jako Zrodio wegta. Whasciwym katalizatorem reakcji sg enzymy z gru-
py monooksygenaz. Najwieksza trudnos¢ efektywnej realizacji tej reakcji to tok-
syczne dziatanie epoksyddéw w odniesieniu do mikroorganizmu. Poniewaz w przyro-
dzie oksirany zwykle przetwarzane sg w nastepnych etapach na diote wiele uwagi
poswiecono dobraniu warunkéw pozwalajgcych na usuwanie pierwotnych produk-
tow utlenienia alkenéw, jedna z metod polega na prowadzeniu procesu w ukladzie
dwufazowym woda-niepotarny rozpuszczalnik organiczny, tak aby powstajacy epok-
syd przechodzac do warstwy organicznej opuszczat srodowisko reakcji. Szereg bak-
terii z gatunku: Pseudomonas oleovorans, Coryne bacterium equi, Mycobacterium sp.,
Xanthobacter, Nocardia sp. katalizuje hydroksylacje wigzan podwojnych. Jezeli jako
SLibstrat zastosuje sie terminalne alkeny produktami reakcji sg epoksydy o konfigu-
racji (R) centrum stereogenicznego. Metodyka ta zostata z powodzeniem wykorzy-
stana w syntezie homochiralnych alkilo- i arytoglicydytlowych eteréw (62) (rys. 28).
Sa one substratami w syntezie blokeréw receptoréw p-adrenergicznych.

/\
ROCH2-CH=CH2

Rys. 28. Mikrobiologiczna synteza eterow ROCH:2 H
glicydylowych.

4. Podsumowanie

Opracowanie zawiera przeglad wybranych biotransformacji z uzyciem mikroor-
ganizmow stosowanych w syntezie organicznej. Sposrdd wielu znanych propozycji
wybrano procesy utleniania i redukcji, prowadzgce do otrzymania zwigzkbw homo-
chiralnych z wykorzystaniem dostepnych szczepow mikroorganizmoéw. Skoncentro-
wano uwage na omoéwieniu stereochemii reakcji poniewaz znajomos$¢ tych mecha-
nizmoéw pozwala planowaé drogi otrzymywania wielu waznych chiralnych syntonéw.
Wskazano, jak zmieniajgc strukture substratu poprzez wprowadzenie okreslonych
grup funkcyjnych czy grup ochronnych oraz zréznicowanie wielkosci podstawnikéw
mozna zwiekszy¢ wydajnos¢ i stereoselektywnos$¢ biotransformacii. Analiza danych
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literaturowych prowadzi do wniosku, ze koricowy wynik przemiany nie zalezy tylko
od struktury substratu. Optymalizacja warunkéw biotransformacji wymaga w pierw-
szym rzedzie wybrania odpowiednich szczepOw poprzez selekcje dostepnych na-
tywnych mikroorganizméw. Nowym kierunkiem poszukiwan jest projektowanie wtas-
ciwosci mikroorganizméw poprzez wykorzystanie metod inzynierii genetycznej. Ste-
rowanie przebiegiem reakcji jest takze mozliwe poprzez dobd6r warunkow fermen-
tacji. Dobre wyniki uzyskuje sie stosujgc techniki immobilizacji mikroorganizmaéw,
zmieniajgc warunki hodowli czy kontrolujgc aktywnos¢ enzymdw uczestniczgcych
w przemianach poprzez dodatek do Srodowiska reakcji kofaktoréw lub inhibitoréw.

Pomimo szerokiej wiedzy na temat biotransformacji nie mozna z géry okresli¢
najkorzystniejszych warunkoéw reakcji. Z tego powodu reguig jest prowadzenie cy-
kli doswiadczen, w ktérych dazy sie do okreslenia wpltywu wymienionych czynni-
kéw na wydajnos¢ i stereoselektywnos¢ procesu. Ztozonos$¢ problemu narzuca Scisty
wspotprace chemikéw, mikrobiologéw i genetykéw w zakresie tej tematyki. Biorac
pod uwage potrzeby przemystu, stymulujgce dynamiczny rozwéj badan, mozna ocze-
kiwa¢ nowych rozwiazah rozszerzajagcych mozliwosci syntezy ztozonych zwiazkéw
biologicznie aktywnych.
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