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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ
1

Актуальность темы диссертации. Интерес к эпоксидным со­
единениям обусловлен тем, что эпоксидный цикл легко раскрывается 
с образованием либо полимерных продуктов, находящих широкое 
промышленное применение, либо бифункциональных оптически ак­
тивных соединений, многие из которых обладают биологической ак­
тивностью. Эпоксидные соединения применяются в производстве 
этилен- и пропиленгликолей, полиэтилен- и полипропиленгликолей, 
различных сополимеров, пенополиуретанов, ПАВ, синтетических 
смазочных материалов, эпоксидных смол и др. Эти производства 
имеют важное значение для Республики Беларусь, поскольку на Но­
вополоцком ПО «Полимир» планируется пуск линии по получению 
окиси этилена. Помимо этого, другой, не менее известной областью 
применения эпоксидных соединений, является их использование в 
получении жидкокристаллических материалов, а также в производст­
ве печатных красок, в получении технологических композиций с 
улучшенными влаго- и термостойкостью. Наряду с этим, использова­
ние эпоксидов в качестве реакционноспособных энантиомерно обо­
гащенных форм интермедиатов дает возможность получать такие 
биологически активные вещества, как лейкотриены, эритромицин, y- 
амино-р-гидроксимасляную кислоту. Кроме гого, некоторые оптиче­
ски активные эпоксиды являются конечными продуктами реакций 
получения биологически активных веществ. Среди них -  инсекти­
цидный феромон «ВотЬух», использующийся для борьбы с вредите­
лями растений. Синтетические спИрооксираны стероидного ряда об­
ладают антиандрогенным и анаболическим действием, могут исполь­
зоваться в качестве антидепрессантов, антиаритмических, гипотен-
JriB hb iA  И аНТИВИруСНЫХ Н реп араТ О В . С и Н Т еЗ  i i  ИССЛСДОВаНИС СВОИС1В
этих соединений проводятся белорусскими учеными в HAH Белару- 
си,БГУиМГМИ. 4

Использование методов химического синтеза оптически актив­
ных эпоксидных соединений ограничивается тем, что некоторые эта­
пы сложньгх органических синтезов либо невозможны, либо сопро­
вождаются образованием рацемической смеси стереоизомеров и no-, 
бочных продуктов. Увеличение химических и оптических выхо  ̂
эпоксидов и в будущем останется основной проблемой в ао 
ческом органическом синтезе.

Эти проблемы могут быть сняты применением биокгй 
ду высокой стерсоспецифичности многих ферментативны
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Биокатализ также выгодно отличает то, что он протекает при низких 
температурах и давлении. Использование живых клеток микроорга­
низмов в этих процессах является предпочтительным, поскольку не 
требуется выделения в чистом виде лабильных белковых молекул 
ферментов. B отличие от изолированных ферментов, применение 
клеток микроорганизмов позволяет регулировать активность тех или 
иных ферментных систем путем изменения состава среды культиви­
рования и условий биотрансформации.

Существует несколько методов микробиологического синтеза 
оптически актившьгх эпоксидов. Причем основное внимание исследо­
вателей сосредотачивалось на изучении возможности использования 
ферментных систем микроорганизмов д,ш синтеза хиральных эпок­
сидов с оксирановым циклом в конце углеводородной цепи. До на­
стоящего времени среди существующих методов остается нереализо­
ванной возможность синтеза хиральных эпоксидов с оксирановым 
циклом, удаленным от конца углеводородной цепи, путем микробио­
логического окисления стерически затрудненной двойной связи соот­
ветствующих алкенов. B связи с этим возникла необходимость в про­
ведении исследований по изучению возможности синтеза хирального 
эпоксида с оксирановым циклом, удаленным от конца углеводород­
ной цепи, не описанного в литературе, путем микробиологического 
окисления соответствующего алкена, а также с помощью химико­
ферментативного синтеза из соответствующих а-галогенкетонов с 
целью выбора оптимального метода синтеза данного соединения и 
определения его стереохимии.

Связь работы с крупными научными программами, темами.
Диссертационная работа выполнена на кафедре биотехнологии и био­
экологии Белорусского государственного технологического универ­
ситета в течение 1994-2001 гг. в рамках научно-исследовательской 
темы «Исследовать биохимические основы и разработать технологи­
ческие аспекты использования иммобилизованных систем в биоката­
лизе углеводов и биоконверсии органических веществ», № Гос. реги­
страции 1994756 (1994-1996 гг.) и межвузовской программы «Ксено­
биотики и живые системы» -  «Исследование механизмов биотранс­
формации ксенобиотиков иммобилизованными микроорганизмами- 
деструкторами с целью защиты окружающей среды и биосинтеза 
ценных химических соединений», № гос. регистрации 1996557 (1996- 
2000 гг.), а также в рамках проекта Французского национального цен­
тра научных исследований (1994-1995 гг.).
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Цель и задачи исследования. Цель настоящей работы заклю­
чалась в микробиологическом получении хирального 4,5- 
эпоксинонана 2-мя путями -  микробиологическим окислением соот­
ветствующего алкена и химико-ферментативным синтезом из a- 
галогенкетонов.

Из поставленной цели вытекает необходимость решения сле­
дующих задач:

1. Провести отбор штаммов бактерий рода Pseudomonas, спо­
собных эпоксидировать алкены с двойной связью в конце углеводо­
родной цепи.

2. Исследовать процесс эпоксидирования алкена с двойной свя­
зью, удаленной от конца углеводородной цепи, клетками бактерий 
Pseudomonas aeruginosa PAOl и Pseudomonas fluoresceris В-22.

3. Изучить свойства монооксигеназной ферментной системы 
бактерий P.aeruginosa PAOl и P.fluorescens В-22.

4. Провести синтез хиральных a -хлоргидринов из 
соответствующих а-хлоркетонов с использованием различных 
штаммов мицелиальных грибов, дрожжей и бактерий.

5. Провести химический синтез хирального 4,5-эпоксинонана из 
хиральных a -хлоргидринов и изучить их стереохимию.

Объект и предмет исследования. Объектами исследований 
служили углеводородокисжющие бактерии рода Pseudomonas, а так­
же микроорганизмы, восстанавливающие карбонильные соединения 
и способные образовывать a -галогенгидрины из а-галогенкетонов. 
Предмет исследования -  получение хиральных эпоксидов с 
применением ферментных систем микроорганизмов, установление 
роли монооксигеназной ферментной системы в эпоксидировании
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Методология и методы проведенного исследования. B работе 
использовали современные микробиологические, биохимические, 
химические и физико-химические методь! исследования: химические 
методы синтеза a -хлоркетонов, а-хлоргидринов и эпоксидов; метод 
жидкостной колоночной хроматографии для выделения 
диазокетонов, a -хлоркетонов, диастереомеров а-хлоргидринов, 
эпоксидов и спиртов; ГЖХ-методы контроля содержания алкенов, a- 
хлоркетонов, a -хлоргидринов и эпоксидов в культуральных 
жидкостях и определения энантиомерных избытков диастереомеров 
a -хлоргидринов и эпоксидов; метод TCX для идентификации a- 
хлоркетонов и a -хлоргидринов; методы электронной
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спектрофотометрии для определения активностей оксидоредуктаз и 
содержания цитохромов Ь5 и Р-450 в клетках бактерий, количествен­
ного определения белка; методы спектроскопии ЯМР для определе­
ния абсолютной конфигурации диастсрсомеров а-хлоргидринов и 
эпоксидов и их энантиомерных избытков; поляриметрический метод 
определения удельного вращения энантиомеров спиргов и 
диастереомеров а-хлоргидринов и эпоксидов.

Научная новизна и значимость полученных результатов. B 
настоящей работе впервые осуществлен синтез оптически активного 
4,5-эпоксинонана из нонена-4 с использованием ферментных систем 
бактерий, а также из 4-хлор-5-нонанона и 5-хлор-4-нонанона с 
использованием мицелиальных грибов, дрожжей и бактерий на 
стадии восстановления а-хлоркетонов в а-хлоргидрины.

Впервые установлено, что только цис-изомер нонена-4 подвер­
гается эпоксидированию бактериями P.aeruginosa PAOl и 
P.fluorescens В-22.

Впервые показаны наличие цитохром Р-450-содержащей моно- 
оксигеназной ферментной системы и активация ее биосинтеза в клет­
ках бактерий P.aeruginosa PAOl и P.fluorescens В-22, 
эпоксидирующих алкены.

Показана зависимость активностей оксидоредуктаз и содержа­
ния цитохромов Ь5 и Р-450 у бактерий P.aeruginosa PAOl и P. Jluores- 
cens В-22 от структуры субстрата и фазы роста бактерий.

Впервые определены абсолютные конфигурации диастереоме­
ров 5-хлор-4-нонанола, 4-хлор-5-нонанола и 4,5-эпоксинонана с 
применением химических и физико-химических методов анализа.

Практическая (экономическая, социальная) значимость по­
лученных результатов. Разработан способ получения оптически ак­
тивного 4,5-эпоксинонана с применением ферментных систем микро­
организмов. . 1

Модифицирован стандартный метод определения содержания 
цитохромов Ь5 и Р-450 в клетках бактерий P.aeruginosa PAOl и P. 
Jluorescens В-22.

Социальный эффект и практическая значимость выполненной 
работы состоят в том, что изученные микроорганизмы могут быть 
использованы в составе консорциумов для защиты окружающей сре­
ды от загрязнения ее алкенами и а-галогенкетонами.

Результаты исследований могут быть использованы при разра­
ботке технологии микробиологического получения оптически актив­
ных эпоксидных соединений, необходимых для производства жид­
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кокристаллических материалов, применяемых на Минском ПО «Ин­
теграл».

Комплекс методов, использованных при определении абсолют­
ной конфигурации диастереомеров а-хлоргидринов и эпоксидов, 
может быть применен для установления абсолютной конфигурации и 
других оптически активных соединений.

Основные положения диссертации, выносимые ua защиту.
Бактерии Pseudomonas aeruginosa PAOl и Pseudomonas fluores- 

cens В-22 эпоксидируют гексен-1 и нонен-4, причем более эффектив­
но -  бактерии P.fluorescens В-22. Максимальная степень конверсии 
гексена-1 и нонена-4 для P.aeruginosa PAOl составляет 61,5% и 9,9% 
соответственно , а для P.fluorescens В-22 -  70,6% и 14,2% соответст­
венно. Только цис-изомер нонена-4 подвергается эпоксидированию 
данными бактериями.

Бактерии P.aeruginosa PAOl и P.fluorescens В-22,
эпоксидирующие алкены, содержат цитохром Р-450-зависимую мо- 
нооксигеназную ферментную систему. Активности различных окси­
доредуктаз и содержание цитохромов Ь5 и Р-450 у данных бактерий 
зависят от структуры субстрата и фазы роста бактерий.

C использованием различных штаммов мицелиальных грибов, 
дрожжей и бактерий получены 3 оптически активных диастереомера 
5-хлор-4-нонанола и 4-хлор-5-нонанола. " .

B результате химического синтеза из диастереомеров 5-хлор-4- 
нонанола и 4-хлор-5-нонанола получены четыре энантиомерно чис-

_ П Г 1 1 У  f j r i / i t i ^ T % g  y |  A __гЛ Г 1 / \ и " / % | . 4  I  I  /  V L J  ' i L i '  1 /  > П  I  | / V i  \  LT I A  Х Л  I A  L l  1 1  V - J  V 1 1 U  K A  LAibJLA  n o u M v u a  % v * C 7 l lv / r v t  Yl I i vJ i i c l r t cl w К Ы С ^ К И М И  о Ь 1 Л ^ Д с 1 М т Ъ г

Определены энантиомерные избытки и абсолютная конфигура­
ция диастереомеров 5-хлор-4-нонанола, 4-хлор-5-нонанола и 4,5- 
эпоксинонана.

Химико-ферментативный синтез хирального 4,э-эпоксинонана 
из a -хлоркетонов является предпочтительным по сравнению с мик­
робиологическим окислением нонена-4. 4

Личный вклад соискателя. Диссертант принимала непосред­
ственное участие в получении экспериментальных данных, состав­
ляющих основу диссертации, их анализе, обобщении и изложении 
материала настоящей работы. Соавторами публикаций соискателя 
являются сотрудники кафедры биотехнологии и биоэкологии Бело­
русского государственного технологического университета, а также 
лаборатории химии и электрохимии биологических систем универси­
тета им.Б.Паскаля г.Клермон-Феррана (Франция).
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Апробация результатов диссертации. Основные положения 
диссертационной работы докладывались на: Международной конфе­
ренции «Проблемы микробиологии и биотехнологии» (г.Минск, 1998 
r.); Международной конференции «Разработка импортозамещающих 
технологий и материалов в химической промышленности» (г.Минск, 
1999 r.); Международной конференции «Микробиология и биотехно­
логия на рубеже XXI столетия» (г.Минск, 2000 r.); Международной 
конференции «Новые технологии рециклинга вторичных ресурсов» 
(г.Минск, 2001 r.), а также ежегодных научно-технических конферен­
циях сотрудников БГТУ (г.Минск, 1996-2001 гг.). Диссертационная 
работа доложена на расширенном совместном заседании .кафедр био­
технологии и биоэкологии и оргашшеской химии Белорусского госу­
дарственного технологического университета, г.Минск, 2001 г.

Опубликованность результатов. По материалам диссертации 
опубликовано 9 статей и 4 материалов различных конференций. Об­
щее количество страниц опубликованных материалов -  65.

Структура и объем диссертации. Диссертационная работа со­
стоит из введения, общей характеристики работы, обзора литературы, 
описания объектов и методов исследований и экспериментальной 
части (2 главы), заключения, списка использованных источников, 
приложений. Работа изложена на 137 страницах, содержит 12 таблиц, 
25 рисунков, 3 приложения и 248 литературных источников.

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ

Глава 1 диссертационной работы является обзором литературы 
и состоит из трех разделов, в которых приводятся сведения о спосо­
бах микробиологического получения хиральных эпоксидов; рассмат­
риваются механизмы действия ферментных систем, участвующих в 
этих процессах.

B главе 2 дается общая характеристика объектов и методов ис­
следования.

Объектами исследований служили:
- алкены -  гексен-1 и нонен-4;
- а-хлоркетоны -  5-хлор-4-нонансн и 4-хлор-5-нонанон;
- углеводородокисляющие бактерии Pseudomonas aeruginosa 

PAOl и Pseudomonas Jluorescens В-22, полученные из BKM РАН;
- микроорганизмы, восстанавливающие карбонильные соедине­

ния: мицелиальные грибы -  Aspergillus niger ATCC (American Type 
Culture Collection) 9142, Beauveria bassiana ATCC 7159, Cunning-
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hamella echinulata var. elegans ATCC 9245, Geotrichum candidum CBS 
(Central Bureau voor Schimmelcultures) 233-76, Mortierella isabellina 
NRRL ^lortem Regional Research Laboratories) 175 7; дрожжи -  Saccha- 
romyces cerevisiae (коммерческий продукт VAHINE Monteux), Rho- 
dotonila glutinis NRRL Y 1091 и бактерии Lactobacillus kefir DSM 
(Deutsche Sannnlung von Mikroorganismen und Zellkulturen) 20587.

Для культивирования микроорганизмов использовали полно­
ценные, полусинтетические и синтетические среды. Глюкозу, гексан, 
гексен-1, нонан, нонен-4, 5-хлор-4-нонанон и 4-хлор-5-нонанон до­
бавляли в качестве единственного источника углерода и энергии в
количествеО,1 иО,2 %(об.).

• ч '«

Культивирование микроорганизмов осуществляли в колбах Эр- 
ленмейера объемом 250 и 500 мл на качалке в условиях аэрации (200
об/мин) при 27° и 30°С.

Рост бактериальных культур контролировали путем измерения 
экстинкции культуральной жидкости на фотометре КФК-3 в кюветах 
толщиной 0,5 см при 580 нм.

Химический синтез окисей гексена-1 и нонена-4 проводили по 
методу [Anderson H.V., Garrett E.R., Lincohi F.H. e.a., 1954], 5-хлор-4- 
нонанона -  по методу [Fawzi M.M., Gutsche C.D., 1966; Hooz J., Brid- 
son J.N., 1972], 4-хлор-5-нонанона -  по методу [Bodot H., Dieuzeide E., 
Jullien J., 1960], 4,5-эпоксинонана -  по методу [Denmark S.E., Parker 
J.D.L., Dixon J.A., 1997], (+)-а-метокси-а-трифторметилацетилхлори- 
да -  по методу [ Dale J.A., Dull D.L., Mosher H.S., 1969], дехлорирова­
ние 5-хлор-4-нонанола -  по методу [Denmark S.E., Parker J.D.L., Dixon 
J.A., 1997], раскрьггие 4,5-эпоксинонана -  по методу [Eliel E.L., Rerick 
M.N., 1960].

Выделение диазокетонов о-хдопкетонов диастерепмеров a- 
хлоргидринов, эпоксидов и спиртов осуществляли методом 
жидкостной колоночной хроматографии на колонках 1x 100 см или 
3x200 см с силикагелем 60 Merck (70-230 mesh) в системе пен- 
тан:диэтиловый эфир (95:5, об.).

Идентификацию a -хлоркетонов и а-хлоргидринов проводили 
методом TCX с использованием пластинок силикагеля 60 F254, пятна с 
пластинок элюировали смесью пенташдиэтиловый эфир (95:5, об.). 
Проявление хроматограмм осуществляли путем распыления раствора 
ванилина.

Определение содержания алкенов и окисей алкенов в 
культуральных жидкостях проводили методом ГЖХ на хроматографе 
Hewlett Packard HP 4890D, содержания а-хлоркетонов, а-
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хлоргидринов и эпоксидов, а также энантиомерных избытков 
диастереомеров а-хлоргидринов и эпоксидов - на хроматографе 
Delsi-Nermag.

Определение активностей оксидоредуктаз в клетках бактерий 
осуществляли по методу [Dallner G., 1963; Roering D.L. e.a., 1972], а 
содержания цитохромов b5 и Р-450 - в соответствии с модифициро­
ванным нами методом [Omura T., Sato R., 1964] на спектрофотометре 
Specord М-40.

Для определения абсолютной конфигурации диастереомеров a- 
хлоргидринов и эпоксидов и их энантиомерных избытков 
использовали методы спектроскопии ЯМР 13C и 1H (Bruker AC400).

Определение удельного вращения энантиомеров спиртов, 
диастереомеров a -хлоргидринов и эпоксидов проводили на 
поляриметре Perkin-Elmer 141 (полоса J ртутная).

B главе 3 представлены результаты исследований процессов по­
лучения хиральных эпоксидов микробиологическим окислением ал- 
кенов с двойной связью в конце и удаленной от конца углеводород­
ной цепи, изучения свойств монооксигеназной ферментной системы 
бактерий Pseudomonas aeruginosa PAOl и Pseudomonas fluorescens B- 
22, получения хирального 4,5-эиоксинонана из соответствующих a- 
хлоркетонов и определения его абсолютной конфигурации.

Непременным условием для регулирования процесса трансфор­
мации субстрата в продукт являются знания корреляции между рос­
товым и трансформационным процессами, происходящими в культу­
ре микробных клеток. Исследования динамики окисления гексена-1 
растущими на среде с гексаном в качестве единственного источника 
углерода и энергии культурами бактерий P.aeruginosa PAOl и 
P.fluorescens В-22 показали, что максимальной продуктивности по 
1,2-эпоксигексану клетки бактерий обоих видов достигают в середи­
не логарифмической фазы роста. Причем, бактерии P.fluorescens B- 
22 более эффективно эпоксидируют гексен-1, чем бактерии 
P.aeruginosa PAOL Максимальная степень конверсии гексена-1 для 
первых составляет 70,6% , а для вторых - 61,5%.

По мере удаления двойной связи от конца к середине углеводо­
родной цепи алкена эффективность микробиологического эпоксиди- 
рования снижается, что обусловлено стерическими затруднениями. 
Динамика окисления нонена-4 растущими на среде с нонаном в каче­
стве единственного источника углерода и энергии культурами бакте­
рий P.aeruginosa PAOl и P.fluorescens В-22 аналогична таковой при 
окислении гексена-1 за исключением того, что кинетика клеточного
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роста характеризуется наличием болес длительной лаг-фазы, 
необходимой микроорганизмам для адаптации к субстрату с большим 
числом углеродных атомов. Как и в случае окисления гексена-1, бо­
лее эффективно эпоксидируют нонен-4 бактерии P.fluorescens В-22. 
Максимальная степень конверсии нонена-4 для них составляет 14,2%, 
а для P.aeruginosa PAOl- 9,9%.

Результаты исследования специфичности эпоксидирования 
нонена^ бактериями P.aeruginosa PAOl и P.fluorescens В-22 в 
зависимости от конфигурации двойной связи свидетельствуют о том, 
что эпоксидированию подвергается только цис-изомер ноненаА

Функционирование цитохром Р-450-содержащей монооксиге- 
назной ферментной системы требует участия оксидоредуктаз

* • I  L  . . .

НАДФН-Н - и НАДН-Н -зависимых элеКтронтранспортных цепей, 
цитохромов b5 и P-450. Результаты исследований влияния структуры 
окисляемого субстрата на активность оксидоредуктаз и содержание 
цитохромов Ь5 и Р-450 в клетках бактерий P.aeruginosa PAOl и 
P.fluorescens В-22 показали, что при замене шестиуглеродного угле­
водного субстрата на шестиуглеродные углеводородные для обоих 
штаммов бактерий происходит увеличение всех видов НАДН-Н*- 
редуктазных активностей, в то время как НАДФН-Н*-редуктазные ак­
тивности или незначительно увеличиваются в большинстве случаев, 
или даже уменьшаются (табл.1). Однако, такой тенденции не наблю­
дается при использовании девятиуглеродного углеводорода -  нонена- 
4. Разнонаправленные изменения активностей различных оксидоре­
дуктаз объясняются различием химических реакций, протекающих на 
цитохроме Р-450 с разными углеводородами.

Максимальные значенця НАДНП+- и НАДФН-Н*- 
феррицианидредуктазных активностей свидетельствуют о том, что
наибольшее влияние углеводородные субстраты оказывают на актив­
ность НАДНН+-цитохром Ь5-редуктаз и НАДФН• Н+-цитохром P-450- 
редуктаз, участвующих в транспорте электронов от НАДН-Н* и 
НАДФН-Н* соответственно к цитохромам b5 и Р-450. Это, в свою 
очередь, указывает на непосредственное участие цитохромов Ь5 и P- 
450 в окислении углеводородных субстратов клетками бактерий.

B результате измерения содержания цитохромов Ь5 и Р-450 в 
клетках P.aeruginosa PAOl и P.fluorescens В-22 показано, что в клет­
ках бактерий обоих видов, взятых в различных фазах роста, замена 
глюкозы на углеводороды вызывает активацию биосинтеза цитохро­
мов Ь5 и Р-450 (табл.2). Значительное увеличение содержания фер­
ментов в клетках бактерий наблюдается в экспоненциальной и ста-
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ционарной фазе роста (для P.aeruginosa PAOl). Причем, это увеличе­
ние наиболее заметно для бактерий P.Jluorescens В-22, что хорошо 
согласуется с данными по наибольшей эффективности 
эпоксидирования гексена-1 и нонена-4 этими бактериями. При пере­
ходе клеток из экспоненциальной фазы в стационарную содержание 
гемопротеинов уменьшается в связи с исчерпанием источника угле­
рода в среде.

Таблица 1
Активности оксидоредуктаз с добавленными акцепторами электронов

в клетках P.aeruginosa PAOl и P.fluorescens В-22, 
_____________выращенных на различных субстратах _________

Донор/акцептор
электронов

Активность оксидоредуктаз,
___________ нмоль/минмг белка____________
_________________ субстрат_____""’

глюкоза гексан гексен- 1 нонен-4
Pseudomonas aeruginosa PAO1

НАДН^б-ДХФИФ1 1,71 2,30 2,70 3,51
НАДФН:2,6-ДХФИФ 2,21 2,94 3,07 1,68

НАДН:цитохром с 1,81 1,98 3,15 0,97
НАДФН:цитохром с 0,52

- ---------- “ ^^^™

0,39 1,43 0,40
HA1ZtfTK3Fe(CN)6 21,47 79,90 83,24 35,48

НАДФН: K3Fe(CN)6 14,24 43,07 26,22 20,54
НАДН:НТ2 0,35 0,35 0,06 0,11

НАДФН:НТ 0,14 0,27 0,21 0,03
Pseudomonas fluorescens В-22

НАДН:2,6-ДХФИФ 4,11 4,94 7,44 3,77
НАДФН:2,6-ДХФИФ

■ ■ — — ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ I ............................ ■ ■■■ I — м
1,65 1,67 2,83 2,09

•

НАДН: цитохром с 1,66 2,78 4,17 : 0,37
НАДФН:цитохром с 0,51 0,86 0,84 0,43

НАДН: K3Fe(CN)6 50,26 60,46 82,48 28,57
НАДФН: K3Fe(CN)6 27,78 31,30 56,10 13,76

НАДН-.НТ 0,10 0,17 0,14 0,14
_______ НАДФН:НТ_______ 0,23 0,21 0,12 0,07

Примечания:
1. 2,6-ДХФИФ -  2,6-дихлорфенолиндофенолят натрия;
2. HT -  неотетразолий синий.
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Таблица 2
Содержание цитохромов Ь5 и Р-450 в клетках P.aeruginosa PAOl 

и P.fluorescens В-22, вьфащенных на различных субстратах и
в зависимости от фазы роста бактерий

Субстрат Содержание цитохрома b5, 
______нмоль/мг белка______

Содержание цитохрома Р-450, 
_______ нмоль/мг белка_______

экспонен­
циальная

фаза

стацио­
нарная
фаза

Н 1 М ш т м в Л н т м ш н ш 1 1 1 Ш ш 1 ш м н и

экспонен­
циальная 

фаза_____

стацио­
нарная

фаза
^ ^ ■ в И И Ш 1 М Ш |1 И И 1 1 И ^ в в в Ч В 1 И 1 И

Pseudomonas aeruginosa PAO1
Г люкоза 0,01 0,01 0,03 - 0 ,02:
Г ексан 0,02 0,02 0,05 -

Гексен- 1 0,04 0,04 0,08 0,04
Нонен~4 0,06 0,03 0,09 . 0,08

Pseudomonas fluorescens В-22
Глюкоза 0,04 0,02 0,02 -

Гексан 0,12 0,05 0,10 0,08
Г ексен-1 0,18 0,03 0,21 0,03
Нонен-4 0,05 0,01 0,18 0,02

B исследованиях процесса микробиологического восстановле­
ния а-хлоркетонов -  5-хлор-4-нонанона и 4-хлор-5-нонанона -  ис­
пользованы микроорганизмы: Aspergillus niger, Mortierella isabellina, 
Saccharomyces cerevisiae, Rhodotorula glutinis и Laetobaeillus kefir.

Pp̂ VTbTaTbT микробиологического восстяночления 5-xnor>-4- 
нонанона и 4-хлор-5-нонанона (табл.З) свидетельствуют о том, что 
для обоих а-хлоргидринов получены 3 оптически активных диасте­
реомера (Tpeo-(4S,5S)-, 3pmpo-(4S,5R)- и 3pmpo-(4R,5S)-H30Mepbi).

B связи с тем, что энантиомерная чистота эпоксидов непосред­
ственно связана с энантиомерной чистотой соответствующих диасте- 
реомеров а-хлоргидринов, для химического синтеза эпоксидов из a- 
хлоргидринов выбраны диастереомеры a -хлоргидринов с наиболь­
шими энантиомерными избытками. B результате получены четыре 
энантиомерно чистых изомера 4,5-эпоксинонана (табл.4). Выходы 
эпоксидов достаточно высокие, причем HHC-(4S,5R)- и nnc-(4R,5S)- 
изомеры 4,5-эпоксинонана образуются соответственно из ipeo-
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(45.55) -H30MepoB 5-хлор-4-нонанола и 4-хлор-5-нонанола, транс-
(45.55) -3noKCHHOHaH -  из эритро-(48,5К)-5-хлор-4-нонанола и эритро- 
(4^58)-4-хлор-5-нонанола, а TpaHc-(4R,5R)-3noKCHHOiiaii -  из эритро- 
(4^58)-5-хлор-4-нонанола, т.е. в ходе образования эпоксида проис­
ходит инверсия конфигурации атома углерода а-хлоргидрина, несу­
щего хлор. Рацемизации в ходе реакции дегидрогалогенирования не 
наблюдалось.

Таблица 3
Эффективность и стереоспецифичность микробиологического

восстановления а-хлоркетонов

Микро­
организмы

Суб­
страт

Tpeo хлоргидрин Эритро хлоргидрин Выход,
%

(соотно­
шение

диастере­
омеров)

[a]o25,
град.

e.e.,
%

абс.
конф.

[a]D25,
град.

e.e.,
%

абс.
конф.

S.cerevisiae 1* -36 >98 4S,5S +14 >98 4S,5R
**■■■̂̂•*"̂"*■*̂*■■̂■■■•̂ 
15 (57/43)

2* -6 17 4S,5S +13 >98 4R,5S 28 (85/15)
R.glutinis 1 -36 >98 4S,5S -14 >98 4R,5S 8 (50/50)

2 -32 >98 4S,5S +10 78 4R,5S 14 (50/50)
A.niger_____ 1 -23 65 4S,5S -10 71 4R,5S 8 (60/40)
M.isabellina 1 -11 30 4S,5S - - - 5 (85/15)

2 ^ 12 4S,5S +3 23 4R,5S 52 (50/50)
L.kefir 1 -27 75 4S,5S -14 >98 4R,5S 6 (40/60)

2 -32 >98 4S,5S -13 >98 4S,5R 20 (40/60)
Примечания:
1. 1 * -  5-хлор-4-нонанон;
2. 2* -  4-хлор-5-нонанон.

Для определения энантиомерных избытков (e.e.) каждого изоме­
ра а-хлоргидринов и 4,5-эпоксинонана применяли ряд методов. Ана­
лиз e.e. диастереомеров 5-хлор-4-нонанола и 4,5-эпоксинонана про­
водили с помощью ГЖХ с использованием колонки с хиральной не­
подвижной фазой. Анализ e.e. диастереомеров 4-хлор-5-нонанола 
осуществляли с помощью ПМР-спектроскопии с применением мето­
да определения диастереомерного состава после превращения каждо­
го диастереомера рацемической смеси а-хлоргидрина (для выбора
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оптимальных условий выделения 2-х энантиомеров) и последующего 
превращения оптически активного энантиомера а-хлоргидрина в со­
ответствующие а-метокси-а-трифторметилфенилацетаты (МТФА- 
эфиры).

Таблица 4
Стереохимические соотношения 4,5-эпоксинонана

с предшественниками

а-Хлоркетон а-Хлоргидрин Эпоксид Выход,
%

абс.
конф.

биоката-
лизатор

[a]o25,
град.

e.e.,
%

абс.
конф.■ ■■■ -— !-̂ b-̂ -

1* (4S,5S) S.cerevisiae -5 >98 (4S,5R) 50
1 (4S,5R) S.cerevisiae -32 >98 (4S,5S) 70
1 (4R,5S) L.kefir +32 >98 (4R,5R) 72
2* (4S,5S) R.glutinis +5 >98 (4R,5S) 48
2 (4R,5S) R.glutinis -25 >98 (4S,5S) 71

Примечания:
1. 1* - 5-хлор-4-нонанон;
2. 2* - 4-хлор-5-нонанон.

Для определения абсолютной конфигурации диастереомеров 5- 
хлор-4-нонанола сначала проводили реакцию дехлорирования для a- 
хлоргидрина, который первым элюировался из колонки среди про­
дуктов восстановления 5-хлор-4-нонанона дрожжами S.cerevisiae. 
Полученный 4-нонанол имел S-конфигурацию (исходя из сравнения 
знака удельного вращения полученного спирта с литературными дан­
ными). Таким образом, асимметрический атом С-4 5-хлор-4-нонанола 
имеет S-конфигурацию. Для определения абсолютной конфигурации 
С-5 атома 5-хлор-4-нонанола осуществляли превращение 5-хлор-4- 
нонанола в 4,5-эпоксинонан, по ПМР-спектру которого была уста­
новлена его цис-конформация. Известно, что цис-эпоксиды образу­
ются из трео-а-хлоргидринов, тогда как транс-эпоксиды - из эритро- 
a -хлоргидринов. Более того, при образовании эпоксида происходит 
инверсия конфигурации атома углерода, несущего хлор. B связи с 
этим, полученный нами изомер 5-хлор-4-нонанола имеет трео- 
(48,58)-конфигурацию, а цис-4,5-эпоксинонан -  (4S,5R)-
конфигурацию.
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Эти же реакции были проведены и для другого изомера 5-хлор- 
4-нонанола. B результате реакций получены (48)-4-нонанол и транс- 
(4S,5S)-oriOKCHHOHaH, вследствие чего второму изомеру 5-хлор-4- 
нонанола присвоена конфигурация 3pmpo-(4S,5R).

Абсолютные конфигурации диастереомеров 4-хлор-5-нонанола, 
полученного восстановлением 4-хлор-5-нонанона дрожжами 
R.glutinis, были определены с помощью синтеза соответствующих 
4,5-эпоксинонанов. Изомер 4-хлор-5-нонанола, первым элюировав­
шийся из хроматографической колонки, был превращен в 4,5- 
эпоксинонан, по ПМР-спектру которого была установлена его цис- 
конформация. Знак его удельного вращения был противоположен 
знаку удельного вращения цис-(48,5К)-эпоксинонана, полученного 
циклизацией трео-(48,58)-5-хлор-4-нонанола. B связи с этим, первому 
элюировавшемуся изомеру 4-хлор-5-нонанола была присвоена трео- 
(48,58)-конфигурация, а цис^,5-эпоксинонану -  (4R,5S)-
конфигурация. C помощью той же реакции из второго элюировавше­
гося из хроматографической колонки изомера 4-хлор-5-нонанола был 
получен TpaHC-(4S,5S)-3noKCHHOHan. Знак его удельного вращения со­
ответствовал знаку удельного вращения транс-(48,58)-эпоксинонана, 
полученного циклизацией эpитpo-(4S,5R)-5-xлop-4-нoнaнoлa. Поэто­
му второму изомеру 4-хлор-5-нонанола была присвоена эритро- 
(4R,5 8)-конфигурация.

Эти результаты бьши подтверждены и другим химическим пре­
вращением. Каждый диастереомер 4,5-эпоксинонана был подвергнут 
обработке с целыо раскрытия оксиранового цикла с образованием 
смеси 4- и 5-нонанолов. B связи с тем, что 5-нонанол оптически неак­
тивен, знак удельного вращения полученной смеси соответствовал 
знаку удельного вращения 4-нонанола. Ha основании сравнения зна­
ков удельного вращения энантиомеров 4-нонанола с литературными 
данными мы присвоили (4R)-кoнфигypaцию спирту, полученному из 
HHC-(4R,5S)-3noKCHHOHaHa, и (48)-конфигурацию спирту, полученно­
му из TpaHC-(4S,5S)-3noKCHHOHaHa. Так как реакция эпоксидирования 
протекает с инверсией конфигурации С-4 атома, мы подтвердили 
присвоенную ранее конфигурацию С-4 атома обоих диастереомеров 
4-хлор-5-нонанола.

Таким образом, проведенные исследования показали, что с 
точки зрения химических и оптических выходов для получения 
хиральных эпоксидных соединений с оксирановым циклом, 
удаленным от конца углеводородной цепи, целесообразно 
использовать химико-ферментативный синтез из соответствующих а-



галогенкетонов. Ha рис.1 представлена схема получения оптическ 
активного 4,5-эпоксинонана с использованием ферментных систе 
микроорганизмов.
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Наработка биомассы бактерий 
Lactobacillus kefir или 

использование лиофилизированных 
дрожжей Saccharomyces cerevisiae

Биокаталитическое восстанов­
ление 5-хлор-4-нонанона 

(10 г; 56,7 ммоль)

Наработка биомассы дрожже! 
Rhodotorula glutinis

Биокаталитическое восстанов 
ление 4-хлор-5-нонанона 

(10г;56,7ммоль)

Выделение диастереомеров 
5-хлор-4-нонанола и 4-хлор-5-нонанола

Диастереомеры 
5 -хлор-4-нонанола:

(4S,5S) -  0,86 г; 4,8 ммоль 
(4S,5R) -  0,65 г; 3,6 ммоль 
(4R,5S) -  0,04 г; 0,2 ммоль

Диастереомеры 
4-хлор-5-нонанола:

(4S,5S) -  0,7 г; 3,9 ммоль 
(4R,5S) -  0,7 г; 3,9 ммоль

Дегидрохлорирование диастереомеров 
5-хлор-4-нонанола ŷ 4-хлор-5-нонанола

Выделение диастереомеров 4,5-эпоксинонана

(4S,5R) -  0,43 г; 3 ммодь (4R,5S) -  0,34 г; 2,4 ммолъ
(4S,5S) -  0,45 г; 3,2 ммоль (4S,5S) -  0,5 г; 3,5 ммоль
(4R,5R) -  0,03 г; 0,2 ммоль

\
Рис.1. Способ получения оптически активного 4,5-эпоксинонана 

с использованием ферментных систем микроорганизмов

Применение разных микроорганизмов на стадии восстановлени 
а-галогенкетонов в а-галогенгидрины может обеспечить целевое пс 
лучение строго определенных энантиомеров соответствующих эпш 
сидных соединений.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

B результате проведенных исследований с использованием фер­
ментных систем микроорганизмов получен оптически активный 4,5- 
эпоксинонан, изучена его стереохимия и определена роль моноокси- 
геназной ферментной системы в эиоксидировании алкенов. Результа­
ты исследований позволяют сделать следующие выводы:

1. Из 15 штаммов бактерий Pseudomonas aeruginosa и 14 штам­
мов бактерий Pseudomonas Jluorescens отобраны 2 штамма -  
P.aeruginosa PAOl и P.Jluorescens В-22, способные эпоксидировагь 
алкен с двойной связью в конце углеводородной цепи. Бактерии 
P.Jluorescens В-22 более эффективно эпоксидируют гексен-1, чем бак­
терии P.aeruginosa PAOl. Максимальная степениь конверсии гексена-1 
для первых, составляет 70,6% , а для вторых - 61,5% [11,12, 13].

2. Исследован процесс эпоксидирования алкена с двойной свя­
зью, удаленной от конца углеводородной цепи, клетками бактерий 
P.aeruginosa PAOl и P.Jluorescens В-22. Как и в случае окисления 
гексена-1, более эффективно эпоксидируют нонен-4 бактерии 
P.Jluorescens В-22. Максимальная степень конверсии нонена-4 для 
них составляет 14,2% , а для P.aeruginosa PAOl- 9,9%. Эпоксидиро- 
ванию данными бактериями подвергается только цис-изомер нонена- 
4[8, 9, 11, 12, 13].

3. Установлено наличие цитохром Р-450-содержащей моноокси- 
геназной ферментной системы и активация ее биосинтеза в клетках 
бактерий P.aeruginosa PAOl и P.Jluorescens В-22, эпоксидирующих 
алкены. Показана зависимость активностей оксидоредуктаз и содер- 
.ivuiiiL* щиохромов Ь5 и Р-450 у данныч бактерий от структуры 
субстрата и фазы роста бактерий [7, 10, 13].

4. C использованием различных штаммов мицелиальных грибов, 
дрожжей и бактерий получены 3 оптически активных диастереомера 
5-хлор-4-нонанола и 4-хлор-5-нонанола (Tpeo-(4S,5S)-, эритро- 
(4S,5R)- и 3pHTpo-(4R,5S)-H30Mepbi) [2,4, 6, 8, 12,13].

5. Из диастереомеров 5-хлор-4-ионанола и 4-хлор-5-нонанола 
получены четыре изомера 4,5-эпоксинонана (nnc-(4S,5R)-, цис- 
(4R,5S)-, Tpanc-(4S,5S)- и TpaHC-(4R,5R)-H30Mepbi) с высокими 
химическими (48-72%) и оптическими (e.e. > 98%) выходами, что де­
лает химико-ферментативный синтез хирального 4,5-эпоксинонана из 
а-хлоркетонов предпочтительным по сравнению с микробиологиче­
ским эпоксидированием нонена-4 [6, 8, 12, 13].
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Получение оптически активных эпоксидных соединений 
с применением ферментных систем микроорганизмов

Ключевые слова: микроорганизмы, оптически активные эпокси­
ды, алкены, а-хлоркетоны, а-хлоргидрины, цитохромы Ь5 и P-450, 
оксидоредуктазы, диастереомеры, абсолютная конфигурация.

Объекты исследования -  углеводородокисляющие бактерии ро­
да Pseudomonas, а также микроорганизмы, восстанавливающие кар­
бонильные соединения и способные образовывать а-галогснгидрины 
из а-галогенкетонов. Цель работы -  микробиологическое получение 
хирального 4,5-эпоксинонана 2-мя путями -  микробиологическим 
окислением нонена-4 и химико-ферментативным синтезом из a- 
галогенкетонов. B работе использованы современные микробиологи­
ческие, биохимические, химические и физико-химические методы 
исследования, оборудование отечественных и зарубежных фирм: 
УВМТ-12-250, КФК-3, Specord М-40, Hewlett Packard HP 4890D, Bru- 
ker AC 400, Perkin-Ebner 141. Впервые осуществлен синтез оптически 
активного 4,5-эпоксинонана из нонена-4 с использованием бактерий, 
а также из 5-хлор-4-нонанона и 4-хлор-5-нонанона с использованием 
мицелиальных грибов, дрожжей и бактерий на стадии восстановления 
а-хлоркетонов в а-хлоргидрины. Впервые установлено, что только 
цис-изомер нонена-4 подвергается эпоксидированию вышеуказанны­
ми бактериями. Впервые показано наличие цитохром P-450- 
содержащей монооксигеназной ферментной системы и активация ее 
биосинтеза в клетках бактерий Pseudomonas aeruginosa PAOl и 
Pseudomonas fluorescens В-22, эпоксидирующих алкены. Впервые оп­
ределена абсолютная конфигурация 5-хлор-4-нонанола, 4-хлор-5- 
нонанола и 4,5-эпоксинонана. Результаты исследований могут быть 
использованы при разработке технологии получения оптически ак­
тивных эпоксидных соединений с оксирановым циклом, удаленным 
от конца углеводородной цепи, с помощью микроорганизмов, а также 
для защиты окружающей среды от за1рязнения ее алкенами и a- 
галогенкетонами.
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Атрыманне аптычна актыуных эпаксщных злучэнняу 
з прымяненнем ферментных сютэм м1крааргашзмау

Юпочавьм словы: мжрааргашзмы, аптьшна актыуныя эпаксщы, 
алкены, а-хлоркетоны, а-хлоргщрыны, дыгахромы b5 i P-450, 
аксщарэдуктазы, дыястэрэамеры, абсалютная канфшурацыя.

Аб’екты даследавання — бактэрьн роду Pseudomonas, як1я 
акюляюць вуглевадароды, а таксама м1крааргащзмы, яюя 
аднауляюць карбаншьныя злучэнш i здольньы утвараць a- 
галагенгщрыны з a -галагенкетонау. Мэта работы -  м1краб1ялапчнае 
атрыманне х1ральнага 4,5-эпаксшанану 2-мя шляхам! -  
м1крабшлапчным аюсленнем нанену-4 i х1мжа-ферментатыуным 
шнтэзам з а-галагенкетонау. У рабоце выкарыстаны сучасныя 
мшраб1ялапчныя, бшх1м1чныя, х1м1чныя i ф1зка-х1м1чныя метады 
даследавання, абсталяванне айчынных i замежных ф1рм: УВМТ-12- 
250, КФК-3, Specord М-40, Hewlett Packard HP 4890D, Bruker AC 400, 
Perkin-Elmer 141. Упершыню ажьщцёулены сштэз аптычна актыунага 
4,5-эпаксшанану з нанена-4 з вьпсарыстаннем бактэрый, а таксама з 5- 
хлор-4-нананону i 4-хлор-5-нананону з вьпсарыстаннем мщэлшльных 
грыбоу, дражджэй i бактэрый на стадьн аднаулення а-хлоркетонау у 
а-хлоргщрьшы. Упершьппо устаноулена, што толью цыслзамер
нанену-4 падвяргаецца эпаксщаваншо вышэипаказаным!
Упершыню паказана наяунасць цытахром Р-450-утрымл1ваючай 
монааксшеназнай ферментнай сютэмы i актывацыя яе бшантэзу у
клетках бзктэоый Pscudoffioitos ост ~^so PAOl 1 P eetk1 *tofios fluo

А. O J

rescens В-22, яюя эпакшдуюць алкены. Упершыню вызначана 
абсалютная канф1гурацыя 5-хлор-4-нананолу, 4-хлор-5-нананолу i 
4,5-эпаксшанану. Рэзультаты даследаванняу могуць быць 
вьпсарыстаны пры распрацоуке тэхналогй атрымання аптычна 
актыуных эпаксщных злучэнняу з акаранавым цыклам, аддаленым ад 
канца вуглевадароднага ланцуга, з дапамогай мпсрааргашзмау, а 
таксама для аховы навакольнага асяроддзя ад забруджвання яе 
алкенам1 i а-галагенкетонамь
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SUMMARY

AKHRAMOVICH Tatyana Igorevna

Preparation of optically active epoxide compounds using
enzyme systems of microorganisms

Key words: microorganisms, optically active epoxides, alkenes, a- 
chloroketones, a-chlorohydrines, cytochromes b5 and P-450, oxydoreduc- 
tases, diastereomers, absolute configuration.

Objects of the investigation: bacteria of genus Pseudomonas oxy- 
dazing of hydrocarbons and microorganisms which capable to reduce of 
carbonylic compounds and transform a-chloroketones into a- 
chlorohydrines. Purpose of the investigation: preparation of chiral 4,5- 
epoxynonane by two methods using microorganisms - microbiological 
oxydation of nonene-4 and chemical-enzymatic synthesis from a- 
halogenoketones. Recent microbiological, biochemical, chemical and 
physico-chemical methods were applied and the following instruments 
were used: UVMT-12-250, KFK-3, Specord M-40, Hewlett Packard HP 
4890D, Bruker AC 400, Perkin-Elmer 141. For the first time the optically 
active 4,5-epoxynonane has been synthesized from nonene-4 using bacte­
ria, and also from 5-chloro-4-nonanone and 4-chloro-5-nonanone using 
fungi, yeasts and bacteria at the step of reduction of a-chloroketones into 
a-chlorhydrines, have been developed. For the first time it has been found 
that only cis-isomer of nonene-4 undergoes the epoxydation. For the first 
time the presence of cytochrome P-450-dependent monooxygenase en­
zyme system and activation of biosynthesis in alkene-epoxidizing 
Pseudomonas aeruginosa PAOl and Pseudomonas fluorescens B-22 cells 
has been shown. For the first time the absolute configuration of 5-chloro- 
4-nonanol, 4-chloro-5-nonanol and 4,5-epoxynonane has been established. 
The results of this investigation can be applied for designing microbiologi­
cal technologies for preparation of optically active epoxides with non­
terminal oxyrane ring and also for protection of environment from pollu­
tion by alkenes and a-haloketones.
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