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(57) 1. Энантиоселективный способ полу-
чения S-энантиомера оптически активно-
го циангидрина взаимодействием соот-
ветствующего альдегида или метилкетона
с донором цианогруппы общей формулы

R1R2C(OH)(CN),
где R1t R2- алкильный остаток,
в присутствии фермента с выделением
образовавшегося циангидрина из реакцион-
ной смеси, о т л и ч а ю щ и й с я тем,

Изобретение касается ферментного
способа энантиоселективного получения
оптически активных циангидринов из аль-
дегида или несимметричного кетона и до-
нора циангруппы при воздействии окси-
нитриллиазы.

Циангидрины являются ценными про-
дуктами для синтеза альфа-оксикислот,
которые используются при получении био-
логически активных веществ, например,
фармацевтических активных веществ, ви-
таминов, а также пиретроидных соедине-
ний.

что в качестве фермента используют S-
оксинитриллиазу с активностью по мень-
шей мере 500, предпочтительно 500-2000
ME, и процесс ведут в среде разбавителя
при рН 3-5.

2. Способ по п. 1 , о т л и ч а ю щ и -
й с я тем, что в качестве донора циано-
группы используют ацетонциангидрин.

3. Способ по любому из пп. 1 и 2, о т-
л и ч а ю щ и й с я тем, что в качестве
разбавителя используют водный разбави-
тель.

4. Способ по любому из пп. 1-3, о т-
л и ч а ю щ и й с я тем, что в качестве
S-оксинитриллиазы используют S-оксинит-
риллиазу из рода Hevea Brasiliensis или
Sorghum bicolor.

5. Способ по любому из пп. 1-4, о т-
л и ч а ю щ и й с я тем, что выделение
и очистку циангидрина осуществляют хро-
матографированием.

В J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 6 9 9 2 -
6996 описан способ получения R-циан-
гидринов реакцией обмена ароматичес-
ких или алифатических альдегидов с аце-
тонцингидрином в присутствии D-оксинит-
рилазы. Чтобы получить обогащенный
энантиомерами продукт, процесс необхо-
димо проводить в присутствии органичес-
кого, не смешивающегося с водой раст-
ворителя, так как один водный раствор
приводит к рацемизации продукта.

Заявителем неожиданно был найден
энантиоселективный способ получения S-
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энантиомера оптически активного циан-
гидрина, при котором образуются продук-
ты с высокой оптической читотой и при
котором не нужно использовать цианис-
товодородную кислоту и органический 5
растворитель. S-циангидрины, произведен-
ные от алифатических альдегидов, могут
таким образом быть получены при помо-
щи S-оксинитриллиазы.

Предметом изобретения является 10
энантиоселективный способ получения S-
энантиомера оптически активного циан-
гидрина путем реакции обмена между аль-
дегидом или несимметричным кетоном и
донором цианогруппы, который отличает- 15
ся тем, что проводится реакция обмена
между альдегидом или кетоном в разба-
вителе в присутствии S-оксинитриллиазы
и донором цианогруппы, после чего осу-
ществляется выделение образующегося 20
циангидрина из реакционной смеси.

3 качестве исходных материалов в
предложенном в изобретении способе ис-
пользуются альдегид или несимметрич-
ный кетон, донор цианогруппы, оксинит- 25
риллиаза и разбавитель.

В качестве альдегида используют али-
фатические или ароматические альдеги-
ды. В качестве кетона используют метил-
кетон. 30

В качестве донора цианогруппы при-
меняется циангидрин общей формулы
R,R2C(OH)(CN), в которой R, и R2 незави-
симо друг от друга означают алкильный
остаток. 35

Получение донора цианогруппы мо-
жет осуществляться известными способа-
ми.

В качестве оксинитриллиазы приме-
няется S-оксинитриллиаза, например, из 40
рода Sorghum bicolor и Hevea brasiliensis.
Наиболее подходящей оказалась оксинит-
риллиаза из рода Hevea brasiliensis. Ок-
синитриллиаза может при этом использо-
ваться в очищенном или в неочищенном 45
виде, как сама по себе или в иммобилизи-
рованной форме. Подготовка и очистка ок-
синитриллиазы может осуществляться, нап-
ример, осаждением с сульфатом аммония и
последующей фильтрацией через гель, как 50
это показано в работе D. Selmer et al.,
Physiologia Plantarum 75 (1989), 97-101.

Способ согласно изобретению осу-
ществляют в разбавителе. Особенно пред-
почтительным оказалось проводить реак- 55
цию обмена в водном разбавителе без
добавок органических растворителей, ко-
торые сильно гасят активность фермента,
причем, это неожиданно, не происходит
рацемизации продукта. Однако предложен-

ный способ может также проводиться и в
органическом разбавителе или в присутст-
вии органического растворителя. Органи-

еский растворитель может при этом слу-
жить как сорастворитель в водной систе-
ме или как растворитель в двухфазовой
системе, например, в мембранном реак-
торе. В качестве органических разбавите-
лей могут использоваться алифатические
или ароматические углеводороды, галоге-
нированные в соответствующих случаях;
спирты; простые эфиры; сложные эфиры.
В качестве органического сорастворителя
могут использоваться смешивающиеся с
водой органические растворители, как нап-
ример, спирты, а в качестве растворите-
лей в составе двухфазовой системы- нес-
мешивающиеся с водой органические
растворители, как например, алифатичес-
кие или ароматические углеводороды, га-
логенированные при необходимости, а так-
же простые и сложные эфиры. В качест-
ве водного разбавителя используется во-
да, водный солевой или водный буфер-
ный раствор. Предпочтение отдается вод-
ному буферному раствору и особенно та-
кому, который содержит цитрат натрия.
Величина рН должна при этом быть нижа
7, предпочтительнее от 3 до 5.

На 1 г альдегида или несимметричного
кетона добавляют примерно от 150 до 300
г разбавителя и оксинитриллиазу в коли-
честве по меньшей мере 500, предпочти-
тельно от 500 до 2000 ME активности.

На моль используемой альдегидной
или кетонной группы используется не ме-
нее 1 моль, а предпочтительнее от 1 до
2 моль донора цианогруппы.

Процесс проводят путем встряхивания
или перемешивания реакционной смеси
при температуре примерно от 0 до тем-
пературы дезактивирования оксинитрил-
лиазы, предпочтительнее при температу-
ре от 20 до 30°С.

При этом цианогруппа донора пере-
ходит к атому карбонильного углерода ис-
пользуемого альдегида или кетона и об-
разуется преимущественно S-энантиомер
оптически активного циангидрина, соот-
ветствующего используемому альдегиду
или кетону. За ходом реакции следят ме-
тодом газовой хроматографии.

После окончания реакции образовав-
шийся циангидрин экстрагируют из реак-
ционной смеси при помощи органическо-
го растворите-ля, который не смешивается
с водой, например, лифатическими или
ароматическими, при необходимости га-
логенированными углеводородами, таки-
ми как пентан, гексан, бензол, толуол,
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метиленхлорид, хлороформ, хлорбензолы,
простыми эфирами, такими как диэтило-
вым эфиром, диизопропиловым эфиром
или сложными эфирами, например, эти-
ловым эфиром уксусной кислоты или сме- 5
сями таких растворителей. Если чистота
экстрагированного продукта недостаточ-
на, то затем может следовать операция
очистки. Очистка может осуществляться
каким-либо известным способом, но луч- 10
ше всего ее проводить методом хрома-
тографии.

В соответствии с предпочтительной
формой осуществления производят встря-
хивание при комнатной температуре сме- 15
си из примерно 100 мг альдегида в вод-
ном буферном растворе в количестве от
15 до 30 г с рН равной примерно 4,
содержащем цитрат натрия, вместе с 2
молями ацетонциангидрина на каждый 20
моль используемой альдегидной или ке-
тонной группы и оксинитриллиазой из
Hevea Brasiliensis активностью 200 ME. За
ходом реакции следят методом газовой
хроматографии. После окончания реакции 25
реакционуню смесь экстрагируют мети-
ленхлоридом, органическую фазу высу-
шивают и упаривают. Последующую очист-
ку остатка можно осуществлять методом
колоночной хроматографии. 30

П р и м е р 1. 100 мг капрональде-
гида (1 ммоль) растворяют в 20 мл 0,1
молярного цитратного буфера с величи-
ной рН равной 4, к раствору добавляют 1
г ферментного неочищенного изолята с 35
активностью 100 ME на грамм в виде
высушенного лиофильной сушкой порош-
ка, полученного в соответствий с методом
D. Selmar et al., Physiologica Plantarum 75
(1989), 9 7 - 1 0 1 , и 168 мг ацетонциангид- 40
рина (2 ммоль), и встряхивают смесь в
устройстве для встряхивания в течение 2
часов при комнатной температуре. За хо-
дом реакции следят с помощью газовой
хроматографии. После окончания реакции 45
трехкратно экстрагируют по 25 мл мети-
ленхлорида. Органические фазы объеди-

няют, сушат над сульфатом натрия и раст-
воритель отгоняют в роторном испарите-
ле.

При этом получают 114 мг, что сос-
тавляет 9 0 % от теоретического выхода, S-
капрональдегидциангидрина с чистотой
энантиомера 84%.

П р и м е р 2. Осуществляют взаи-
модействие между 80 мг бензальдегида
(0,75 ммоль) и 128 мг ацетонциангидрина
(1,5 ммоль), как это описано в примере
1, в 15 мл 0,1 молярного цитратного бу-
фера (рН 4) и 1 г описанного в примере
1 ферментного изолята.

При этом получают 45 мг, что состав-
ляет 4 5 % от теоретического выхода, S-
бензальдегидциангидрина с чистотой энан-
тиомера 94%.

Определение оптической чистоты об-
разующихся альдегидциангидринов осу-
ществляют газохроматографическим ме-
тодом на капиллярной колонке через ме-
тилкарбонат в соответствии с методом
J.W.Westley et al., J.Org. Chem. 33 (1968),
3978-3980.

Определение оптической чистоты ке-
тонциангидринов осуществляют газохро-
матографическим методом на хиральнои
разделительной фазе в соответствии с ме-
тодом V.Schuig et al., Aug. Chemie 102
(1990), 969-986.

П р и м е р 3. 100 мг метилпропил-
кетона (1,16 ммоль) растворяют в 15 мл
0,1 молярного цитратного буфера с зна*
чением рН 4, смешивают с 0,6 неочищен-
ного ферментного изолята с активностью
100 ME на грамм в виде высушенного при
вымораживании порошка (получен по D. Sel-
mar и др. Physiologica Plantarum 75, 1989,
97-101) и с 198 мг ацетонциангидрина
(2,32 ммоль) и встряхивают 2 ч при ком-
натной температуре. Реакцию контроли-
руют с помощью газовой хроматографии.
После установления равновесия газохро-
матографический анализ показан 4 0 % ме-
тилпропилкетонциангидрина с энантиомер-
ной чистотой 6 1 % .
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