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I. ВВЕДЕНИЕ

Оптически активные аминокислоты находят широкое применение в
различных отраслях народного хозяйства, в том числе в сельском хозяй-
стве (кормовые добавки, гербициды), пищевой промышленности (подсла-
стители, ароматизаторы, продукты для диетического питания), медицине
(инфузионные растворы, терапевтические средства). Стремительный рост
промышленного производства оптически активных аминокислот связан в
большой степени с открытием новых областей их использования. Так, на-
пример, внедрение в производство искусственного подсластителя аспар-
тама вызвало многократное увеличение объема производства L-фенил-
аланина и L-аспарагиновой кислоты за 5 лег (табл. 1) [1].

Совершенствование методов получения аминокислот с использованием
новых достижений биотехнологии позволяет значительно снизить стои-
мость оптически активных аминокислот, что, в свою очередь, открывает
возможности их применения в новых областях и значительно расширяет
рынок сбыта. Наглядным примером такого влияния технологии на цену
и объем производства выпускаемой аминокислоты является производство
лизина (табл. 2) [1].

Как правило, химический синтез аминокислот приводит к рацемиче-
скому продукту, получение же энантиомеров требует стадии оптического
разделения. Существующие методы расщепления рацематов аминокислот
можно разделить на три основные группы: физико-химические методы,
химические и биотехнологические (с участием ферментов или клеток
микроорганизмов). Физико-химические методы включают механическое-
разделение, селективную кристаллизацию и хроматографическое разде-
ление. В случае химического разделения на рацемическую аминокислоту
или ее производное действуют хиральным соединением и один из диасте-
реомеров отделяют с помощью кристаллизации, хроматографии и т. д.
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Таблица 1

Производство Ь-фенилаланина и L -аспарагиновой кислоты [1]

Год

1979
1984
1979
1984

Аминокислота

L-Phe
L-Phe
L-Asp
L-Asp

Основная область применения

Инфузионные растворы
Аспартам
Терапия, ароматизаторы
Аспартам

Общая
СТОИМОСТЬ

(млн. долл.)

7,4
~ 100,0

1,2 :
-15,0

Производство Х-лнзина

Таблица 2

Год

1956
1969
1980

Эффективность
производства

(усл. ед.)

1
4
8

Средняя цена
(долл./фунт)

23,7
4,45
2,10

Мировой объем
производства
(млн. фунтов)

0,2
7,0

90,0

Общая
стоимость

(млн. долл.)

5
31

189

Первые две группы пригодны для решения аналитических задач,
а также для крупномасштабного разделения ограниченного ряда амино-
кислот (например, L-глутаминовой кислоты с помощью селективной
кристаллизации), однако они не годятся для промышленного получения
широкого набора оптически активных аминокислот.

Наиболее распространенными в настоящее время являются методы
получения энантиомеров аминокислот с использованием ферментов или
микробных клеток. В данном обзоре не рассматриваются работы, опубли-
кованные до 1982 г., которые вошли в обзор Швядаса и Галаева [2] .
Высокая скорость и стереоспецифичность — характерные особенности
ферментативных реакций. Значительное ускорение реакции при исполь-
зовании ферментов можно продемонстрировать на следующем примере:
константа скорости неферментативного гидролиза мочевины — 4,15· 10~5 с~'
при 100° С, в то время как константа скорости реакции, катализируемой
уреазой равна 3-104 с" 1 при 20° С. Другой, не менее важной чертой фер-
ментов является специфичность по отношению к реакциям и субстратам.
Специфичность может быть абсолютной или почти абсолютной, так не-
которые ферменты действуют на молекулы только одного субстрата, в то
время как другие действуют на молекулы с сильными различиями в
•структуре, например, на целые классы соединений. Как правило, фер-
менты проявляют высокую специфичность к реакциям, но некоторые из
них способны катализировать и «чужие» реакции, например большинство
гидролаз катализируют реакции, типичные для трансфераз. Кроме того,
некоторые группы ферментов катализируют различные типы реакций,
т. е. проявляют мультикаталитическую функцию. В большинстве случаев
ферменты «безошибочно» демонстрируют абсолютную стереоспецифич-
ность в катализе, когда они действуют на участки молекулы, связанные
с хиральным центром субстрата, или образуют хиральные продукты из
ахиральных субстратов, исключением в этом отношении являются раце-
мазы и изомеразы. Даже ферменты, обладающие широкой специфич-
ностью по отношению к структуре субстрата, могут проявлять абсолютную
стереоспецифичность; например, оксидазы D-аминокислот (ЕС 1.4.3.3.)
катализируют окисление широкого круга D-амино- и /)-иминокислот,
не затрагивая L-аминокислот, аналогично действуют оксидазы /^амино-
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кислот (EG 1.4.3.2.). Стереоспецифичность не является обязательным:
свойством для ферментов, действующих на группы, удаленные от хи-
рального центра субстрата; так карбоксиэстераза (ЕС 3.1.1.1.) катализи-
рует гидролиз этиловых эфиров L- и D-тирозина с одинаковой скоростью.
В целом стереоспецифичность, свойственная ферментам, трудно достижи-
ма химическим путем, несмотря на то что в последние годы асимметри-
ческий синтез получил значительное развитие.

В силу этих факторов ферментативные методы получения оптически
активных аминокислот находятся в центре внимания исследователей на
протяжении нескольких десятилетий. Их можно разделить на 2 группы:
1) энантиоселективный ферментативный гидролиз производных амино-
кислот; 2) энантиоселективная ферментативная дериватизация амино-
кислот и их производных.

II. ЭНАНТИОСЕЛЕКТИВНЫЙ ФЕРМЕНТАТИВНЫЙ ГИДРОЛИЗ
ПРОИЗВОДНЫХ АМИНОКИСЛОТ

1. Сложные эфиры аминокислот

Энантиоселективное ферментативное расщепление сложных эфиров.
как метод получения оптически активных аминокислот известен еще с
начала века [3].

рацемизация

"F1

DL-R—СН—СООН" ν Z-R—СН—СООН + Z)-R—СН—COOR"—>• Z>-R—СН—СООН,.

NHR' NHR' NHR' NHR'

Е—фермент.

Продуктами гидролиза являются L-аминокислота и эфир D-изомера, ко-
торый подвергают неферментативному гидролизу или рацемизации для
последующего вовлечения в процесс расщепления рацемата. Известно·
много ферментов животного и микробного происхождения, обладающих
эстеразной активностью. Наиболее изученным из них являются ос-химо-
трипсин, отличающийся высокой активностью и энантиоселективностью
действия, в первую очередь, по отношению к специфическим субстра-
там — эфирам арматических N-ациламинокислот. Практическому приме-
нению фермента для разделения рацематов препятствует его высокая
цена и недоступность в больших количествах; иммобилизация фермента
позволяет снизить стоимость биокатализатора. В настоящее время иссле-
дования химотриптического гидролиза специфических субстратов направ-
лены, в основном, на разработку непрерывных процессов получения оп-
тически активных аминокислот [4, 5]. Так, ]Ч-ацетил-£-фенилаланин по-
лучают из его рацемического метилового эфира в реакторе мембранного
типа (мощность—1,3 кг/м2-дн) [4].

Другой путь снижения стоимости биокатализатора — использование
более дешевых ферментов, в том числе протеаз микробного происхожде-
ния и целых клеток. Так, Глензер с соавт. [6, 7] изучили возможность
использования пекарских дрожжей Sacharomyces cerevisiae для энантио-
селективного гидролиза рацемических эфиров N-ацетиламинокислот. Ра-
нее было известно [4], что клетки S. cerevisiae обладают оксидоредукта-
зной активностью: они катализируют энантиоспецифическое восстанов-
ление кетонов; об их гидролитической активности имелось весьма мало,
данных. Оказалось, что они способны гидролизовать сложные эфиры N-
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Таблица 3

Энантиоселективный анаэробный гидролиз эфиров N-ацетиламинокислот
(-D-L-AcNHCH(R)COOEt) клетками Sacharomyces cerevisiae

Субстрат,
Я»

1
2
3
3

R

Me
Et
изо-Pr
взо-Рг

Выход
эфира

D-AK,
%

47
48
75
38

Энантио-
мерный

избыток,
%

100
96
13
80*

Субстрат,
№

4
5
6
7

R

СН 2 СНМе 2

CH2Ph
CH 2 CO 2 Et
CH 2 CH 2 CO 2 Et

Выход
эфира

В-АК,
%

48
38
49
46

Энантио-
мерный

избыток,
%

92
97
86
89

* Аэробный гидролиз.

ацетиламинокислот с неразветвленной цепью с высокой степенью энан-
тиоселективности (табл. 3) .

R_CH—CO2Et У R-CH-CO2Et + R-CH-COOH

NH NH NH

I I I
Ac Ac Ac

(D.L) (D) (L)

Заместители в β-положении ингибируют реакцию (субстрат 3, табл. 3),
γ-заместители не оказывают негативного действия (субстрат 4, табл. 3).
Гидролиз не протекает в случае субстратов с N-ацетиламиногрушюй в
β-положении. При наличии двух химически различных эфирных групп
(субстраты 6 и 7, табл. 3) реакция проходит только по α-эфирной группе,

не затрагивая ω-группу эфиров 1Ч-ацетил-.£/-аспарагиновой и -глутамино-
вой кислот. Аналогичным образом характеризуется и гидролитическое
действие а-химотрипсина.

Изменения в спиртовой компоненте, как правило, не оказывают зна-
чительного влияния на ход гидролиза эфира N-ацетилаланина:

COaR CO2H CO2R

Ι Ε ι ι
CHNHAc >-CHNHAc + CHNHAc

I I I
Me Me Me

{DL) (L) (D)
R — метил, этил, к-пропил, изо-пропил, «-бутил, к-октил, ^бензил,
циклогексил, тр.ти-бутил.

грег-Бутиловый эфир не подвергается гидролизу, метиловый эфир
гидролизуется несколько медленнее, чем остальные эфиры первичных и
вторичных спиртов, скорость расщепления которых примерно одинакова,
а энантиомерный избыток —не менее 96%.

Исходя из того, что эстеразное действие клеток S. cerevisiae и а-химо-
трипсина имеет много общего, было выдвинуто предположение, что ос-
довным действующим началом являются протеиназы. Для подтвержде-
ния этого был проведен гидролиз субстрата 1, катализируемый мутант-
ным штаммом дрожжей ABYS1, характеризующимся недостатком неспе-
цифических протеиназ и карбоксипептидаз, а также диким штаммам
X-2180-IA (табл.4).

Во многих случаях использование ферментов и микробных клеток для
расщепления рацемических эфиров ограничено низкой растворимостью
субстратов в воде. Применение двухфазных систем «вода — не смешиваю-
щийся с водой органический растворитель» не всегда возможно, так, на-
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Таблица 4

Ферментативный гидролиз этилового эфира 1Ч-ацетил-/>£-алашша

Время
реакции,

ч

24
48

S. cerevisiae

энантиомер-
ный избыток,

%

92
100

выход
D-эфира, %

не определяли
47

Дикий штамм Х-2180-1А

энантиомер-
ный изомер,

%

89
100

выход
Л-эфира,

%

52
43

Мутантный штамм
ABYS1

энантиомер-
ный избыток,

%

1
2

выход
D-эфира,

%

95
81

Таблица 5
Гидролиз метиловых эфиров ]Ч-ацетил-Х>£-аминокислот под действием

пекарских дрожжей в водной среде и в обращенных мицеллах

п/п

1

2

3

Суб-
страт *

Phg

Phe

Ala

Про-
дукт **

la
16
2а
26
За
36

Время реакции, ч

вода

72
72
48
48
60
60

обращен-
ные

мицеллы

48
48
24
24
32
32

Выход, %

вода

64
60
57
56
72
52

обращен-
ные

мицеллы

60
46
53
48
65
40

Избыток
мера

вода

96
>99

98
99
97

>99

энантио-
, %

обращен-
ные

мицеллы

98
>99

98
99
96

>99

* Метиловый эфир N-Ao-DL-AK;
** N-Ac-L-AK (a), N-Ac-D-AK (б).

пример, при добавлении к водной системе, содержащей фермент и субст-
рат, хлороформа или этилацетата гидролиз эфиров N-ацетиламинокислот
(аланина, фенилаланина, фенилглицина) не наблюдался [8], что, по-ви-
димому, связано со сдвигом равновесия «гидролиз — синтез» в данной си-
стеме в сторону синтеза эфира. Для решения этой проблемы Фаднавис
с соавт. [8] предлагают проводить ферментативный гидролиз эфиров в
обращенных мицеллах. Авторы считают, что клетки микроорганизмов,
обладающие ферментативной активностью, можно в принципе рассмат-
ривать как систему, содержащую фермент, иммобилизованный включе-
нием или присоединением к клеточной стенке. Для подтверждения этого
предположения был осуществлен гидролиз эфиров N-ацетиламинокислот
клетками S. cerevisiae, сшитыми глутаровым альдегидом в водной среде
и в обращенных мицеллах (органическая фаза — хлороформ — изооктан
( 1 : 9 — соотношение объемов), детергент — бис-(2-этилгексил)сульфосук-
цинат, натриевая соль) (табл. 5).

Ферментативный гидролиз .D-энантиомера не наблюдался, спонтанный
гидролиз в обращенных мицеллах составил менее 1,5% за 72 ч (меньше,
чем в водной среде). Преимущества использования обращенных мицелл
видны в случае субстратов с низкой растворимостью, например при гид-
ролизе 5 г субстрата 1 (табл. 5) в 200 мл через 72 ч. Энантиомерный
избыток непрореагировавшего .D-эфира составил 30% в водной среде и
75% — в среде обращенных мицелл.

Поиск ферментов, способных расщеплять эфиры рацемических амино-
кислот привел к обнаружению эстеразной активности у липаз [9, 10].
Из литературных данных известно, что липазы способны эыантиоселек-
тивно расщеплять сложные эфиры рацемических спиртов, а также кар-
боновых кислот, они легко доступны, дешевы, стабильны. Исследование
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Таблица 6

Гидролиз эфиров N-Z-аминокислот (Z-NH—CH(R)CO2R')
под действием липаз

π/π

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

R

Метил
Этил
и-Пропил
и-Бутил
и-Пентил
н-Гексил
изо-Пропил
СН2=СНСН2

Бензил

О" с н"

A. niger

А

36
40
27
32
44
31
14
34
32

37

Б

89
96
86
85
95
94
92
86
94

94

R — CH2GXX2GI

P. fluorescence

А

46
49
43
52
25
47

8
40
12

40

Б

16
52
58
60
80
87
53
52
57

70

С. cylindaceae

А

38
36
_

42
47
—
—
31
35

35

Б

7
7

_
30
66
_
_

27
63

43

R^CHaCF,

П Ж

А

39
40
39
38
40
33

Б

21
97
98
92
87
61

Не субстрат
38
40

44

93
>99

89

Примечание: А — степень конверсии, %; Б — избыток t-энантиомера, %.

гидролиза субстрата — эфира N-(Z)-a-aMHHO-Z)L-renTaHOBOu кислоты под
действием липаз из шести микроорганизмов показало, что наилучшие
результаты были получены в случае липазы из Aspergillus niger и удов-
летворительные — в случае липаз из P. fluorescence и С. cylindacea; под
действием этих трех ферментов, а также липазы из поджелудочной же-
лезы (ПЖ) свиньи был проведен гидролиз эфиров ряда природных и
синтетических аминокислот (табл. 6).

R R R

I в I I
" ' • ->- Z-NH-CH-CO2H + Z-NH-CH-CO2R'.

{L) (D)

Z-NH_<JH-COaR'
(DL)

В общем случае энантиоселективность действия липаз убывает в ряду:
ПЖ « из A. niger > из P. fluorescence > из С. cylindacea. Три типа непри-
родных аминокислот: 1) с неразветвленной углеродной цепью (субстра-
ты 2—6, табл. 6), 2) с ненасыщенной связью (№ 8, табл. 6) и 3) гетеро-
ароматическим кольцом (№ 10, табл. 6) в боковой цепи R были разде-
лены с высокими значениями энантиомерного избытка (85—95%)
липазами из A. niger и из поджелудочной железы (кроме субстрата 6,
табл. 6), хотя условия реакции не были оптимизированы. Хороший ре-
зультат особенно важен в случае субстрата 10 (табл. 6), так как другие
ферментативные процессы (например, с использованием ацилазы I) не
позволяют расщепить рацемат этой гетероароматической аминокислоты.

Известно, что переход от эфиров аминокислот с N-ациламиногруппой
к эфирам аминокислоты со свободной аминогруппой приводит к умень-
шению энантиоселективности ферментативного гидролиза [11], однако во
многих случаях она достаточно велика, и возможно разделять энантиоме-
ры аминокислот со свободной аминогруппой путем ферментативного эн-
антиоселективного гидролиза их сложных эфиров. Одним из наиболее
широко используемых биокатализаторов для этой цели — а-химотрипсин.
В последние годы исследования в этом направлении можно разделить на
две основные группы. К первой относятся работы по разработке эффек-
тивных непрерывных процессов с участием иммобилизованного а-химо-
трипсина [12, 13]; снизить стоимость процесса можно также за счет
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рацемизации D-изомера и его дальнейшего вовлечения в процесс разде-
ления [14]. Такие процессы можно осуществлять и в двухфазных си-
стемах «вода — не смешивающийся с водой органический растворитель»
[15, 16].

Ко второй группе исследований можно отнести работы, посвященные
химотриптическому расщеплению рацемических аминокислот, содержа-
щих заместители в боковой группе R [17] или при α-углеродном атоме
[18]. Так, метиловые (этиловые) эфиры орто-(мета-, пара-) фтор-/)£-фе-
нилаланина можно разделить на энантиомеры с высокими выходами и
энантиомерной чистотой [17].

Известно, что введение α-заместителей значительно снижает скорость
ферментативного гидролиза; например при введении α-метильной группы
в молекулы амида N-ацетилтирозина скорость гидролиза падает в 105 раз,
что связано, по-видимому, с неправильной ориентацией гидролизуемой
связи [19]; в случае эфиров аминокислот эффект менее значителен. Од-
нако потребность в оптически активных α-метиламинокислотах сущест-
вует, например, они находят применение в исследовании связи «структу-
ра — активность» в пептидных гормонах, поэтому ферментативное разде-
ление их рацемических производных представляет значительный интерес.
В работе [18] осуществлено разделение метиловых эфиров а-метил-bL-
аминокислот (триптофана, фенилаланина и пара-фтор-фенилаланина)
(37° С; рН 5,0; время - 30^-40 ч).

Высокая энантиоселективность действия фермента позволила полу-
чить L-изомеры с хорошими выходами (33—36%) и оптической чистотой
(96%—для а-метил-£-триптофана); примесь D-изомера авторы относят
за счет неферментативного спонтанного гидролиза, так как гидролиз D-
эфиров под действием α-химотрипсина не наблюдался.

Для эфиров аминокислот со свободной аминогруппой как и в случае
эфиров N-ациламинокислот альтернативой использования дорогостоящих
ферментов животного происхождения является применение ферментов
(или ферментных комплексов) из микроорганизмов или целых клеток.
Так, в работе [20] осуществлено расщепление метиловых эфиров DL-фе-
нилаланина и .DL-тирозина, также бензилового эфира £)£-аланина в пре-
паративном масштабе (25 г), и исследованы закономерности гидролиза
эфиров ряда аминокислот под действием щелочной протеиназы из Bacil-
lus licheniformis, основным компонентом которой является субтилизин А
(субтилизин Карлсберг). Фермент стабилен и активен при комнатной и
более высоких температурах (период полуинактивации при 60° С — около
5 ч) и в широком интервале рН (6—12). Энантиоселективный гидролиз
рацемата приводит к получению продукта с высоким выходом (L-фенил-
аланин — 48 %, метиловый эфир .D-фенилаланина — 42,5 %) и энантио-
мерной чистотой (£-энантиомер — 90%, .D-энантиомер — 100%). В работе
[21] для разделения эфиров ряда аминокислот со свободной амино-
группой, а также N-ациламинокислот был использован субти-
лизин 8350, полученный при замещении шести аминокислот в белковой
цепи субтилизина BPN' из Bacillus amiloliguefaciens. Полученный фер-
мент оказался в 50 раз стабильнее исходного в воде и в 100 раз — в без-
водном диметилформамиде. При расщеплении рацемических эфиров до-
стигалась практически 50%-ная конверсия; выходы продукта и непро-
реагировавшего субстрата составили более 40%, энантиомерный избыток -
более 91% (исходный фермент обладал низкой селективностью).

2. Амиды аминокислот

В общем случае энантиоселективный ферментативный гидролиз ами-
дов АК протекает по схеме:
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DL-R—CH—CONH2 »- £>-R—CH—CONH2 + L-R—CH—COOH
I I 1

NH2 NH, NH2

Ферменты, обладающие амидазной активностью, встречаются во мно-
гих микроорганизмах; для расщепления рацемата могут быть использо-
ваны как очищенные ферменты или их комплексы [22], так и целые
клетки [23—25]. В работе [22] изучена возможность использования про-
теолитического комплекса проназы из Streptomyces griseus, содержащее
сериновые протеазы и аминопептидазы, для разделения рацемических
амидов лейцина, фенилаланина и триптофана на энантиомеры. Катали-
зируемый проназой гидролиз амидов аминокислот характеризуется вы-
сокими значениями скорости, энантиоселективности и степени конверсии
L-субстрата. Амид Д//-лейцина может быть также разделен на антиподы
с 50%-ным выходом и целыми клетками Enterobacter cloacae, Pseudomo-
nas sp. и др. [23]. L-Аминопептидаза из Pseudomonas putida позволяет
расщепить амиды Met и Phg на оптические антиподы [24]. Встречаются
ферменты, обладающие энантиоселективным действием по отношению к
/^-субстратам [26—28]. Так, амид DL-валина можно разделить на анти-
поды, используя либо клетки Pseudomonas rasea, гидролизующие амиды
L-аминокислот (выход L-валина 50%, 40°С, время —5 ч) [25], либо
клетки Rhodococcus erythropolis, гидролизующие амиды В-аминокислот
(выход ΰ-валина 38—47%, 40° С, время —2 ч) [27]. D-Амидаза из штам-
ма Ochrobactrum anthropis, выделенного из почвы, была частично очище-
на и охарактеризована [28]. Данные по субстратной специфичности при-
ведены в табл. 7, также были определены скорости гидролиза по отноше-
нию к L-субстратам (за исключением норвалина и норлейцина), которые
составили менее 0,1% от скорости гидролиза £)-энантиомера.

Среди немногочисленных работ, посвященных ферментативному раз-
делению амидов аминокислот работы [29—33] занимают особое место.
Считая промышленное ферментативное разделение производных амино-
кислот перспективным и вполне конкурентоспособным по сравнению с
асимметрическим синтезом и химическим разделением, авторы тщательно
разработали все этапы получения оптически активных аминокислот из
рацемических амидов, начиная с получения исходных продуктов. Извест-
но, что амиды могут быть получены из аминокислот через соответствую-
щие сложные эфиры. Более целесообразным, вероятно, является исполь-
зование в качестве исходных веществ α-аминонитрилов — интермедиатов
в синтезе аминокислот из альдегидов по реакции Штреккера. Превраще-
ние α-аминонитрилов в соответствующие амиды можно осуществлять
различными путями. Перспективным представляется метод, предложен-
ный авторами [ 29]: одностадийное превращение аминонитрила в амид
через интермедиат — оксазолидин в щелочной среде в присутствии ката-
литических количеств ацетона (выходы продукта — не менее 90%).

Известно много микроорганизмов, продуцирующих аминопептидазы
(например, Aspergillus и др.), однако, их применение для разделения
амидов аминокислот, по мнению авторов, ограничено невысокой актив-
ностью, узкой субстратной специфичностью, нежелательными побочными
эффектами. Проведенный поиск показал, что ферментный препарат ами-
нопептидазы из Pseudomonas putida обладает наилучшими характеристи-
ками. Высокая (почти 100%-ная) энантиоселективность сочетается с
очень широкой субстратной специфичностью. Относительная активность
колеблется от 20% (амид L-фенилаланина) до 100% (амид D-фенилгли-
щина), концентрация субстрата может достигать 20%, не влияя на ак-
тивность фермента. Большим достоинством является и то, что реакцию
можно проводить в широком интервале рН. Для разделения L-аминокис-
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лоты и амида /^-аминокислоты используют такие традиционные методы,,
как ионообменная хроматография или экстракция. В тех случаях, когда
есть потребность в ΰ-аминокислоте, авторы предлагают использовать
один из двух разработанных ими методов. Первый заключается в исполь-
зовании биокатализаторов, не обладающих энантиоселективным действи-
ем. Такой биокатализатор был найден: фермент с амидазной активностью*
по отношению K L - И /^-субстратам из клеточных препаратов Rhodococcus
erythropolis. Выходы D-аминокислот, полученные этим методом, очень,
высоки по сравнению с обычным химическим гидролизом. Другой метод,
основан на образовании практически нерастворимых в воде (и, следова-
тельно, легко выделяемых) оснований Шиффа из бензальдегида и амида·
£)-аминокислоты:

0 0 О
II У РЬСНО II

i-R— CH—С—ОН + Д-R—CH—С—NH2 · R—CH—С—NH2 J + L-AK.
i I I

NH2 NH2 N
II

CHPh
Кислотный гидролиз полученного соединения при температуре ниже-

100° С дает .D-аминокислоту без рацемизации D- и L-аминокислоты, полу-
ченные таким путем, обладают высокой оптической чистотой (99% и:
выше) .

В тех случаях, когда .D-энантиомер не находит широкого применения,
целесообразно Д-субстрат подвергать рацемизации для дальнейшего во-
влечения в процесс разделения. С этой целью разработан процесс рацеми-
зации основания Шиффа — N- (не) замещенного бензилиденамида амино-
кислоты в водно-органической среде в присутствии основания [31] . Полу-
ченный рацемат основания Шиффа гидролизовали до амида -DjL-аминокис-
лоты, который подвергали энантиоселективному гидролизу под действием'
фермента из Pseudomonas putida. Разработанный метод [29—32] позво-
лил разделить рацематы фенилглицина, ге-гидроксифенилглицина, вали-
на, фенилаланина, триптофана, метионина, лизина, тиенилглицина и и х
производных. Для проявления активности фермента из Pseudomonas ри-
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Таблица 7

Амидазная активность фермента

Субстрат —
амид D-AK

Phe
Туг
Тгр
Leu

100
97
96
46

Субстрат —
амид D-AK

Norleu
Ala
Met
Norval

из Ochobactrum anthropis

ν* »/
* O T H ' / o

40
33
28
15

Субстрат —
амид D-AK

Phg
Pro
Lys
His

*
ν °/
V Q T H , /o

15
9,7
2,5
1,5

OTH — скорость гидролиза.

tida необходимыми структурными элементами аминокислот являются не-
замещенная аминогруппа и α-водородный атом. Исходя из того что а-ал-
жилированные аминокислоты также представляют значительный научный
ш коммерческий интерес, авторы [33] разработали новый биокатализатор
•из Mucobacterium neoarum, обладающий амидазной активностью по отно-
шению к α-алкилированным аминокислотам. Были разделены энантиоме-
ры ос-метилвалина, -лейцина, -фенилглицина, -фенилаланина, -4-метокси-
фенилаланина и α-этилфенилаланина с высокими выходами и энантиомер-
ной чистотой (например, выход L-a-метиллейцина — 49,5 %, амида D-a-
метиллейцина — 48,7 % ) .

3. Нитрилы аминокислот

Известно, что многие штаммы микроорганизмов, таких, как СогупеЪас-
terium sp., Nocordia rhodochrous, Pseudomonas sp., Penicillium sp., Escheri-
chia coll и ряд других способны катализировать гидролиз нитрилов до со-
ответствующих амидов или кислот, причем вследствие разнообразия ми-
кроорганизмов спектр субстратов весьма широк: это алифатические и аро-
матические нитрилы, a-гидрокси- и а-аминонитрилы [34, 35].

В работе [36] исследованы многие штаммы и среди них — Brevibacte-
rium sp. R312, который гидролизует практически все водорастворимые ни-
трилы до соответствующих кислот, но реакции протекают не энантиоселек-
тивно. Была осуществлена селекция штамма R312 в среде, содержащей
фторацетамид, токсичный для него, так как под действием неспецифиче-
ской амидазы происходит гидролиз до фторуксусной кислоты. Скрининг
позволил отобрать ряд мутантов, не осуществляющих эту реакцию, один
из них Ак был отобран для дальнейших исследований. Спектр нитрилаз-
ной активности Ак и R312 оказался абсолютно идентичен, что подтвердило
предположение авторов о том, что ферментативная система, осуществляю-
щая гидролиз нитрилов, включает в себя два фермента — нитрилазу и ами-
дазу. Исследование амидазной активности целых клеток и клеточных
экстрактов показало, что R312 гидролизует практически все исследован-
ные амиды за исключением акриламида, метакриламида, L- и £)-аспара-
тина и Ζλ-глутамина, причем последний гидролизуется клеточным экстрак-
том. Амидазная активность At существенно уже: он гидролизует только
формамид, мочевину, никотинамид, L-глутамин и амиды α-аминокислот,
причем при гидролизе амидов DL-АК выход не превышает 50%, а продук-
тами гидролиза являются L-аминокислоты.

Дополнительные исследования подтвердили энантиоселективность дей-
ствия фермента: Ζλ-аминопропионамид не является субстратом, а L-энан-
тиомер количественно превращается в L-аланин. Использование штамма
Ak позволило разделить рацемат а-амино^-метилтиобутиронитрила ко-
личественно в течение 2—3 ч. Продукты гидролиза — L-метионин и амид
.D-метионина, который можно подвергнуть рацемизации или гидролизовать
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до D-аминокислоты под действием штамма R312. Аналогичные процессы
позволили получить L-аланин, Ζ-α-аминомасляную кислоту, L-фенилала-
нин, L-валин и L-лейцин.

В процессе расщепления рацемических аминонитрилов под действием:
штамма Pseudomonas MY-1 [37], видимо, также принимают участие два
фермента: Ζλίί-аминонитрилаза и энантиоселективная амидаза; разделение·
энантиомеров нитрила Ш^-фенилглицина до L-аминокислоты и амида
D-аминокислоты проходит количественно за 0,5 ч при 15° С. Оптически
активный L-Phe можно получить из всей массы рацемического производ-
ного в результате сопряженного процесса, в котором происходит гидролиа
•DZi-аминонитрила до амида .DZv-аминокислоты под действием клеток Aci-
netobacter calcoaceticus с последующим гидролизом амида L-аминокисло-
ты и рацемизацией амида .D-фенилаланина под действием клеток Arthro-
bacter ATCC 31652 [38].

Однако есть данные, что участие в процессе гидролиза энантиоселек-
тивной амидазы — не единственный путь расщепления рацемических ни-
трилов. В работе [39] показано, что оптически активные аминокислоты
или их амиды (например, амид L-лейцина) можно получить из рацемиче-
ских нитрилов энантиоселективным действием нитрилазы (штамм 311).

4. Ациламинокислоты

Энантиоселективный гидролиз N-ациламинокислоты под действием,
ацилаз — самый распространенный метод крупномасштабного разделения
энантиомеров аминокислот.

Ε
R—CH—СООН > R—CH—СООН + R— СН—СООН.

NHCOR' NH2 NHCOR'
(DL) (L) (D)

Промышленная разработка этого метода, включающая и процесс раце-
мизации D-энантиомера для дальнейшего вовлечения в процессе разделе-
ния, была осуществлена в 50—60-е годы на фирме Tanabe Seijaku Co., Ltd.

В конце 60-х гг. был создан ферментативный реактор, содержащий
иммобилизованную ионным связыванием с ДЕАЕ-сефадексом ацилазу для
непрерывного получения аминокислот — это было первое промышленное·
применение иммобилизованного фермента. С 1969 г. разработано несколь-
ко типов ферментативных реакторов для получения L-метионина, L-ва-
лина, 1/-фенилаланина и других аминокислот из их рацемических N-ацил-
производных [40, 41].

Ферменты, обладающие ацилазной активностью выделяют из живот-
ных, растительных и микробных источников. Из ацилаз животного про-
исхождения наиболее изучен фермент из почек свиньи — ацилаза I, специ-
фичный по отношению к алифатическим аминокислотам.

Работа [42] посвящена исследованию ацилаз животных, принадлежа-
щих к четырем классам: рыб (карп серебристый), земноводных (лягушка)г

птиц (голубь) и млекопитающих (мышь, крыса, кошка, собака, короваг

свинья), а также ацилазы человека. Источником фермента служил свеже-
приготовленный гомогенат почек. В качестве субстратов использовали
N-ацетильные производные DL-аминокислот (норвалина, норлейцина, ва-
лина, лейцина, глутаминовой кислоты, фенилаланина и триптофана),
а также К-хлорацетил-29£-фенилаланин и ]Ч-формил-2).£/-метионин..
У большинства животных характер субстратной специфичности оказался
схожим. Максимальная скорость проявлялась в гидролизе N-формилме-
тионина. Так как удельная активность ферментов различалась более чем
в 16 раз (от 4,2 у лягушки до 65,5 мкмоль-мин~'мг белка"1 у коровы), то.
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оценку субстратной специфичности проводили в относительных единицах
(для N-формилметионина F m a x = 1 0 0 % ) . Скорость гидролиза неприродной
аминокислоты N-ацетилнорлейцина составила 30—49%. Сравнение ско-
ростей гидролиза ациламинокислот с разветвленными и неразветвленны-
ми радикалами (лейцин, валин и норлейцин, норвалин) показывает, что
последние являются более подходящими субстратами (различие в скорос-
ти составляет 1,2—4,0 раза). N-ацетильные производные ароматических и
дикарбоновых аминокислот — плохие субстраты ( 0 , 5 % < F O T H

s S l 0 % ) . Как
и следовало ожидать, замена ацетильной группы на хлорацетильную при-
водит к возрастанию скорости в 2—3 раза. Несколько отличается субстрат-
ная специфичность ацилазы свиньи (АС) и человека (АЧ): максимальная
скорость гидролиза наблюдалась в случае N-ацетилнорлейцина ( F 0 T H =
= 2 0 8 % — АС, 124% — АЧ); на втором месте — N-ацетилнорвалин (181% —
АС, 110% — А Ч ) ; N-формилметионин — на третьем месте (100%). В слу-
чае остальных субстратов проявляется сходство с другими ацилазами. По*
лученные данные хорошо согласуются с предложенной ранее структурой
активного центра в виде узкой гидрофобной щели длиной 5 метиленовых
звеньев [43], а также позволяют предположить, что первоначальная и
основная роль фермента заключалась в гидролизе N-формилметионина.

Ферменты, обладающие ацилазной активностью, встречаются во мно-
гих микроорганизмах [2], они дешевы, доступны в больших количествах
и находят широкое применение для расщепления рацематов ациламино-
кислот [44—53]. Вплоть до настоящего времени ведутся разработки по
применению свободных ферментов или микробных клеток [44—47], одна-
ко преимущества использования иммобилизованного фермента были бес-
спорно доказаны еще в конце 60-х гг. (эффективность использования в
течение 3 мес. иммобилизованного фермента более чем в 10 раз выше, чем
свободного) [54]. Различные методы иммобилизации аминоацилаз рас-
смотрены в работе [55]. Субстратная специфичность микробных ацилаз
существенно шире, чем ацилазы I; субстратами являются не только али-
фатические аминокислоты, но и различные производные ароматических
и дикарбоновых аминокислот [ 2 ] . Исследование специфичности по отно-
шению к ацильной группе фенилаланина для грибной ацилазы (хороши-
ми субстратами которой являются ароматические аминокислоты) и ацила-
зы I было проведено в работе [56]. Относительная скорость гидролиза изу-
чалась в рН-оптимуме, определенном для каждой ацильной группы в
случае грибной ацилазы (рН 6—7,5) и при рН 7 —в случае ацилазы I.
Скорость гидролиза падала в ряду формил>хлорацетил>ацетил>пропа-
ноил>бутаноил>пентаноил>гексаноил > этилоксикарбонил>бензилокси-
к а р б о н и л ^ ) ; г^ег-бутилоксикарбонил (Вое) » 0 — при катализе грибной
ацилазой и в ряду бутаноил>хлорацетил>пропаноил>пентаноил>аце-
тил>гексаноил>формил>этилоксикарбонил>бензилоксикарбонил; трет^
бутилоксикарбонил«0 — при катализе ацилазой I. Производные уретано-
вого типа значительно менее реакционноспособны, чем обычные ацильные
производные, ни трег-бутилоксикарбонил-, ни бензилоксикарбонилпроиз-
водные практически не подвергались гидролизу. Корреляция между дли-
ной цепи углеводородного фрагмента ацильной группы (Н— (СН2)П—С (О),
?г=0-ь5) и относительной скоростью гидролиза приведена на рис. 1. Для
подтверждения пригодности формильной группы для практического раз-
деления был осуществлен гидролиз Г^-формил-Г^-грег-бутилоксикарбо-
нил-ОЬ-орнитина ацилазой (выход L-аминокислоты — 48,5%, D-производ-
ного аминокислоты — 44 % ) .

В ттботах Г57. 581 исследована кинетика энантиоселективного гидро-
лиза ]Ч-ацетил-.О.£/-аминокислот (метионина, лейцина, аланина, валина,
серина, триптофана, фенилаланина и фенилглицина) под действием сво-
бодной и иммобилизованной на ДЕАЕ-Filtradex R50 ацилазы из Aspergil-
lus oryzae.
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Рис. 1. Зависимость относительной скорости
гидролиза N-ацилфенилаланина под действием
грибной ацилазы (̂ 1) и ацилазы I (В) от числа

метиленовых звеньев η ацильной группы

С целью более широкого применения ацилаз для получения оптически
активных аминокислот проводился поиск новых ферментов, обладающих
ацилазной активностью [59, 60], а также выявление такой активности у
ферментов других классов [61, 62]. Так была обнаружена ацилаза из
Comamonos testosteroni, специфичная по отношению к ацил-£-пролину
[59] : высокая энантиоселективность позволяет расщеплять ]\т-ацетил-/)1/-
пролин на энантиомеры; замена ацетильной группы на хлорацетильную
ускоряет гидролиз М-производного-£-пролина в 3,6 раза; реакция не идет
в случае бензилоксикарбонил- и тр<зг-бутилоксикарбонилпроизводных, ак-
тивность по отношению к производным других аминокислот на один — два
порядка меньше, чем к ]Х-ацетил-.£/-пролину. В работе [60] исследована
ацилаза из Bacillus thermoglucosidius: фермент специфичен по отношению
к алифатическим аминокислотам (FOTH=100% для N-Ac-L-метионина),
скорость гидролиза ароматических аминокислот примерно на порядок
ниже.

Большинство N-ацетильных производных кислых и основных L-амино-
кислот, а также исследованных М-Ас-/)-аминокислот (метионина, лейцина,
валина) инертны к действию фермента (FOTH<l°/o). Замена ацетильной
группы на хлорацетильную приводит к увеличению скорости F0TH пример-
но в 10 раз; бензилоксикарбонил- и г^ет-бутилоксикарбонилпроизводные
инертны. Исследованный фермент имеет много общего с ацилазой I и
ацилазой из Asp. oryzae; все они содержат Zn2+, активируются ионами Со2+,
рН-оптимум действия — 8,0—8,5, имеют похожий аминокислотный состав.
Однако молекулярная активность ацилазы из Bacillus thermoglucosidius
примерно на два порядка выше по отношению к N-хлорацетильным про-
изводным .DL-аланина и ΰΖ-норлейцина. Кроме того фермент отличается
высокой стабильностью в экстремальных условиях: при нагревании до
70° С в течение 10 мин он полностью сохраняет активность, до 80° С — со-
храняет 90% активности; устойчив к органическим растворителям (эта-
нол—до 50%; изопропанол — до 30%), сохраняет 80% активности в при-
сутствии 5% додецилсульфата натрия и 85% активности в 8 Μ мочевине
при 37° С в течение 30 мин. Эти особенности ацилазы из В. thermoglucosi-
dius позволяют предположить перспективность ее использования для по-
лучения оптически активных аминокислот.
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фти же авторы обнаружили ацилазную активность по отношению к
ациламинокислотам у очищенной дипептидазы из В. stearothermophilus,
которая составила 3—30% от ее активности в гидролизе дипептидов [61].
Однако этот фермент проявлял более высокую специфичность к производ-
ным ароматическим аминокислот (FOTH=100% —для Л^-ацетил-£-метиони-
на, 110%—для 1Ч-ацетил-.£-тирозина, 160%—для М-ацетил-£-фенилала-
нина). Как и в предыдущем случае замена ацетильной группы на хлор-
ацетильную приводит к увеличению F0TH не менее чем в 10 раз. В работе
[62] выявлена способность полимиксин-ацилазы гидролизовать и N-ацил-
производные аминокислот, хотя и с невысокой энантиоселективностью. Из
всех исследованных ацильных групп, содержащих от 2 до 16 атомов угле-
рода, легче всего подвергались гидролизу каприноильные (Сю) производ-
ные; следует также отметить, что при получении фермента при опреде-
ленных условиях он способен (хотя и с невысокой скоростью) снимать
защитную Z-группу..

В последние годы О-аминокислоты находят все более широкое приме-
нение. В этой связи особый интерес представляют сообщения о наличии
D-ацилазной активности в клетках некоторых микроорганизмов. Ранее
было известно о D-аминоацилазах микроорганизмов вида Pseudomonas
[ 63, 64] и Streptomyces [ 65, 66]. Недостатком этих ферментов была невы-
сокая энантиоселективность, что ограничивало их использование для про-
изводства D-аминокислот. Авторами работы [67] было проведено исследо-
вание 800 штаммов микроорганизмов, выделенных из почвы и найден ис-
точник D-аминоацилазы, обладающей высокой активностью и энантиосе-
лективностью по отношению к 1Ч-ацил-.О-аминокислотам — штамм.AIcalige-
nes denitrificans DA 181. Фермент, выращенный в оптимальных условиях,
обладает активностью 250 мкмоль-ч^'мл"1 (D-ацилаза из Pseudomonas
sp. — 10 мкмольч^'-мл"1 [64], из Streptomyces olivaceus — 84 мкмоль-ч^1·
•мл"1 [65]). Максимальная удельная активность проявлялась в гидроли-
зе 1Ч-ацетил-.О-метионина — 108 600 мкмоль-ч^-мг"1 (Pseudomonas sp.—
6,8 мкмоль-ч^-мг"1, Str. olivaceus — 571 мкмоль-ч^'-мг"*1). Фермент ката-
лизирует гидролиз L-субстратов в незначительной степени (табл. 8).

Использование аминоацилаз для разделения энантиомеров дает воз-
можность получать редко встречающиеся и неприродные оптически ак-
тивные аминокислоты. Рацемические ацильные производные таких ами-
нокислот, а также α-мётиламинокислот были разделены на энантиомеры
под действием ацилазы I и ацилазы из Aspergillus sp. в препаративных ко-
личествах (табл. 9) [ 68].

Приводимые в табл. 9 значения энантиомерной чистоты характеризу-
ют значительную энантиоселективность действия фермента (выделенные
аминокислоты не подвергались перекристализации). В случае N-ацил-а-
метил-АК, активность по отношению к которым была низкой (F O T H <1%;
для N-ацетилметионина — FOTH=100% ), проводили гидролиз под действи-
ем ацилазы I, включенной в мембрану, что дало возможность многократ-
но применять большие количества белка в малых реакционных объемах;
использование ацилазы из Asp.oryzae было нецелесообразно, так как ее
удельная активность на два порядка меньше, чем ацилазы I.

5. Карбаматы аминокислот

Структура многих пестицидов содержит карбаматные группы —
NH(CO)OMe. Ранее было показано, что в почве под действием микроор-
ганизмов происходит разложение N-фенилкарбаматов [ 69].

О Me ОН
II I I

Ph—NH—С—О—СН — > Ph—NH 2 + CO2 + Me—CH—Me.

Me
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Таблица 8

Относительная скорость гидролиза D- и L -субстратов под действием
аминоацилазы из Л. dentrif leans

Субстрат

N-Ac-Met
N-Ac-Phe
N-ClAc-Val
N-Ac-Leu
N-Ac-Ala

V 0/
OTHi '°

О-энан-
тиомер

100
81
66
60
25

L-энан-
тиомер

0,1
0,3
0,0
0,4
0,8

Субстрат

N-Ac-Тгр
N-Ac-Asp
N-Ac-aloileu
N-Ac-Val
N-Ac-Phg

П т Н . %

О-энан-
тиомер

33
17
12

6
5

Ζ,-энан-
тиомер

0,6
0,0

СМ. *

0,0
см. *

Не определяли.

Таблица 9

Расщепление рацематов ациламинокислот под действием аминоацилаз

R

Et
Et
Pr
CH 2 =CHCH 2 -
77>a«c-Me-CH=CH-CH2

iittc-Me-CH=CH-CH2

\-GH

>-CH2

k 0 J - C H 2

\S/\CH2***

/Q\_CH2***

OH— ( Q ) — C H 2 * * *

Ациль-
ная

группа

Ac
ClAc
Ac
ClAc
Ac
Ac

ClAc

Ac

Ac

ClAc

ClAc

ClAc

Фер-
мент *

ΑΙ
ΑΙ
ΑΑ
ΑΙ
ΑΑ
ΑΙ

ΑΙ

ΑΑ

ΑΑ

ΑΙ

ΑΙ

ΑΙ

Со2+

| 
+

 
Ι 

+
 
Ι 

Ι

+

+

+

+

+

Выход, %

L

40
40
33
41
33
44

37

50

45

51

43

30

Ό

32
41
32
33
38
47

42

50

41

31

46

63

Энантиомерная
чистота, %

L

>99,5
>99,5
>99,5
>99,5

99
>99,5

99

95

99

93

91

97

D

>99,5
>99,5
>99,5
>99,5

93
>99,5

84

98

см. **

см. **

80

48

* AI — ацилаза I; АА — ацилаза из Aspergillus sp.;
ляли: *** N-ацильные производные а-метял-АК.

** Свободную аминокислоту не выде-

С разработкой эффективного метода химического синтеза карбаматоз
аминокислот [70] появилась возможность получения оптически активных
аминокислот ферментативным расщеплением этих производных. С этой
целью Кула с соавт. попробовали осуществить гидролиз карбаматов ряда
аминокислот эстеразой из печени свиньи, гидантоиназой из Pseudomonas
fluorescens DSM 84, уреазой из черных бобов, ацилазой из почек свиньи и
ацетилхолинэстеразой из эритроцитов свиньи и человека [71, 72]. Энан-
тиоселективный ферментативный гидролиз карбаматов аминокислот про-
текает по следующей схеме:
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DX/-.R—«Ι—СООН —-*• i-R—СИ—СООН + O-R-CH—СООН

i l l NH2. NH
[-31 C-OR1

II
О OR- °

Энантиоселективное снятие N-алкоксикарбонильной группы наблюда-
лось только в случае ацилазы и ацетилхолинэстеразы, причем из трех ис-
следованных N-замещенных DL-аминокислот — алкоксикарбонильных про-
изводных аланина, валина и Ν,Ν'-α, ε-дизамещенного DL-лизина — ацила-
за гидролизовала карбаматы аланина и валина как с метокси-, так и с
этоксикарбонильными (ЕОС) заместителями; в случае алкоксикарбониль-
ного производного лизина происходил полный гидролиз, но только с ме-
токсикарбонильной (МОС) группой. Ацетилхолинэстераза осуществляла
расщепление Ν-(МОС)-производных всех трех аминокислот, причем в
случае лизина гидролиз проходил региоселективно по α-заместителю;
Ν-(ЕОС)-производные гидролизу не подвергались. рН-Оптимум действия
яцетилхолинэстеразы 7,5—8, ацилазы —7,5; константа Михаэлиса (Км)
при гидролизе N-(MOC)-Z)Z/-Ala составляет 68 мМ в случае ацетилхолин-
эстеразы и 8,2 мМ — в случае ацилазы. Активность каждого из ферментов
при гидролизе производных валина и аланина примерно одинакова, при
гидролизе a, 8-flH-(M0C)-.DL-Lys она на порядок меньше. Активность аце-
тилхолинэстеразы в 15—20 раз меньше, чем активность ацилазы, причем
величина последней при гидролизе N-(MOC)-DL-Val(Ala) составляет ме-
нее 1% активности ацилазы при гидролизе N-ацетилметионина (значе-
ния -йГм имеют один порядок) (табл. 10).

Обсуждая механизм реакции ферментативного гидролиза карбаматов
аминокислот, авторы предлагают два возможных пути протекания реак-
ции [72]. Первый — с разрывом эфирной связи карбамата; при этом про-
дуктами реакции являются спирт и замещенная карбаминовая кислота.
Производные карбаминовой кислоты нестабильны, и полученный интер-
медиат спонтанно разлагается на аминокислоту и диоксид углерода. Фер-
ментативная атака карбонильного атома с разрывом по амидной связи —
более вероятный путь. Продуктами этой реакции являются аминокислота
и моноэфир угольной кислоты, который разлагается на спирт и СО2. В лю-
бом случае образуются два летучих продукта, которые могут быть легко
удалены из сферы реакции. Это позволяет проводить реакцию до конца и
упростить выделение аминокислоты.

Однако невысокие значения карбаматазной активности ацилазы и аце-
тилхолинэстеразы исключают возможность использования этих фермен-
тов для масштабного разделения рацематов аминокислот. В этой ситуации
есть два выхода: поиск новых источников ферментов, обладающих высо-
кой активностью, и селекция мутантных штаммов. Кула и Самбале избра-
ли первый путь [73, 74]. Они исследовали 42 штамма микроорганизмов,
выделенных из почв, ранее подвергавшихся обработке пестицидами, со-
держащими карбаматные структуры, а также 36 штаммов из германской
коллекции микроорганизмов (из Agrobacterium rodiobacter, Agrobacterium
rhizogenes, Arthrobacter globiformis, Bacillus coagulans, Corynbacterium se-
pedonicum, Enterobacter cloacae, Mucobacterium spegmatis, Pseudomonas
fluorescens Pseudomonas putida). Из германской коллекции семь штаммов
проявили невысокую активность по отношению к производному аланина и
четыре — к производному лизина. Наибольшей активностью обладал штамм
из Pseudomonas fluorescens DSM 50124 — 2,3 нмоль/мин-мг (Ν-(МОС)-Ala)
и 1,6 нмоль/мин-мг (N-(MOC)-Val).
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Таблица 10

Гидролиз карбаматов аминокислот ацилазой почки свиньи
(температура — 37° С)

Карбамат
DL-AVL

N-MOC-Ala
N-EOC-Ala
N-MOC-Val
N-EOC-Val

α,
мкмоль·

•мин-'-мг-'

0,63
0,56
0,45
0,40

if j№ > мМ

8,2
8,2
9,1
9,1

Время, ч

78
70
70
76

Обнаружено L-AK, %

А

47,5
45,5
45,5
42,5

Б

43,0
44,0
44,5
34,5

Примечание, а — удельная активность;
после хроматографического разделения.

А — до хроматографического разделения; Б —

Штаммы микроорганизмов, выделенных из почв, культивировали на
средах, обогащенных одним из субстратов — N-(MOC)-Ala N-(MOC)-Val
или N,N'-a,s-n,H-(MOC)-Lys, а затем определяли наличие карбаматазной
активности. Оказалось, что такой активностью обладает значительно мень-
шее количество штаммов, культивированных в средах, обогащенных про-
изводным валина, чем в случае производных аланина и лизина. Это мо-
жет быть связано с бактериостатическими свойствами валина [ 75]. Боль-
шинство штаммов, обладающих карбаматазной активностью, осуществля-
ет гидролиз всех трех субстратов, причем активность по отношению к про-
изводному лизина была наименьшей. Интересно отметить, что штаммы,
культивированные на средах, обогащенных №-(МОС)-Ш>-А1а, обладали
большей активностью по отношению к производным валина и лизина, чем
культивированные на средах, обогащенных N-(MOC)-Z)L-Val или Ν,Ν'-α,ε-
flH-(MOC)-Z?£-Lys. Шесть образцов было выделено для дальнейших иссле-
дований (табл. 11). D-энантиомеры исследованных субстратов устойчивы
к ферментативному действию, гидролиз рацемических субстратов приводит
к продукту, содержащему примесь D-изомера только в случае аланина, но
это, видимо, связано с наличием аланинрацемазы.

В большинстве случаев гидролиз N,N'-ot,e-AH-(MOC)-Lys приводил к
N-e-(MOC)-Lys; N-a-(MOC)-Lys в продуктах реакции не был обнаружен.
Четыре штамма давали незамещенный лизин, два других — смесь лизина
и N-e-(MOC)-Lys.

В ходе дальнейших исследований был найден штамм, обладающий DL-
карбаматазной активностью (121 нмоль/мин-мг —в случае произвольного
аланина; 170 нмоль/мин-мг— валина и 6,0 нмоль/мин-мг —лизина) [74].
В результате очистки было выделено два фермента — L-карбаматаза (мол.
масса—160000) и /)-карбаматаза (мол. масса - 90000). Исследована их
субстратная специфичность по отношению к боковой цепи аминокислот и
спиртовой компоненте карбаматной группы (табл. 12). Z-Карбаматаза
проявляет наибольшую активность по отношению к N-(MOC)-L-Phe, в то
время как для .D-карбаматазы лучшим субстратом оказался N-(MOC)-D-
Ala. Увеличение числа углеродных атомов в спиртовой компоненте карба-
матной группы вызывает изменения активности, весьма существенные в
случае L-карбаматазы и незначительные — в случае .D-карбаматазы.

Стереоселективный гидролиз N,N'-a,e-flH-(MOC)-.DL-Lys проходит
только по α-аминогруппе. Такой региоселективный фермент мог бы играть
важную роль в пептидном синтезе для снятия Ν-α-защитной группы.

В заключение следует отметить, что удельная активность штаммов,
найденных при первичной селекции недостаточна для разработки фермен-
тативного процесса, однако тот факт, что многие микроорганизмы, принад-
лежащие к различным видам, обладают карбаматазной активностью, по-
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Таблица 11

Гидролиз 1<-метоксикарбонил--0.£/-аминокислот различными штаммами
микроорганизмов, выделенных из почв

Штамм

A3 Xanthomonas maltophilla
A4 Methylobacterium extor-

QU6S

LS (не опр.)
L10 Psendomonas putida
ΙΛ2 (не опр.)
L18 Alcaligenes sp.

а, нмоль/мин-мг

Д
О

С
-

-A
la

166
318

19,5
59,0

8,3
20,9

έδ

126
81

4,1
8,8
6,1

51,8

/If
г IS

96
45

8,9
0,0
0,0
0,0

Гидролиз

л
о

к
],

'м
л

s§

0,2
1,2

1,5
0,5
4,0
1,4

αϊ

бс
тр

si

180
180

180
180
180
350

N-(MOC)-DL-Val

ts"

s
a
η

65,5
65,0

63,5
67,0
64,0
64,5

од
ук

11
18,5
29,5

9,2
46,0
74,7

162,5

хо
д,

3я

10,6
16,9

5,4
26,3
42,7
46,5

зволяет надеяться на то, что дальнейший поиск и исследования приведут
к получению ферментов, пригодных для промышленного расщепления
карбаматов аминокислот.

6. Циклические производные аминокислот

а) 5-монозамещенные гидантоины

Ферменты, обладающие гидантоиназной активностью, встречаются в
целом ряде микроорганизмов — Hansemula sp. [76], Pseudomonas [77—
79], Agrobacterium [80], Arthrobacter [81, 82], Corynebacterium [83], Ba-
cillus [84] и др. Они катализируют реакцию раскрытия гидантоинов в
N-карбамоил-а-аминокислоты.

Η Η
Ε Ι

N-V +

R

N

Η
(DL)

«Ч COOH
S N H 2

Η

Ν -

(A
Η

R

о
V

рацемизация

Гидантоины являются промежуточными соединениями в синтезе α-ами-
нокислот из альдегидов, KCN и мочевины или карбоната аммония [85].
По сравнению с другими производными аминокислот они имеют важное
преимущество: спонтанно рацемизуются в условиях ферментативной реак-
ции, что дает возможность переводить практически 100% рацемата в один
из энантиомеров.

Снятие N-карбамоильной группы возможно химическим путем: под
действием эквимолярного количества нитрита натрия в кислой среде; при
этом наблюдается полное сохранение конфигурации, степень конверсии
близка к 100% [86].

Этот метод позволил создать один из наиболее экономичных процессов
крупномасштабного производства такой аминокислоты как D-re-гидрокси-
фенилглицин, используемой при получении полусинтетического пеницил-
лина — амоксициллина и цефароспоринов — цефадроксила и цефатризина
[ 86]. Разработка процесса включала в себя и создание простого и эконо-
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Таблица 12

Удельная активность

Карбамат Βί,-аминокислоты

N-(MOC)-I>L-Val
N-(EOC)-#£-Val
N-(MOC)-i)L-Ala
N-(EOC)-Z>L-AIa
N-(MOC)-I>L-Phe
N-(MOC)-i>£-Leu
Ν,Ν'-ο,ε-ди- (MOC) -DL-hys

очищенных ферментов

Активность i-карба-
матазы, мкмоль/

/мин-мг

12,1
1,1

25,6
8,9

42,6
3,3
1,0

Активность
D-карбаматазы,
мкмоль/мин- мг

4,5
2,1

51.3
26,7

0,1
1,0
0,5

мичного метода химического синтеза субстрата Д£-5-(/г-гидроксифенил)ги-
дантоина из фенола, глиоксиловой кислоты и мочевины в кислой среде.

О
NH

NH2
COOH / н+
I +со

Ph_OH + СНО \
NH

' ι Ε (Pseudomonas piltida)

о

НО-< -сн
соон

ι
4NH-CNH2

II

о

HNO2, HC1
COOH

NH 2

Аналогичным образом разработано производство, 23-фенилглицина и
/>-валина, которые используются для синтеза антибиотиков и пестицидов.

Каталитическое превращение Р£-5-(тг-гидроксифенил)гидантоина про-
исходит и под действием клеток Pseudomonas sp. AJ-11220, однако в этом
случае продуктом является не ]4-карбамоил-.0-аминокислота, а £>-и-гидро-
ксифенилглицин [87, 88]. Аналогичные процессы гидролиза изучены и в
работах [89, 90].

Йокозеки с соавт. исследовали штамм AJ-11220, оптимизировали усло-
вия выращивания клеток и проведения ферментативного гидролиза (рН-
оптимум действия 0,8; оптимальная £=43°С), определили субстратную
специфичность фермента (табл. 13) [87].

Все продукты за исключением глицина и аланина имеют ΰ-конфигу-
рацию. В случае аланина получение рацемического продукта авторы свя-
зывают с присутствием в клетках аланин-рацемазы, что было подтвержде-
но дальнейшими экспериментами.

В работе [87] впервые продемонстрирована возможность получения
/)-лизина из его гидантоинового предшественника. Следует также отме-
тить, что под действием клеток AJ-11220 дигидроурацил гидролизовался
в очень незначительной степени, в то время как являлся лучшим субстра-
том для фермента из Pseudomonas putida [86]. Все эти данные позволили
предположить, что в каталитическом; процессе участвует фермент с иной
субстратной специфичностью. Для его исследования была проведена
частичная очистка и определена специфичность выделенных фракций [88].
Клетки Pseudomonas sp. AJ-11220, суспендированные в буфере 0,02 Μ
трис-ИС1 (рН 7,5), содержащем либо 10 мМ СоС12 и СаС12 (вариант I) ,
либо 10 мМ дитиотреитола (вариант II), подвергали действию ультразву-
кового осциллятора с последующим фракционированием на1 колонке с
ДЕАЕ-Toyopearl 650 М, предварительно уравновешенной соответствующим
буфером. Выделение по первому варианту приводило к тому, что дости-
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Таблица 13
Субстратная специфичность фермента из Pseudomonas sp. AJ-11220

Продукт гидролиза

^-цианоэтилглицин
£>-Met
Gly
D-Gln
D-Phg
Д-ге-гидрокси-Phg
DL-Ala
D-Phe

^ O T H . %

100
80
80
72
62
61
58
41

Продукт гидролиза

D-His
D-Trp
D-Ile
D-Lys
£>-Val
β-Glu
£>-3,4-метилендиокси-РЬе

^ΟΤΒι %

33
21
19
18
15
12
11

галась 27-кратная очистка фермента — D-гидантоин-гидролазы (D-ΓΓ)
« общим выходом активности в 63% (табл. 14). L-Гидантоин-гидролаза
•обнаружена не была. Гидролаза iV-карбамоил-АК (КГ), найденная в
неочищенном экстракте, после фракционирования на ДЕАЕ-Toyopearl
также не была обнаружена.

Очистка по варианту II привела к тому, что D-гидантоиназная актив-
ность, найденная в неочищенном экстракте, после фракционирования на
ДЕАЕ-Toyopearl обнаружена не была. Результаты очистки D- и L-гидролаз
N-карбамоил-АК приведены в табл. 15.

Полученные данные позволили сделать вывод о механизме асимметри-
ческого гидролиза .DL-гидантоинов аминокислот под действием Pseudomo-
nas sp. AJ-11220: только D-изомеры гидантоинов превращаются в соответ-

ствующие К-карбамоил-О-аминокислоты под действием D-TT (рН-оптимум
•8,0; оптимум t—55°С); ]М-карбамоил-/)-аминокислоты гидролизуются до
D-аминокислот под действием D-ΚΓ (рН-оптимум 7,0; оптимум ί—50°С);
L-гидантоины аминокислот спонтанно рацемизуются, и полученные D-изо-
меры вовлекаются в процесс гидролиза. При использовании препаратов
Ώ-ΤΤ и D-ΚΓ, полученных ДЕАЕ-Toyopearl — фракционированием, в про-
цессе гидролиза Д£-5-(?г-гидроксифенил)гидантиона (рН 8,0) продукт —
^-(я-гидрокси)фенилглицин был получен количественно. Также определе-
на субстратная специфичность трех частично очищенных ферментов
(табл. 16).

Аналогичным образом исследован штамм Flavobacterium sp.-3912, под
действием которого jDL-5-индолилметилгидантион с довольно высоким вы-
ходом1 гидролизуется до L-триптофана, а также мутантный штамм AJ-3940,
у которого блокированы пути распада триптофана (выход L-триптофана —
почти 100%') [91—93]; рН-оптимум действия штамма Л/-3940 — 8,5; оп-
тимальная t — около 50 С; данные по субстратной специфичности приве-
дены в табл. 17.

В ходе очистки фермента из штамма Л/-3912 на всех стадиях была об-
наружена активность гидантоингидролазы по отношению как к L-, так и к
D-субстратам (соотношение удельных активностей L/D — 2,6н-2,7). Актив-
ность гидролазы N-карбамоил-АК также была обнаружена на всех этапах
очистки, но только по отношению к L-субстратам. Так как в штамме не
•была обнаружена рацемаза N-карбамоил-АК, то был предложен следую-
щий механизм ферментативного превращения гидантоинов DL-аминокис-
лот в L-аминокислоты [93]:

L-КГ
1Ч-карбамоил-.£/-аминокислота *• L-ашгаокислотаХ-гидантоин

1
химическая
рацемизация

\
D-гидантоин

ч - •

t
гидантоин-
гидролаза

1Ч-карбамоил-0-аминокислота



Частичная очистка Х>-гидантоин-гидролазы
Таблица 14

Фракция

Неочищенный экстракт
ДЕАЕ-Toyopearl

Общее
количество

белка, мг

540
13

Образование

О-энантиомера

А*,
нмоль/мин

36 000
22 620

а,
нмоль/

/мин-мг

67
1795

L-энантиомера

А*,
нмоль/мин

0
0

а,
нмоль/

/мин-мг

0
0

* А — общая активность.

Таблица 15

Частичная очистка гидролаз N-карбамоил-Х- и /^-аминокислот

Фракция

Неочищенный экстракт
ДЕАЕ-Toyopearl

Общее
количество
белка, мг

475
10

Образование

.D-энантиомера

А.
нмоль/мин

7200
2600

а.
нмоль/

/мин-мг

15
261

L-энантиомера

А,
нмоль/мин

2290
0

а,
нмоль/ .

/мин-мг

5
0

Таблица 16

Субстратная специфичность ферментов (£>-гидантоин-гидролазы
и гидролаз ]Ч-карбамоил-2>- и ΐ-аминокислот)

Субстрат — гидантоиновое
производное АК

D-Met
DL-Met
L-Met
D^Phe
D-ΥΆΙ
D-Phg
.О-п-гидрокси-Plig
DJL-n-rKEpoKCti-Phg
L-Lys
D-Tyr
DL-ДОФА
β-Ala
DL-Leu
D-Tip
Gly
Λ-Glu
L-Asp
^1-Ala

(O-rf)

100
54
30
57
40
34
33
23
28
19
18
9
8
6
5
5
5
2

Субстрат — N-карба-
моил-Х>- или -/.-АК

Met
Phg
тг-гидрокси-Phg
ДОФА
Leu
Ala
Asn
Phe
Glu
Trp
Туг
Val
Gly
β-Ala

—
—
—

^ O T H . %

D-ΚΓ

100
94
88
62
61
56
48
32
32
31
30
18
8
8

—
—
—

Ζ,-ΚΓ

47
-
-
0

98
44*

2
10
3
0
9

100
0
—
—
—
—

* Продукт — Βί,-аланин (из-за присутствия аланин-рацемкзы в неочищенном экстракте).

рН-Оптимум гидролиза гидантоинового производного — 9,7; обратная
реакция протекает при рН,! более близких к нейтральным значениям
(7—8); рН-оптимум действия £= К Г — 8,0; оптимальная температура для
очищенных ферментов — 40° С; данные по субстратной специфичносги
L-ΚΓ приведены в табл. 18.

В работе [94] проведено исследование другого штамма — Arthrobac-
ter sp. (DSM 3747), способного катализировать гидролиз /7£-5-индолилме-
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Таблица 17

Субстратная специфичность фермента гидантоин-гидролазы
штамма AJ-S940

Субстрат — гидантоиновое
производное АК

i-Trp
5-гидрокси-1/-Тгр
L-Phe
L-Tyr
L-ЗД-ДОФА
СЬ-ЗД-метилендиокси-РЬе
М-ЗД-диметокси-РИе
L-Met
Gly, L-Ala, L-Ile, L-Asp, L-Glu

100
12

108
71

105
112

4
2
0

Таблица 18

Субстратная специфичность гидролазы
N-карбамоил- L -аминокислот

Субстрат — N-карбамоил-АК

0£-3,4-метилендиокси-Р11е
L-Phe
L-Tyr
i-Trp
ЙЬ-3,4-диметокси-РЬе
L-Met
Gly
L-Ile

100
82
59

.55
24
24

5
2

тилгидантоина до L-триптофана, которое показало, что превращение идет
по схеме, аналогичной ранее предложенной [93], но рацемизация 5-индо-
лилметилгидантоида в присутствии и в отсутствие клеток Arthrobacter sp.
протекает по-разному (рис. 2). Это дало основание предположить, что в
процессе участвует третий фермент — гидантоин-рацемаза, который был
выделен в ходе дальнейшей работы [95].

б) £)1/-2-Оксо-оксазолидин-4-карбоновая кислота

Известен метод количественного получения L-цистеина из DL-2-амино-
тиазолин-4-карбоновой кислоты (АТК) — промежуточного продукта в хи-
мическом синтезе DL-цистеина — в результате сопряженного ферментатив-
ного процесса гидролиза L-ATK и рацемизации D-ATK под действием кле-
ток Pseudomonas thiazolinophilum AJ-3854 [96, 97]. Он нашел промышлен-
ное применение, и впоследствии была предпринята попытка разработать
аналогичный процесс получения L-серина из ДЬ-2-оксо-оксазолидин-4-кар-
боновой кислоты (ООК) — промежуточного продукта в химическом син-
тезе DL-серина [98]. Для полной конверсии рацемического производного
в оптически активную аминокислоту необходимо осуществить две реакции:
гидролиз L-OOK до L-серина и рацемизацию D-OOK. Было исследовано
£49 штаммов, 12 из них оказались способными катализировать первую
реакцию, 8 — вторую. Наилучшим источником гидролизной активности
-был штамм Pseudomonas testosteroni AJ-2770, а рацемазной — штамм Ba-
cillus subtilis AJ-1996. В результате сопряженного процесса с участием
клеток Ps. testosteroni и В. subtilis L-Ser был получен из D-OOK с выходом
30%, при использовании L-OOK в качестве субстрата реакция протекала
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Рис. 2

2 * 6 8 Λ7[Η20],β/ο

Рис. З

Рис. 2. Рацемизация .D-индолилметил-гидантоина в присутствии (А) ж в отсутствие
(В) клеток Arthrobacter $p.

Рис. 3. Влияние содержания воды на выход этилового эфира N-ацетил-Л-триптофана
(А — время реакции 24 ч; В — при малых концентрациях Н2О время реакции увели-
чено до 15 сут) и на скорость реакции (С); N-Ac-L-Trp — 0,05 г (0,2 ммоль), а-химо-

трипсин — 0,01 г; 0,1 Μ фосфатный буфер рН 6,8; 30° С

аналогично. Это позволило сделать вывод, что рацемизация не является
стадией, лимитирующей скорость. В отсутствие клеток одного из штаммов
L-Sev из D-OOK не был получен. Сопряженный процесс протекает по
схеме:

СН2—СН—СООН
I I

О NH

V
II
о

L-OOK

Ps. testosteroni
» СН2—СН—СООН

I I
ОН NH 2

L-Ser

В. subtilis

СН2—СН—СООН
I I

О NH

V
II
о

Z>-OOK

III. ЭНАНТИОСЕЛЕКТИВНАЯ ФЕРМЕНТАТИВНАЯ ДЕРИВАТИЗАЦИЯ
АМИНОКИСЛОТ И ИХ ПРОИЗВОДНЫХ

Реакции, катализируемые ферментами, как правило, обратимы. Одна-
ко создавая определенные условия (например, варьируя концентрации
реагентов, выводя один из продуктов из сферы реакции) можно добиться
сдвига равновесия в необходимом направлении. На практике это достига-,
ется проведением реакции в средах, содержащих значительные количе-
ства органических растворителей: водно-органических средах (в том числе
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Таблица 19

Влияние концентрации EtOH на выход продукта

[EtOH] в СНС13, Μ

1
3
5
8,6 (50 об.%)

17,1

Выход этилового эфира
N-Ac-L-Trp, %

8 3 *
86*
77**
79**
78**

* Двухфазная система, ** однофазная система.

Влияние концентрации субстрата
Таблица 20

N-Ac-L-Trp, г

0,05
0,10
0,15
0,20
0,20
0,20
0,20
0,25

Время
реакции, ч

24
24
24
24
48
72
96
96

Выход этилового эфира
N-Ac-L-Trp, %

EtOH

81
86
75
70
85
83
85

. 58

СНС1,
(1 Μ EtOH)

78
78
78
78
78
78

4,4
3,0

спирт — вода), в двухфазных системах «вода — не смешивающийся с водой
органический растворитель», в системах обращенных мицелл, также в
двухфазных водных полимерных системах. Ферментативный синтез произ-
водных аминокислот находится в состоянии развития; наибольшее число
работ в этой области посвящено синтезу сложных эфиров α-аминокислот.

1. Синтез сложных эфиров аминокислот

Одно из первых сообщений о способности ферментов катализировать
синтез афиров аминокислот было сделано еще в 1965 г. [99]. Скорость
ферментативной реакции и выход продукта зависят от многих факторов,
среди которых решающую роль играют такие, как состояние фермента,
свойства носителя (в том числе удельная поверхность) в случае использо-
вания иммобилизованного катализатора, состав и рН водной фазы, кон-
центрация аминокислоты и спирта, состав органической фазы, соотноше-
ние объемов органической и водной фаз и др. В работе [100] оптимизиро-
ван по этим параметрам процесс синтеза этилового эфира N-ацетил-
L-тирозина под действием иммобилизованного α-химотрипсина в
двухфазной системе (выход продукта составил 85—90%). В аналогичных
условиях (двухфазная система вода — хлороформ, время — 2—8 ч) был по-
лучен этиловый эфир М-ацетил-Ь-триптофана с выходом 86—95% [101],
что позволило использовать процесс для расщепления рацемата N-ацетил-
триптофана (время —48 ч, выход L-энантиомера —45%) [102]. В работах
[103, 104] исследована этерификация ацильных производных ароматиче-
ских аминокислот в двухфазных системах и водно-органических средах.
Значительное влияние на степень конверсии оказывало соотношение вод-
ной и органической фаз: при его изменении от 1: 10 до 1: 80 выход уве-
личивался от ~38 до ~92%. В системе вода — хлороформ при постоянном
отношении Увод". Vopr ( 1 : 40) концентрация этанола на выход эфира влия-
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ла довольно слабо (табл. 19). Выход продукта в этаноле достаточно вы-
сок; реакционная система представляет собой суспензию гидратирован-
ного α-химотрипсина, который может быть легко отделен фильтрацией.
Другим важным достоинством однофазной системы авторы считают зна-
чительно менее заметное ингибирование субстратом, что приводит к вы-
соким выходам продукта и при больших концентрациях субстрата
(табл. 20).

Зависимость выхода эфира от содержания воды в системе при прове-
дении этерификации в течение 24 ч имеет максимум в области 2—4% Н2О
(рис. 3, кривая А), однако вид кривой изменяется при увеличении времени

синтеза (при этих и более низких концентрациях Н2О) до 15 сут (рис. 3,
кривая В). Это, видимо, связано со значительным уменьшением скорости
реакции (рис. 3, кривая С) из-за снижения степени гидратации α-химо-
трипсина. Возможно, негативный эффект можно уменьшить, используя
модифицированный фермент — гексилхимотрипсин — для синтеза эфиров
[105]; значение Vmax для такого фермента возрастает.

Другим возможным методом повышения скорости реакции при низких
концентрациях Н2О является иммобилизация фермента — например ад-
сорбция α-химотрипсина на хитине [106]. При проведении этерификации
в этаноле с содержанием воды 3,4% выход этилового эфира N-ацетил-//-
триптофана составил в случае свободного фермента 28% (время реак-
ции — 24 ч), в случае α-химотрипсина, адсорбированного на хитине —85%
(время реакции —12 ч). Использование других полисахаридов — микро-
кристаллической целлюлозы и аминоэтилцеллюлозы — привело к более
низким выходам (20 и 23% соответственно за 24 ч), чем в случае свобод-
ного фермента. Известно, что α-химотрипсин в растворах, содержащих
гидрофильные растворители в высоких концентрациях, теряет в значи-
тельной мере каталитическую активность из-за частичного разворачивания
шолипептидной цепи; вероятно, фермент, связанный с хитином, сохраняет
нативную конформацию и при концентрациях Н2О менее 5 %; возможно,
значительная часть воды в таких] растворах также адсорбируется на хи-
тине, что вносит свой вклад в стабилизацию нативной конформации.

Исследование этерификации при различных температурах показало,
что в интервале температур 10—35° С выход практически не меняется, при
более высоких значениях температур — резко, падает [104]. В описанных
выше условиях осуществили этерификацию 1Ч-ацетил-£-ароматических
аминокислот (триптофана, тирозина и фенилаланина), аналогичные про-
изводные /у-аланина и L-лейцина в реакцию не вступали; выходы этилово-
го эфира 1Ч-ацетил-.О-триптофана (фенилаланина) были крайне "незначи-
тельны. Это свидетельствует о сохранении в данных условиях субстратной
специфичности и энантиоселективности. Однако специфичность по отно-
шению к спиртовой компоненте реакции иная, чем в случае гидролиза:
метанол и 2-метил-2-пропанол (т/?ег-бутанол) не вступают в реакцию, дру-
гие исследованные первичные и даже вторичные спирты дают продукт с
высоким выходом (табл.21).

Были осуществлены попытки провести синтез и в других гидрофиль-
ных растворителях, содержащих 1,7 Μ этанола (табл. 22) [167]. В диме1·
тилформамиде, диметилацетамиде и диметилсульфоксиде этерификация
М-ацетил-£-триптофана не происходит.

Также было проведено исследование влияния состава водной фазы,
концентрации буфера и величины рН (табл. 23), которое показало, что в
чистой Н2О выход крайне незначителен (5%), оптимальная концентрация
при использовании фосфатного буфера —0,1 М; при более высоких его
концентрациях уменьшается активность фермента; это может быть свя-
зано с уменьшением количества воды, способной стабилизировать фермент,
из-за увеличения ее количества, связанного с фосфатом. Интересно, что
другие буферы в той же мольной концентрации при иных значениях рН



Влияние

Спирт

Метанол
Этанол
1-Пропанол
2-Пропанол

структуры спиртовой компоненты реакции
этилового эфира N-ацетил- Ь-триптофана

Выход за 24 ч,
%

0
81
83
78

Спирт

1-Вутанол
2-Вутанол
2-Метил-1-пропанол
2-Метил-2-пропанол

Таблица 21

на синтез

Выход за 24 ч,
%

83
65
80

0

Таблица 22

Начальная скорость этерификации (F o ) и выход эфира ацетиламинокислоты

Растворитель

Ацетон
Нитрометан
Ацетонитрил
Пропиленкарбонат
Тетрагидрофуран
1,4-Диоксан
Этанол

N-Ac-L-TrpOEt

мкмоль/мин-г

6,1
4,3
2,3
1,1
0,88

«0,5
12

выход, %
(24 ч)

71
60
56
45
30
12
81

N-Ac-L-TyrOEt

мкмоль/мин-г

18
31
13
6,8
4,5
6,5

15

выход, %
(24 ч)

74
89
80
66
44
46
82

Таблица 23

Влияние буфера на синтез этилового эфира N-ацетил-Ь-тирозина

Буфер

Фосфатный

Ацетатный
Боратный
Н2О

рН

6,8
6,8
6,8
6,8
5,0
9,0
_

м

0,05
ОД
0,2
0,5
0,1
0,1

_

Уо-102,
мкмоль/мин-г

4Д
4,9
2,4
2,3
4,4
4,7

См.*

Выход, %
(24 ч)

78
78
49
24
70
74

5

* Не определяли.

(5,0 и 9,0) дали результаты (70 и 74%), аналогичные полученным при
использовании фосфатного буфера (рН 6,8); минимальное влияние рН
можно объяснить, исходя из того, что после смешивания раствора сс-химо-
трипсина с большим избытком органического растворителя неорганические
соли могут играть роль адсорбентов фермента.

Другим ферментом, широко используемым для получения оптически
активных эфиров, аминокислот, является папаин [108—113]. Так была
предпринята попытка разделения энантиомеров N-rper-бутилоксикарбо-
ниламинокислот путем ферментативного синтеза сложных эфиров. В ка-
честве водной фазы использован 1 Μ цитратно-фосфатный буфер (рН 4,2),
в качестве органической фазы — хлористый метилен. Варьируя соотноше-
ния буфер : хлористый метилен : спирт, были получены эфиры для боль-
шинства аминокислот с высокими выходами (табл. 24); в случае стериче-
ски затрудненных (валин, изолейцин, треонин), а также основных ами-
нокислот (лизин, аргинин, гистидин) выходы были невысокими.

Как видно из табл. 24 оптимальное соотношение органической и водной
фазы ^=Уорг/^вод изменяется от β=17 для гидрофильных аминокислот
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Таблица 24

Этерифвкация Ή-mpem -бутилоксикарбонил-JO-аминокислот
под действием папаши (37° С; 8 ч)

Субстрат —
N-Boc-AK

Leu
Phe
Trp
Met
Cys(Bzl)
Val
IJe
Gly
Ala

Соотношение
объемов

буфер : СН2С1г :
:спирт

3 : 1 : 1
3 : 1 : 1
3 : 1 : 1
3 : 1 : 1
3 : 1 : 1
3 : 0,5 :1
3 : 0,5 :1
3 : 5 : 1
3 : 5 : 1

Выход, %

75
76
78
76
74
27
22
82
88

Субстрат —
N-Boc-AK

Туг
Ser
Thr
Glu
Glu*
Gin
Asp
Asp *
Asn

Соотношение
объемов

буфер : CH2C12 :
:спирт

3 : 5 : 1
3 : 5 : 1
3 : 5 : 1
3 : 50: 1,5
3 : 50: 1,5

1,5:50: 1,5
3 :50 :1,5
3 : 50 :1,5

1,5 : 50 :1,5

Выход, %

90
75
40
90
78
85
83
70
82

* В качестве спиртовой компоненты реакции использован бензиловый спирт.

(аспарагиновой и глутаминовой кислот) до) β =0,3 в случае гидрофобных
•фенилаланина, лейцина, триптофана и метионина. Этерификация дикар-
•боновых кислот приводила к| моноэфирам по α-карбоксильной группе.
Возможность применения ферментативного синтеза для расщепления ра-
цематов аминокислот была продемонстрирована на примере синтеза бен-
зилового эфира Л^-г/?ег-бутилоксикарбонил-^-аспарагиновой кислоты из
рацемической N-замещенной аминокислоты и бензилового спирта; /Э-эфир
в продукте обнаружен не был, также было показано, что .D-энантиомер не
этерифицируется под действием папаина. В дальнейших исследованиях
авторы показали возможность получать эфиры из аналогичного ./V-произ-
водного аланина и алифатических спиртов CnH2n+iOH (n—2, 4, 6) и диолов
ОН(СН2)2тОН (Кт<5) [109]. Иммобилизация же папаина на ХАД-7
(нейтральном сшитом полиметилакрилате) или сефарозе позволяет прово-
дить реакцию и в случае п=8, 10, 12, 16, т=6. При использовании иммо-
билизованного фермента в 5 раз снижается количество спирта, энантиосе-
лективность действия папаина по отношению к α-аминокислотам сохра-
няется; процесс можно использовать для расщепления рацемических
]Ч-г/?ег-бутилоксикарбониламинокислот (аланина и аспарагиновой кисло-
ты) [110]. Как и в случае α-химотрипсина ферментативный синтез под
действием папаина можно проводить в водно-спиртовой среде [111—113].
Так, этерификация N-бензилоксикарбониламинокислот, катализируемая
папаином, была проведена в системе спирт — вода с минимальным коли-
чеством воды] (4—5 экв. Н2О/экв. АК), в качестве спиртовой компоненты
реакции использованы этиловый, метиловый, к-прошшовый и «-бутиловый
спирты (табл. 25) [112].

В работе [113] для этерификации использован иммобилизованный па-
паин. Из 8 исследованных носителей лучшим оказался Sephadex G-50
(выходы эфиров N-rper-бензилоксикарбониламинокислот — 40-^-93%).) Ис-
следование влияния объема, концентрации и рН водной фазы показало,
что максимальный выход достигается при содержании воды около 5 %; за-
висимость выхода от рН имеет острый максимум при рН 4,2, а| при уве-
личении концентрации цитратного буфера от 0 до 3 Μ выход увеличива-
ется от 0 до 93 %.

В последние годы появился ряд работ, демонстрирующих возможность
проведения ферментативных реакций в безводных органических раство-
рителях [114—116]. В работе [117] показано, что α-химотрипсин, осажден-
ный из н-пропанола, способен катализировать синтез этилового эфира
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Таблица 2

Синтез эфиров N-замещенных аминокислот

N-замещенная
DL-AK

Ala
Ala
Ala
Ala
Ala*
Ala**
NorVal .
NorLeu
Val
Leu

Продукт

R

Et
Me
н-Рг
K-BU

Et
Et
Et
Et
Et
Et

— N-Z-L-AK-OR

Выход, %

48,5
42,5
37,5
40,0
36,5
17,5
49,0
48,5
19,0
45,0

N-замещенная
DL-AK

Ser
Met
Asp
Gin
Trp
Phe
Туг
4-F-Phe
4-NO2-Phe
3,4-Cl2-Phe

Продукт

R

Et
Et
Et
Et
Et
Et
Et
Et
Et
Et

— N-Z-t-AK-OR

Выход, %

26,5
47,5
31,5
44,5
46,0
43,5
47,5
41,0
37,5
45,5

Примечание. Условия реакции на примере 1: 50° С; 10,7 г Z-DL-Ala в 80 мл абс. EtOH, со-
держащего 2 мл цитратного буфера (рН 4.5), время — 24 ч; выход Z-D-Ala — 42,5% (энантио-
мерный избыток >95%).

* N-Boc-L-Ala-OEt; ** N-Fmoc-L-Ala-OEt.

Таблица 26

Ферментативный аминолиз метилового эфира аланина 3-аминопентаном

Субстрат

Д-А1а-ОМе
DL-Ala-OMe
L-Ala-OMe
D-Ala-OMe
B-Ala-OMe
B-Ala-OMe

Растворитель

к-Бутилацетат
и-Вутилацетат
«-Бутилацетат
Бензол
1,1,1-Трихлорэтантолуол
Толуол

Выход, %

98
48

0
98
91
67

N-ацетилтриптофана в циклогексане с высокой энантиоселективпосгыо,
которую можно! регулировать, варьируя условия осаждения: при осажде-
нии в присутствии N-ацетил-О-триптофана отношение начальных скоро-
стей ферментативных реакций Fo

L/^oD=7O; (F 0

L=0,5 мкмоль/мг-ч; D0

L=
=7,1 нмоль/мг-ч)' при осаждении в присутствии N=Ac=L=Trp величина
энантиоселективности сильно возрастает (F0

L=2,7 мкмоль/мг-ч; синтез
D-эфира не наблюдался в течение 120 ч).

2. Синтез амидов аминокислот

Найдено, что Д-энантиоселективная аминопептидаза из Ochrobactrum
•anthropi, способная осуществлять гидролиз амидов D-аминокислот, а также
пара-нитроанилидов и эфиров аминокислот и некоторых пептидов, при оп-
ределенных условиях катализирует аминолиз эфиров .D-аминокислот
[118, 119]. Так, D-аланин-З-пентиламид был синтезирован количественно
в течение 1 ч из метилового эфира D-аланина и 3-аминопентана в различ-
ных органических растворителях, насыщенных водой (табл. 26).

При использовании DL-субстрата продукт не содержал амид L-ами-
нокислоты. Фермент обладает широкой! специфичностью по отношению к
акцептору ацильной группы, аналогичным образом были синтезированы
продукты с высокими выходами из ΰ-аланина и н-бутиламина, бензил-
амина и неопентиламина; в то же время специфичность фермента по от-,
ношению к ацильной группе оказалась существенно уже: только эфиры
D-аланина, глицина и β-α-аминомасляной кислоты давали продукт с вы-
соким выходом (98, 80 и 40% соответственно); метиловые эфиры 19 других
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.D-a-аминокислот, β-аланина и различных карбоновых кислот не являются
субстратами этой ферментативной реакции. В воде аминолиз метилового
эфира /)-аланина протекает с выходом — 78 % за 7,5 мин с последующим
полным гидролизом до /?-аланина в течение 30 мин.

Приведенные в обзоре сведения о ферментативных методах расщепле-
ния рацемических аминокислот и их производных демонстрируют интен-
сивное развитие этой сферы научной и производственной деятельности.
Широкое использование энантиоселективных ферментативных процессов
наряду с процессами ферментативного синтеза аминокислот из ахиральных
субстратов позволит в значительной степени удовлетворить потребности
в оптически активных аминокислотах.
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